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RESUMO

A pilocarpina € um alcal6ide imidazdlico, que possui como unica fonte natural
espécies do género Pilocarpus. Este alcaléide € utilizado no tratamento de glaucoma e
xerostomia. O elevado custo de folhas de Pilocarpus microphyllus no mercado internacional e
conseqiiente extrativismo predatério resultaram na sua inclusdo na lista de espécies em
extingdo do IBAMA. Na busca de fontes alternativas do alcaldide conseguiu-se demonstrar
que suspensdes celulares desta espécie podem ser um modelo para producdo e estudo da
biossintese e do transporte de pilocarpina, uma vez que produz os mesmos alcaldides
encontrados nas folhas. A extracdo de pilocarpina a partir do meio de cultura podera
minimizar a quantidade de solventes altamente poluentes utilizados na extracao deste alcaldide
a partir das células, assim como, reduzir a contaminacdo por outros constituintes celulares.
Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo inicial determinar o local e limite de
acumulo intracelular de pilocarpina e verificar se o fornecimento externo de altas doses do
alcaldide causaria toxidez as células produtoras e ndo produtoras de pilocarpina. Em seguida,
caracterizar a absorc@o do alcaldide pelas células submetidas a diferentes valores de pH do
meio de cultura e também identificar o mecanismo de transporte do alcaldide nas suspensdes
procurando definir qual é a proteina de membrana responsavel pelo transporte de pilocarpina
entre células e meio de cultura através do uso de inibidores de transportadores da familia das
ATPases e ATP-binding cassete proteins (ABC).

Os testes histoquimicos € o ensaio de fracionamento celular, apesar de ndo
conclusivos, indicaram o acumulo de pilocarpina no vacidolo, ainda que a fracdo
correspondente a essa organela venha misturada com o conteddo do citoplasma. As
informacdes sobre a localizacdo subcelular em adi¢ao aos dados de toxicidade mostraram que

pilocarpina apresenta forte citotoxicidade a cultura de plantas que ndo apresentam sua via de
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biossintese. Culturas de P. microphyllus produtoras de pilocarpina apresentaram uma clara
tolerdncia as altas doses do alcaldide (crescimento semelhante ao controle), mesmo que nao
produzindo o alcaldide em altas quantidades. Isto sugere a existéncia de um mecanismo de
detoxificacdo espécifico-especifico nas células aqui estudadas, que evitam a toxicidade de seus
alcaléides (pilocarpina e pilosina) armazenando-os no vactolo. Nos ensaios de absor¢do do
alcaléide em diferentes valores de pH, observou-se que quanto maior o pH, menor a absor¢ao
do alcaléide. Nos ensaios com os inibidores de proteinas transportadoras de membrana
verificou-se que as menores taxas de inibicdo na absor¢do e liberacdo provocadas por
inibidores especificos de ATPases, a bafilomicina e pelo NH4Cl, ndo descartam a participacao
destas proteinas, mas podem indicam uma menor participagdo, visto que a inibicdo provocada
pela azida sédica, também um inibidor de ATPases, foi muito intensa. Contudo, os resultados
de absorcdo e liberacdo de pilocarpina mostraram intensa inibicdo na presenca dos inibidores
de ABCs o que aponta para um transporte de pilocarpina mediado por esta familia de
proteinas, tanto para fora como para dentro da célula. Por fim, os ensaios de cinética apontam
para uma inibi¢do do tipo competitiva gerada pelos dois inibidores utilizados, sendo que os
menores valores da Constante de Inibicdo (Ki), encontrados para a nifedipina indicam que este

composto possue uma acao inibitdria mais intensa que o vanadato de sédio.

iX



SUMMARY

Leaves of species from Pilocarpus genus are the only known source of pilocarpine, an
imidazole alkaloid, which has been used for the treatment of glaucoma and xerostomy.
Because the leaves of jaborandi are collected from plants living in the wild and the high price
of pilocarpine in the international market, jaborandi was included in the endangered species
list of IBAMA. Looking for alternative sources of this alkaloid, it has been shown that cell
suspension cultures of Pilocarpus microphyllus can be a model to study the production of
pilocarpine as well as a model to study its biosynthesis and metabolism, as it produces the
same alkaloids that are found in leaves. Previous studies showed that high concentrations of
nitrogen and the medium pH resulted in higher production and release of pilocarpine to the
medium culture. Therefore, the objective of this study was to define the cell intracellular
accumulation of pilocarpine and verify if exogenous by supplied pilocarpine to jaborandi cell
suspensions is toxic to the cells. Moreover, the absorption of pilocarpine by cells treated with
exogenous by supplied pilocarpine at different medium pH, as well as, the alkaloid transport
mechanism through the cell membrane, using inhibitors of the protein families ATPases and
ATP-Binding Cassette, were studied. The histochemical tests and the cell fractionation assays
showed the accumulation of pilocarpine in the vacuole. This, together with the results of
experiments that showed that pilocarpine was not toxic to jaborandi cells, suggests that
vacuolar transport may be one of the mechanisms for the detoxification of pilocarpine in this
species.

In the absorption assays with different medium pH, the higher the pH, the lower
absorption of pilocarpine by the cells. Bafilomicin and NH4Cl, which are ATPase inhibitors,
were the least effective inhibitors among all the inhibitors tested for absorption and release of

pilocarpine. This result does not discard the participation of these proteins in the process but
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indicate that they are less important, in view of the fact that inhibition by sodium azide which
affects both ABC and ATPases, was very effective. The results on absorption and release of
pilocarpine by the jaborandi cells showed strong inhibition by specific ABC inhibitors, which
indicates an important participation of this protein family in the transport of the alkaloid
through the cell membranes. Kinetics assays showed that inhibition was a reversible
competitive type in the presence of nifedipine and sodium vanadate. The lowest Inhibition

Constant (Ki) was observed for nifepidine.
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INTRODUCAO

Pilocarpus, da familia Rutaceae, ¢ o género de espécies popularmente conhecidas
como jaborandi. Este género possui 18 espécies descritas para o Brasil, de acordo com Joseph
(1967), ou somente 10 espécies, de acordo com Kaastra (1982), que podem ser encontradas
por todo o territério brasileiro, principalmente na regido Leste da Amazonia e nas regides do
Centro-Sul e Nordeste (Marques & Costa, 1994).

Todas as espécies apresentam concentragdes variadas do alcaldide pilocarpina,
entretanto, Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holmes e Pilocarpus jaborandi Holmes se
destacam economicamente por conterem os maiores teores do alcaldide e apresentarem ampla
distribuicdo geografica, sendo encontradas no Pard, Maranhdo, Piaui, Pernambuco ¢ Ceara
(Joseph, 1967; Kaastra, 1982).

Estas espécies sdo plantas arbustivas bastante ramificadas de porte baixo a médio,
variando entre 2 a 3 metros altura (Marques & Costa, 1994). E nas folhas que se encontram os
maiores teores de pilocarpina, cerca de 0,5 a 1,0% em relacdo a sua massa seca (Souza et al.,
1991).

Em estudos sobre a composicdo alcaloidica do jaborandi foram identificados outros 11
alcaloides imidazolicos (Figura 1) como a, pilosinina (2), anidropilosina (6) e 3-nor-8(11)—
dihidropilocarpina (1), (Link et al., 1972, 1974, Voigtlander et al., 1978, Andrade-Neto et al.,
1996, Abreu et al., 2007a). Acredita-se que estes alcaldides estejam envolvidos em diferentes
rotas biossintéticas na formacgdo de pilocarpina e da pilosina. O extrato foliar também
apresenta entre 0,24% e 0,38% de 6leo essencial, caracterizado por seu odor de balsamo
(Merk, 1983). A pilocarpina e isopilocarpina sdo usualmente isoladas como 6leos viscosos

sem cor, no entanto, na forma de sais sdo solidos higroscopicos.
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Figura 1. Alcaldides imidazolicos presentes no extrato foliar de Pilocarpus microphyllus: 1)
13-nor-8(11)-diidropilocarpina; 2) Pilosinina; 3) Pilocarpina; 4) Pilocarpidina; 5) Acido
Pilocarpico; 6) anidropilosina; 7) Pilosina; 8) Acido Piloturinico; 9, 10, 11 e 12 - alcaldides
inéditos
A pilocarpina foi descoberta em 1875 por Hardy e isolada em 1898 por Felter & Lloyd,
entretanto, sua estrutura foi elucidada muitos anos depois (Link & Bernauer, 1972; Link et al.,
1974; Tedeschi et al., 1974) e deste entdo poucos estudos foram feitos acerca deste alcaldide.
Entre os principais estudos destacam-se aqueles que se dedicam a elucidar suas
propriedades farmacoldgicas, sendo a principal delas a diminuigdo da pressdo intra-ocular e
assim a sua utilizacdo no tratamento de glaucoma (Webster er al., 1993, Midgal, 2000).
Geralmente ¢ mais bem tolerada que os anticolinesterdsicos e constitui o agente colinérgico
padrdo no tratamento inicial do glaucoma de angulo aberto (Beasley & Fraunfelder, 1979). A
acdo miodtica da pilocarpina é 1util para corrigir a midriase produzida pela atropina. A
pilocarpina ¢ também empregada para impedir a formac¢do de aderéncias entre iris e cristalino
(Taylor, 1991) e permite a realizacdo de medigdes oftalmologicas (Laibovitz et al., 1996).
Atualmente, alguns beta-bloqueadores, analogos sintéticos da pilocarpina passaram a ser

utilizados, mas ela ainda continua sendo a substancia mais utilizada no tratamento de

glaucoma (Kass, et al., 2002).



Este alcaldide também ¢ estimulante de glandulas sudoriparas, lacrimais e salivares,
atuando sobre as terminagdes nervosas das células secretoras no sistema nervoso
parassimpatico (Wynn, 1996). Em 1994 o uso da pilocarpina na forma oral foi aprovado pela
FDA (Food and Drug Administration) norte-americana para o tratamento de xerostomia de
pos-irradiacdao (boca seca) em pacientes com cancer de cabega e de pescogo, apds varios
estudos provando sua eficiéncia no estimulo para a producao de saliva (Hill & Barcza, 1966;
Rieke et al., 1995; Wynn 1996; Aromdee et al., 1996; Saad et al., 2000; Davies, 2001).

Algumas pesquisas ainda reportaram que a pilocarpina estimula o crescimento do
cabelo € por isso ¢ incorporada em algumas logdes capilares (Swan, 1967; Oliveira & Akissue,
1989). Em dermatologia ¢ usada como modificador da pele (Oliveira & Akissue, 1989). Cabe,
no entanto, ressaltar que também pode apresentar varios efeitos adversos como miose, dor de
cabeca, nausea, vomito, diarréia e edema pulmonar, e a administracdo de doses baixas pode
causar diaforese intensa (Kushnick ef al., 1996).

As principais preparagdes de pilocarpina sdo as solucdes oftalmologicas, nas quais o
alcaloide estd presente na forma de cloreto ou nitrato de pilocarpina em concentragdes que
variam de 0,25-10% (Taylor, 1991).

Ja a pilosina, também encontrada em quantidades elevadas nas folhas de P.
microphyllus (Abreu et al., 2007a), foi isolada e identificada por Voigtlander et al. (1978).
Estudos realizados em colaboragdo com a Faculdade de Medicina da Unicamp (Dr. Stephen
Hyslop) mostraram que este alcaldide possui propriedades anti-acetilcolinérgicas e
semelhantes a da pilocarpina, contudo age através de um mecanismo de agdo diferente
denominado mecano-recepcao (Ilka Nacif Abreu, dados ndo publicados).

Como as tnicas fontes naturais destes alcaldides sdo espécies do género Pilocarpus de
ocorréncia somente no territorio brasileiro, a pilocarpina hidroclorada ¢ um dos alcaldides

parasimpatomiméticos e midticos mais caros e chega a movimentar anualmente cerca de U$
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400 milhdes (Carvalho, 2004). Sendo assim, em fun¢ao do elevado prego do quilo das folhas
secas (U$ 4,00), a expansdo do mercado de pilocarpina nos ultimos trinta anos, provocou o
crescimento descontrolado no extrativismo de folhas de jaborandi, principalmente da espécie
P. microphyllus, considerada como sendo o “jaborandi legitimo” ou “jaborandi do Maranhdo”,
devido a sua maior ocorréncia neste Estado (Corré€a, 1969). Este processo conduziu ao quase
esgotamento das populagdes naturais, o que resultou na sua inclusdo na lista do IBAMA de
plantas brasileiras sob risco de extingdo (IBAMA, 1992).

Paralelamente a pressdo sobre as popula¢des naturais, acelerou-se o processo de
domesticacgdo e privatizagdo da espécie pela indistria farmacéutica alema Merck (SUDEMA,
1970) em fazendas localizadas no Estado do Maranhao implantadas por ela a partir de 1969
até 1999, periodo em que se chegou a coletar cerca de 4000 kg de folhas por hectare/ano
(Vieira, 1999). A Merck detém o monopdlio da compra de folhas de jaborandi resultantes do
extrativismo, assim como o da sua producdo. Atualmente a producio gira em torno de 1.400
kg de folhas por hectare/ano. Em 2002, a Merck concedeu a empresa brasileira Centroflora
(Vegeflora Extracdes do Nordeste Ltda., antiga Vegetex-Merck) o direito de realizar a
extracdo da pilocarpina, mas ainda ¢ responsavel pela purificagdo e comercializacdo do
alcaloide (www.centroflora.com.br; Pinheiro, 1997).

Frente a grande importancia econdmica e farmacoldgica do jaborandi e na auséncia de
informagdes na literatura sobre aspectos fisioldgicos e bioquimicos da pilocarpina na planta,
deu-se inicio na Unicamp a diversos estudos com a espécie P. microphyllus. Entre eles
podemos destacar os trabalhos de: indug@o da produ¢do de pilocarpina em folhas de jaborandi
por 4cido salicilico e metiljasmonato (Avancine et al., 2003), regulacdo da producdo de
pilocarpina em calos de P. microphyllus (Abreu et al., 2005), diversidade genética de
Pilocarpus (Sandhu et al., 2006) e de caracterizacdao do perfil dos alcaldides imidazolicos em

P. microphyllus em diferentes estacdes e partes da planta (Abreu et al., 2007b).
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Outro estudo, ainda em andamento, procura elucidar a via de biossintese da pilocarpina
e dos demais alcaloides imidazolicos com a utilizagdo de plantas e de suspensodes celulares.
Acredita-se que estes sejam derivados do aminodcido histidina, que possue um anel
dinitrogenado, o qual seria convertido em um anel imidazolico e os atomos de carbono
adicionais seriam provenientes do acetato ou da treonina (Dewick, 1997). Contudo cabe
ressaltar que outras rotas sdo possiveis, visto que, por exemplo, o alcaldide imidazdlico
anosmine, ¢ formado a partir de duas unidades de lisina (Hemscheidt & Spenser, 1991).

Em outros trés trabalhos houve participacdo da autora desta tese e resultaram em trés
publicagdes, que podem ser encontradas no final desta dissertagdo em Anexos.

No trabalho “HPLC-ESI-MS/MS of Imidazole Alkaloids in Pilocarpus
microphyllus” (Sawaya et al., 2008) procurou-se desenvolver uma técnica de analise
qualitativa e quantitativa dos alcaloides imidazolicos através de HPLC acoplado ao ESI-MS".
Para isso, utilizaram-se dois extratos de alcaloides obtidos a partir de folhas frescas de plantas
de P. microphyllus mantidas em casa de vegetacdo e outra a partir de uma pasta, rejeito
resultante do processo de extragdo industrial de pilocarpina pela Vegeflora. Tanto as folhas
como a pasta foram submetidas ao processo de extragdo dos alcaldides desenvolvido por
Avancine et al. (2003). Trata-se de um método adequado para andlises de rotina de amostras
que contém estes alcaldides, assim como para separacdo e identificacdo de alcaldides
conhecidos e novos desta familia e, talvez, possa ser aplicado para futuros estudos das vias de
biossintese da pilocarpina em P. microphyllus.

Ja no trabalho, intitulado “Cell suspension as a tool to study the biosynthesis of
pilocarpine in Jaborandi” (Abreu et al., 2008) promoveu-se a indu¢do de calos celulares
utilizando como explantes peciolos de plantas de P. microphyllus mantidos em casa de
vegetacdo, que em seguida foram utilizados para o estabelecimento de seis linhagens celulares

tanto primarias como resultantes de subcultivos. Analises do conteudo de alcaldides e de
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curvas de crescimento mostraram que as linhagens primdrias apresentavam maiores teores de
pilocarpina e pilosina e melhor crescimento celular. Células subcultivadas mostravam um
decrescimento dos teores de alcaloides e a partir de 24 subcultivos a producdo estabilizava.
Ainda neste trabalho verificou-se que as suspensoes celulares de P. microphyllus podem ser
um modelo para produgdo em quantidades elevadas e estudo da biossintese de pilocarpina,
uma vez que produz os mesmos alcaldides encontrados nas folhas.

Diversos autores ja relataram que a regulagdo de alcaldides de diferentes classes pode
ser influenciada por diferentes fatores abidticos, tais como luz, temperatura, composicao
gasosa, salinidade, estresse osmotico, acido jasmonico, alteracoes de pH e estresses
nutricionais (Stafford et al., 1986; Baricevic et al., 1999; Godoy-Hernandes et al., 2000; Van
der Fits et al., 2000; Li & Liu, 2003). Abreu et al. (2005) verificaram que mudangas no pH,
variagdes nas concentracdes de N e P no meio de cultura intensificavam a produgdo de
pilocarpina a partir de calos, sendo que pH 6,8 induziu maior producdo e liberacdo de
pilocarpina para o meio de cultura. Os tratamentos com valores de pH do meio iguais a 4,8 e
5,8 produziram ao redor de 20% a menos de pilocarpina em relacdo ao tratamento com pH 6,8.

Portanto, a fim de se verificar como as suspensdes celulares se comportariam da
mesma maneira, um terceiro trabalho, “Production of imidazole alkaloids in cell cultures of
jaborandi as affected by the medium pH” (Andreazza et al., 2009), foi desenvolvido, no
qual a produgdo de pilocarpina e pilosina foi analisada em duas das linhagens de suspensdes
celulares estabelecidas por Abreu et al. (2007a). Estas linhagens foram submetidas a diferentes
valores do pH do meio de cultura, 4,8; 5,8; 6,8; 7,8; 8,8; 9,8, e a produ¢do dos alcaloides foi
acompanhada por 30 dias de subcultivo nas células e no meio de cultura. Ambas as linhagens
produziram pilocarpina enquanto que somente a linhagem C produziu a pilosina. Maiores
teores de pilocarpina foram produzidos nos tratamentos de pH mais elevado em ambas as

linhagens, enquanto que o maior teor de pilosina foi produzido no pH 7,8. Por fim os teores
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dos dois alcaldides estudados sempre eram mais elevados nas células que no meio de cultura
sendo que para a maioria dos tratamentos notou-se uma maior liberagdo do alcaldide no 20°
dia de subcultivo. A producdo de outros alcaldides identificados em folhas de jaborandi
também foi verificada neste trabalho.

Por meio de todos estes estudos, pode-se concluir que uma alternativa ao extrativismo
seria a producdo dos alcaldides imidazdlicos através do cultivo in vitro de células, uma vez
que, por apresentarem estrutura quimica muito complexa, sua sintese quimica ¢ dificil e de
custo elevado. Além disso, a obtencdo destes compostos a partir de plantas traz problemas tais
como variagdo da quantidade e qualidade do material vegetal e periodos prolongados de
cultivo antes que as plantas possam ser coletadas (Verpoorte & Van der Heijdenj, 1993).

A cultura de tecidos em plantas ja ¢ bastante utilizada como alternativa para
propagagdo comercial de plantas de interesse alimenticio, medicinal e ornamental (garantem
constancia na qualidade das mudas livres de doencas) e para manutencdo de bancos de
germoplasma e de bancos clonais em centros de pesquisa (George & Sherrington, 1984;
Shimomura, 1997).

O potencial da cultura de 6rgdo e células para producdo de compostos quimicos finos
foi inicialmente explorado com cultura de raizes em 1954, sendo a primeira patente registrada
por Routien & Nickell, em 1956. Nos anos seguintes, com o aprimoramento da técnica, a
cultura de tecidos em suspensdes celulares, quando bem sucedida, tem se mostrado bastante
promissora para producdo de metabdlitos secundarios in vitro, visto que permite uma rapida
proliferacdo celular, em curtos intervalos de tempo, o que possibilita a realizacdo de estudos
sobre regulacdo de um determinado metabolito secundario sob condi¢des controladas e faceis
de serem manipuladas (Rout ez al., 2000).

Da mesma forma, a cultura de tecidos em biorreatores também tem se mostrado

bastante aplicavel. A fim de otimizar a producdo dos metabdlitos, varios estudos tém sido
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feitos no que concerne a elucidacio das vias biossintéticas, taxas de acaimulo da substancia de
interesse, sitios de armazenamento dentro das células e de catabolismo. Uma vez que a
regulacdo da sintese destes compostos ¢ feita a um nivel génico, umas das propostas do uso da
cultura de células ¢ clonar os genes do metabolismo secundario e aumentar a expressao dos
genes que codificam para as enzimas da via, favorecendo assim a sintese do metabolito de
interesse (Verpoorte & Van der Heijdenj, 1993; Verpoorte et al., 1999; Verpoorte &
Memelink, 2002).

Além disso, um dos aspectos desejados para a producao de metabdlitos secundarios em
biorreatores ¢ a compreensdo de como ocorre o transporte destas substancias
intracelularmente, caso existam locais distintos de produgdo e armazenamento, assim como a
sua liberagdo para o meio de cultura (Dixon, 1985; Pedersen et al., 1987; Verpoorte et al.,
1999). Desta maneira, o meio de cultura pode ser removido e reciclado, resultando na
simplificagdo da purificacdo da substancia de interesse em fun¢do da ndo contaminagdo por
outros constituintes celulares. Além disso, também minimiza-se a quantidade de solventes
altamente poluentes (dcidos e bases fortes e cloroféormio) utilizados na purificacdo destes
compostos a partir de células. Portanto, ¢ desejavel conhecer qual o mecanismo de transporte
que controla a liberagdo de alcaldides para o meio de cultura através da membrana, pois uma
das estratégias de aumentar a liberacdo dos mesmos para o meio de cultura seria a super-
expressdo dos genes que codificam para proteinas de transporte nas culturas celulares
(Oksman-Caldentey & Inze, 2004).

Os dois principais mecanismos propostos para o transporte intra e extracelular de
metabolitos secundarios sdo: um sistema com gradiente de H', mediado via H -antiporte e, um
segundo, denominado ABC (transporte primdrio energizado diretamente pelo transportador
“ATP-Binding Cassete” - ABC) (Martinoia et al., 2002). Dependendo da espécie estudada o

transporte do metabolito e feito por uma destas vias ou no caso algumas espécies o transporte
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entre meio e célula e via ABC proteinas e entre citossol e tonoplasto, via ATPases (Otani et
al., 2005).

H'- ATPases pertencem a superfamilia de P-type ATPases. J foram identificados 46 ¢
43 genes desta superfamilia em Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, respectivamente (Baxter,
et al., 2003). As P-type ATPases podem ser divididas em dez ramos filogenéticos dos quais
seis sdo encontrados em plantas. O ramo das H'- ATPases ¢ subdividido em cinco subfamilias
que aparecem antes da separagdo entre as espécies monocotiledoneas e dicotiledoneas
(Arango et al., 2003). Em nenhuma das subfamilias estas proteinas atuam trocando o sodio e o
potassio como ¢ feito pelas Na+/K+-ATPase de células animais. Ao invés disso, as plantas,
assim como os fungos, possuem uma bomba de protons que acopla a hidrélise do ATP ao
transporte de protons para fora da célula, o que estabelece um gradiente eletroquimico na
membrana plasmatica que ¢ dissipado por um transporte secundario usando prétons como
simporte ou antiporte, assim como o sddio ¢ usado em células animais. Func¢des adicionais a
estas proteinas, tais como participacdo na abertura estomatica, no crescimento celular, na
regulacdo do pH intracelular, no transporte de acticar também foram propostas (Zhao et al.,
2000; Vitart et al., 2001; Merlot et al., 2007; Gevaudant et al., 2007).

J& os transportadores ABC, constituem uma grande familia protéica descrita em
organismos de todos os taxa e amplamente conhecidos em microrganismos (Higgins, 1992).
Estudos com células cancerigenas levantaram os primeiros indicios de que estas proteinas
seriam responsaveis no transporte de metabolitos secundarios, visto que, sdo responsaveis por
promover a resisténcia dos tumores a uma ampla diversidade de drogas (muitas delas oriundas
de plantas), realizando o efluxo destas substancias para fora das células (Juliano & Ling, 1967;
Chen et al., 1986; Ueda et al., 1986 e 1987). Estudos recentes tém demonstrado que a
participacdo destas proteinas ndo esta restrita a processos de desintoxicagdo (Martinoia et al.,

2002).



Apesar de pouco estudados em plantas, nos ultimos anos demonstrou-se que estas
proteinas estdo envolvidas no transporte de hormonios, lipidios, metais, xenobidticos,
metabolitos secundarios (Sanchez-Fernandez et al., 2001) e, dependendo da direcdo do
transporte em relagdo ao citoplasma, sdo categorizados como proteinas de influxo ou de efluxo
(Saurin et al., 1999; Dassa et al., 2001). Além disso, também participam de processos de
compartimentaliza¢do vacuolar e contribuem na interagdo com patdégenos ¢ na modulacao de
canais de ions (Yazaki, 2005; Rea, 2007).

O sequenciamento completo da Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome
Iniciative, 2000) permitiu a identificacdo de 129 genes que codificam para proteinas do tipo
ABC (sendo que 103 s3o de proteinas de membrana e o restante para proteinas livres do
citoplasma). Estas proteinas sdo tipicamente compostas por dominios transmembranares
(TMDs) e dominios nucleotidicos (NBDs) (Theodoulou, 2000). Os NBDs sdo relativamente
conservados e capazes de se combinar e hidrolisar o ATP para liberar energia. Este dominio
apresenta motivos conservados, entre eles as seqiiéncias denominadas Walker A e Walker B e
os loops H e Q. Ja os TMDs, composto por diversas alfa-hélices hidrofobicas, utilizam esta
energia para capturar e transportar o substrato alvo pela membrana plasmatica (Verrier et al.,
2008).

Aquelas proteinas que possuem um dominio de cada tipo sdo chamadas de half-size e
estdo presentes em organismos procariotos € eucariotos, enquanto que aquelas que possuem
dois dominios de cada tipo, proteinas full-size, estdo presentes somente em eucariotos.
Acredita-se que todos os dominios NBDs compartilhem de uma mesma origem evolutiva e
mecanismos, enquanto que os TMDS, podem diferir consideravelmente em seqiiéncia e
portanto exibir importantes diferengas quanto ao seu mecanismo de agdo. Isto se reflete na

diversidade de substratos que sdo transportados pelas ABCs (Higgins et al., 2004).
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A familia de proteinas ABC de plantas foi dividida em oito subfamilias, de A-H, em uma
classificagdo recente proposta por Verrier et al. (2008). A subfamilia B compreende as
proteinas full-size PGP-MDR (P-glycoproteins multidrug resistance) que estao associadas ao
transporte de auxinas, metabolitos secundérios e xenobioticos. Esta subfamilia de ABCs ¢ a
responsavel por conferir resisténcia de células cancerigenas a medicamentos (Higgins, 1992;
Gottesman & Pastan 1993). Acredita-se que estes transportadores estejam envolvidos no
transporte de certos metabolitos através da membrana para promover sua acumulagdo em
partes especificas da planta ou em células (Yasaki, 2005).

Apesar de algumas proteinas MDR de plantas ja terem sido identificadas e
caracterizadas (Schulz & Kolukisaoglu, 2006), poucos genes de MDR em plantas medicinais
foram clonados, como por exemplo, o CJMDRI1 em Coptis japonica (Shitan et al., 2003) e
CrMDR1 em Catharanthus roseus (Jin et al., 2007). Além destes, outros homo6logos MDR
foram clonados da batata, Solanum tuberosum (Wang et al., 1997) e do trigo, Triticum
aestivum (Sasaki et al., 2002), em triagens de genes induzidos por aluminio e proteinas
capazes de interagir com a calmodulina, respectivamente.

Em trabalhos com culturas em suspensdo de Coptis japonica, verificou-se que as
células sdo capazes de absorver berberina adicionada no meio de cultura e acumula-la no
vacuolo, o que mostra uma atividade de influxo destes transportadores (Sakai et al., 2002 e
Shitan et al., 2003). Por outro lado, ao fornecer um precursor de berberina para as células em
culturas de Thalictrum minus, estas a produzem e a jogam para o meio de cultura, revelando
uma atividade de efluxo das proteinas (Terasaka et al., 2003). Nestes trabalhos os autores
discutem que este processo de compartimentalizacdo dos alcaldides no vactiolo ou de sua
liberagdo para o meio de cultura seriam estratégias adotadas pelas espécies para previnir-se de
sua citotoxicidade.

Neste contexto, partindo do conhecimento de que alcaldides imidazdlicos sdo
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produzidos ¢ liberados para o meio de cultura em suspensodes celulares de P. microphyllus e
que estes processos sdo influenciados por alteracdes do pH, estudos que envolvam a
determinagdo do local de acimulo deste alcaldide nas células e os mecanismos de transporte
da pilocarpina entre célula e meio, aliado as estratégias que aumentem a producdo desta
substancia pelas suspensdes, poderiam contribuir para o desenvolvimento de melhores
estratégias para obtengdo mais eficaz e economicamente viavel de pilocarpina em cultivo de

células.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

e Determinar o local de acimulo intracelular de pilocarpina nas células em
suspensoes;

e Verificar a sensibilidade das suspensdes de P. microphyllus a altas doses do
alcaloide pilocarpina;

e Determinar o mecanismo envolvido no transporte deste alcaldide entre células e
meio de cultura, procurando identificar se ha a participagdo de proteinas
ATPases e/ou proteinas ABC neste processo;

e Verificar a influéncia do pH do meio de cultura no transporte de pilocarpina

entre células e meio de cultura.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Para a realizagdo de todos os experimentos foi utilizada a linhagem A de suspensdes
celulares de P. microphyllus estabelecidas de acordo com Abreu er al. (2007a) no
Departamento de Fisiologia Vegetal — IB, Universidade Estadual de Campinas. A escolha
desta linhagem se deve ao seu bom crescimento e uniformidade do tamanho dos granulos
celulares, o que ndo foi observado nas demais linhagens disponiveis. Nos ensaios de
toxicidade também utilizou-se suspensdes de C. arabica estabelecidas e mantidas de acordo
com Filippi et al., (2007). Para o ensaio de localizagdo subcelular, além das suspensoes
celulares, também foram utilizadas folhas jovens de plantas de P. microphyllus crescendo na

area experimental do Departamento de Fisiologia Vegetal (Sandhu et al., 2005).

Reagentes

A pilocarpina, todos os inibidores, o DTT (ditiotreitol) e o 4cido 2,4
diclorofenoxiacético foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,USA), enquanto que a
pilosina foi obtida da Merck Pharmaceutical Company (Rio de Janeiro, Brasil). Os reagentes
utilizados para extragdo dos alcaldides das culturas celulares, os reagentes para preparo das
solugdes dos testes histoquimicos, o diacetato de fluoresceina, o acido ascorbico e a sacarose
foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany). A resina plastica (Historesin-Leica) foi

adquirida da Leica microssystems (Heidelberg, Germany).

Manutencao das culturas e montagem dos ensaios
As células de P. microphyllus e C. arabica foram cultivadas em erlenmeyers de 125

ml contendo 30 ml de meio MS liquido (Murashige e Skoog, 1962), contendo 5,77 uM de
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acido 2,4 diclorofenoxiacético, 3% de sacarose e pH ajustado para 5,8. As culturas foram
mantidas no escuro, sob agitagdo constante de 110 rpm. As culturas foram repicadas a cada 15
dias.

A montagem dos ensaios de absor¢do de pilocarpina exdgena, localizagdo subcelular,
toxicidade, inibi¢do e cinética foram realizados em um fluxo laminar localizado em uma sala
adequada para manipulagdo de cultura de tecidos, a fim de se manter as células em condi¢des
estéreis. Todos os ensaios realizados neste trabalho foram feitos em triplicatas experimentais,

cada uma delas com triplicatas técnicas.

Extracao e quantificacio de pilocarpina e pilosina

A extracdo de alcaloides das fragdes de célula e meio de cada amostra foi feita de
acordo com Avancine et al. (2003), na qual sdo adicionados 10 ml de NHsOH (10%) para cada
grama de células frescas ¢ 5 ml de NH4OH (10%) para cada 1 ml de meio. Para as células o
material foi macerado em graal ap6s a adicdo de NH4OH a fim de se homogeneizar a mistura e
depois transferido para frascos com tampa rosqueada. Apos 15 minutos, foram adicionados 10
ml de cloroféormio e o tubo contendo a mistura era agitado vigorosamente em vortex. Apos
centrifugacdo a 3000 g por 20 min, o cloroférmio foi recuperado e o restante foi re-extraido
por mais duas vezes, cada uma com a adi¢do de 5 ml de cloroférmio. As fragdes cloroférmicas
foram reunidas e extraidas duas vezes com 5 ml de H,SO4 (2%). As fragdes acidas foram
reunidas e alcalinizadas a pH 12 com NH4OH concentrado. Apds duas extracdes em 2 ml de
cloroférmio, as fragdes foram reunidas, secas em speed-vac e solubilizadas em 500 pl de 4gua
milli-Q. As quantificacdes de pilocarpina nos extratos foram realizadas por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) em sistema isocratico, utilizando coluna supelcosil LC18
(Supelco) e como eluente solugdo aquosa contendo 0,3% de trietilamina e 12% de metanol,

com pH ajustado para pH 3 com H3;PO4. O fluxo foi de 1 ml/min, o volume injetado das
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amostras foi de 25 pl e a deteccdo com detector de UV (ultravioleta) a 212 nm. A identificacao
de pilocarpina nas amostras foi feita pelo tempo de retengdo e co-inje¢ao com padrio puro de
pilocarpina e pilosina. A quantificacdo se deu por comparacdo dos picos nas amostras com

corridas com quantidades conhecidas de pilocarpina e pilosina.

Toxicidade da pilocarpina a diferentes suspensoes celulares

A fim de se avaliar a sensibilidade de diferentes suspensoes celulares a pilocarpina, 3 g
de células com 15 dias de sub-cultivo foram incubadas em 30 ml de meio de cultura pH 5,8
contendo diferentes concentragdes de pilocarpina (0 a 10 mM tanto para P. microphyllus
como para as suspensdes de C. arabica). Apés 20 dias de cultivo, as suspensdes foram
filtradas a vacuo e lavadas por trés vezes com agua milliQ. Determinou-se a massa fresca das
células e o volume do meio de cultura assim como seus teores de pilocarpina.

Verificou-se a viabilidade das células com o diacetado de fluoresceina (Balestri &
Cinelli, 2001). De cada frasco de células em suspensdo coletamos 0,2 ml de suspensdo e a ele
adicionados 500 pl de solugdo 0,5% de fluoresceina diacetato. Apds 5-10 minutos observou-se
as células em um microscéopio de fluorescéncia. Células com o interior fluorescentes mantém

viabilidade por mostrarem integridade e funcionalidade da membrana plasmatica.

Localizacao subcelular da pilocarpina por centrifugacao diferencial

Para este ensaio foram utilizadas células em condi¢des naturais de cultivo e células que
receberam pilocarpina. No segundo caso, 5 g de células foram incubadas em 30 ml de meio de
cultura (pH 5,8) e ap6s uma hora de incubag¢ao, adicionou-se pilocarpina na concentracao final
de 0,25 mM. Apoés doze horas de tratamento coletou-se as células para realizagdo do
fracionamento celular. Em ambos os casos (com e sem pilocarpina) as suspensdes celulares

foram filtradas a vacuo e 5 g de células foram coletadas e lavadas trés vezes com agua milliQ.
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O fracionamento celular em cloroplasto, mitocondria e citoplasma + vacuolos foi feito usando-
se um método de centrifugagdo diferencial (Wingsle ef al., 1991) com adaptagoes. Utilizaram-
se 10 ml de tampao de extragdo (5% de DTT, 0,5% de ascorbato, 30 mM de sacarose, pH 8,0,
4°C) para macerar suavemente os granulos celulares em um cadinho, com cerca de 0,5 g de
areia lavada. Filtrou-se o macerado em funil de vidro com cinco a seis camadas de gaze para
eliminar o excesso de areia lavada. Em seguida este filtrado bruto foi entdo novamente filtrado
por mais trés vezes em uma membrana de 100uM (MilliPore®) a fim de se individualizar as
células e eliminar a areia lavada que ainda restava. Ressuspendeu-se os residuos restantes
nesta membrana em 10 ml de tampao e refiltrou-se. O filtrado resultante foi entdo novamente
filtrado duas vezes em uma membrana de 45um (Whatman®) a fim de separar as células ainda
restantes das organelas individualizadas. Depois, dividiu-se este filtrado em dois tubos e
levou-se para centrifugar, a 400 g por 20 min, a 4°C. Separou-se o sobrenadante (1) do
“pellet” que continha os cloroplastos. Ressuspendeu-se delicadamente o “pellet” em 5 ml de
tampao e centrifugou-se novamente a 400 g por 20 min a 4°C, para lavagem dos cloroplastos.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento por mais duas vezes. Os sobrenadantes resultantes destas
lavagens foram preservados para posterior quantificacdo de pilocarpina a fim de se obter o
total produzido pelas células. O sobrenadante 1 foi entdo centrifugado em rotor swing a
110000 g por 15 minutos a 4°C, para separagdo da mitocondria (pellet, ressuspenso em 5 ml
de tampao) e citoplasma/vacuolo (sobrenadante). Extraiu-se e quantificou-se a pilocarpina em
cada fragdo subcelular. O mesmo procedimento foi feito utilizando-se 1 g de folhas jovens de

plantas de P. microphyllus.

Testes histoquimicos
Para realizacdo dos testes histoquimicos as células foram separadas do meio de cultura

através de filtracdo a vacuo e lavadas trés vezes com agua milliQ. Em seguida foram fixadas a
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vacuo em paraformaldeido 4% (p/v), por 24h a 4°C, para que ocorresse a submersdo dos
aglomerados de células no fixador. Depois, foram desidratadas em série etilica e emblocadas
em resina plastica (Hitoresin, Leica), segundo as instru¢des do fabricante. Em seguida, com o
uso de microtomo rotativo (Leica RM2145) secgdes de Sum foram feitas e fixadas em
laminas.

Para analise estrutural dos aglomerados de células algumas laminas foram coradas com
azul de toluidina 0,05% (p/v), em tampao de tetraborato de sodio. Ja as laminas submetidas
aos testes histoquimicos nao foram coradas. Testes histoquimicos e seus respectivos controles
foram realizados para a deteccdo de alcaldides com os reagentes de Wagner (Furr & Mahberg,
1981) e Dragendorff (Svedsen & Verpoorte 1983).

Os aspectos relevantes da andlise do lamindrio foram registrados através de
fotomicrografias digitais (600dpi) obtidas em microscopio Olympus BXS51 e as escalas pela
projecdo da lamina micrométrica nas mesmas condi¢cdes Opticas. As imagens foram editadas
no programa Photoshop 7.0 e pranchas com as fotomicrografias feitas em PowerPoint versdo

2003.

Absorc¢ao de pilocarpina exégena pelas suspensoes

Células (1 g) de P. microphyllus, com 15 dias de sub-cultivo, foram transferidas para
erlenmeyers de 25 ml contendo 6 ml de meio de cultura, alterados somente quanto aos valores
de pH do meio de cultura, ou seja, 4,8; 5,8; 6,8; 7,8; 8,8 ¢ 9,8, em um total de 36 erlenmeyers
para cada um destes valores de pH (tratamentos). Apds uma hora de incubag@o adicionou-se
pilocarpina aos erlenmeyers para a concentragdo final de 0,25 mM. Logo apods a adi¢do do
alcaldide coletou-se trés frascos de cada tratamento de pH, sendo este o tempo 0 e, a partir
dele, a cada duas horas, durante 12 h coletou-se mais trés frascos de cada tratamento. Nos

intervalos de cada coleta as suspensdes foram mantidas em shaker, sob agitacdo de 110 rpm a
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25°C, no escuro. Nas coletas, as células e o meio foram separados por filtragdo a vacuo e o pH
foi determinado no meio, que foi reservado. As células foram lavadas por 3 vezes com agua
milliQ para remocdo do excesso do alcaldide e as fragcdes de lavagem foram unidas com o
meio de cultura que havia sido reservado. A extra¢do e quantificagdo de pilocarpina foram

feitas nas células e nos meios de cultura como descrito acima.

Marcha de absorcao de pilocarpina

Células (1 g) de P. microphyllus, com 15 dias de sub-cultivo, foram transferidas para
erlenmeyers de 25 ml contendo 6 ml de meio de cultura pH 5,8, em um total de 120
erlenmeyers. Ap6s uma hora de incubagao dividiu-se os erlenmeyers em 4 grupos de 30 e em
cada grupo adicionou-se pilocarpina para a concentragdo final de 0,1; 0,2; 0,25; 0,5; 1 ¢ 2 mM.
As suspensdes foram incubadas em shaker sob agitacdo de 110 rpm a 25°C, no escuro.
Coletou-se trés erlenmeyers de cada tratamento (concentragdo de alcaldide) apds 0, 2, 6, 10 e
12 h da inclusdo de pilocarpina. A coleta das células e do meio, assim como as suas
respectivas extragdes e quantificagdes de pilocarpina foram feitas da mesma maneira como

descrito no item anterior.

Inibicao de proteinas de transporte

Nos estudos com uso de inibidores das proteinas de transporte, células (1 g) foram
transferidas para 6 ml de meio de cultura, pH 5,8 contendo inibidores, cujas concentragdes ja
se verificou que resultaram na inibi¢do da fungdo de proteinas ABC e/ou ATPases (Drose &
Altendorf, 1996; Hu et al., 1996; Klein et al., 1996; Lu et al., 1998, Terasaka et al., 2003 ¢
Sakai et al., 2002).

Os inibidores especificos para ABC proteinas foram: ciclosporina A (100 pM);

nifedipina (50 uM); buthionine sulfoximine (5 mM); verapamil (50 pM) e quinidina (50 uM).
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J& os inibidores para ATPases foram: azida sédica (1 mM); NH4Cl (10 mM); glutationa (100
puM) e bafilomicina A1 (1 uM). Para cada inibidor. Também utilizou-se o vanadato de sodio (1
mM), responsavel por inibir a fungdo de ambas as familias protéicas aqui estudadas. Para cada
tratamento (inibidor) foram feitos um total de 6 erlenmeyers.

Apo6s uma hora de incubagdo, adicionou-se pilocarpina na concentragdo final de 0,25
mM em metade dos frascos (3) de cada tratamento. A outra metade foi mantida sem
pilocarpina exogena a fim de se verificar a inibi¢do da liberagdo da pilocarpina enddgena. As
suspensdes foram incubadas em shaker, sob agitagdo de 110 rpm a 25°C, no escuro.
Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina apo6s 10 h de sua adi¢do no meio de
cultura e as quantidades liberadas no meio apds 10 h da adi¢do dos inibidores. A coleta das
células e do meio, assim como as suas respectivas extragdes e quantificacdes de pilocarpina
foram feitas da mesma maneira como descrito anteriormente.

O vanadato de sddio foi despolimerizado antes de ser usado de acordo com o método
de Goodno (1979). A quinidina, nifedipina e ciclosporina A foram dissolvidas em DMSO
(dimetilsulféxido) e para verificar se o DMSO afetava na absor¢do de pilocarpina pelas
culturas adicionou-se 10 pl desta substancia no controle. O DMSO nao afeta a absor¢do de

pilocarpina ou a viabilidade celular nesta concentragao.

Inibicao por dose dependéncia

A fim de verificarmos se a inibicdo de alguns destes inibidores era dose dependente,
células (1 g) foram transferidas para 6 ml de meio de cultura, pH 5,8 , contendo os seguintes
inibidores nas respectivas concentragdes: Azida sdédica (0; 0,05; 0,1; 1 mM); buthionine
sulfoximine (0; 1; 3; 5 mM), ciclosporina A (0; 10; 50; 100uM) e vanadato de sodio (0; 0,01;
0,1; ImM). Para cada concentracdo de cada inibidor utilizado foram feitos um total de 6

erlenmeyers. Ap6s uma hora de incubagao, adicionou-se pilocarpina para a concentragdo final
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de 0,25 mM em metade dos frascos (3) de cada tratamento. A outra metade foi mantida sem
pilocarpina exogena a fim de se verificar a inibi¢do da liberagdo da pilocarpina enddgena. As
suspensdes foram incubadas em shaker, sob agitacdo de 110 rpm a 25°C, no escuro.
Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina apo6s 10 h de sua adi¢cdo no meio de
cultura e as quantidades liberadas no meio apds 10 h da adi¢do dos inibidores. A coleta das
células e do meio, assim como as suas respectivas extragoes e quantificagdes de pilocarpina

foram feitas da mesma maneira como descrito anteriormente.

Inibicao com variacdo pH do meio de cultura

Células de P. microphyllus (1 g), com 15 dias de sub-cultivo, foram transferidas para 6
ml de meios de cultura alterados somente quanto ao pH, ou seja, 5,8 e 9,8 (72 erlenmeyers de
25 ml para cada tratamento). Apdés uma hora de incubacdo, para cada pH, os erlenmeyers
foram divididos em tré€s grupos de 24 frascos. No grupo 1, adicionou-se quinidina (50 uM), no
grupo 2, nifedipina (50 uM) e no grupo trés, vanadato de sddio (ImM). Apds mais uma hora
de incubacdo adicionou-se em metade dos frascos de cada grupo, de cada pH, pilocarpina
(0,25 mM) e a outra metade permaneceu como estava. As suspensdes foram incubadas em
shaker, sob agitacdo de 110 rpm a 25°C, no escuro. A primeira coleta dos tratamentos (3
repeti¢des, portanto 3 erlenmeyers) que receberam pilocarpina (hora 0) foi feita instantes
depois na adi¢do do alcaloide e apos 2, 6 e 12 horas. J4, a primeira coleta dos frascos sem
pilocarpina (hora 0) ocorreu logo depois da adi¢do dos inibidores e apos 2, 6 ¢ 12 horas. A
coleta das células e do meio, assim como as suas respectivas extragdes e quantificacdes da

pilocarpina foram feitas da mesma maneira com descrito anteriormente.
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Cinética de inibicao

Células (1 g) foram transferidas para 6 ml meio de cultura (pH 5,8,) em 36 erlenmeyers
de 25 ml. Apds uma hora de incubagdo os erlenmeyers foram divididos em trés grupos de 12.
Em cada grupo adicionou-se 0 uM, 25 uM e 50 uM de nifedipina, respectivamente. Apods
alguns instantes, a cada trés erlenmeyers de cada uma das concentragdes de inibidor
adicionou-se, respectivamente, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM e 0,5 mM de pilocarpina. As
suspensdes foram incubadas em shaker, sob agitagdo de 110 rpm a 25°C, no escuro.
Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina apds 2 h de sua adi¢cdo no meio de
cultura. O mesmo ensaio foi feito com o inibidor vanadato de s6dio, mas nas concentragdes de
0,5 mM e 1 mM. Também dosou-se a concentragdo de pilocarpina nas células controle a fim
de sabermos a sua produgdo enddgena.

Calculou-se a constante de absorcdo de pilocarpina e constante de inibicdo dos
inibidores através da construcao dos graficos primarios e secundario e extrapolacdo das retas

segundo o modelo de Lineweaver - Burke.

Curva de crescimento celular na presenca dos inibidores

A fim de se verificar se os inibidores apenas afetavam a viabilidade celular avaliou-se
o crescimento das células na presenca de alguns deles. Para isso, 3 g de células foram
adicionados em frascos de 125 ml contendo 30 ml de meio de cultura, pH 5,8 acrescidos de 50
ul de DMSO, 1 mM de azida s6dica, | mM de vanadato, 50 uM de nifedipina, 50 uM de
quinidina ¢ 5 mM de buthionine sulfoximine, com trés repeticdes para cada tratamento. As
suspensdes foram incubadas em um shaker, sob agitacdo de 110 rpm a 25°C, no escuro. O
crescimento das culturas foi acompanhado durante 20 dias medindo-se a massa das células a

cada 4 dias. Para isto as culturas foram filtradas e a massa de células determinada.
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Andlises estatisticas
Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Toxicidade a pilocarpina

Neste ensaio o efeito inibitorio da pilocarpina no crescimento das culturas de P.
microphyllus e de C. arabica foi examinado (figura 2). As culturas de P. microphyllus
mostraram-se bastante tolerantes a adi¢do de grandes quantidades de pilocarpina no meio de
cultura, sem que isso afetasse o seu crescimento ao longo de 20 dias (figura 2A), quando as
células e meio foram coletados para determinagdo de seus teores de pilocarpina (figura 3). Nos
tratamentos em que se adicionou até 0,5 mM de pilocarpina, a maior parte do alcaldide foi
encontrada nas células. J4 nos demais tratamentos, acima de 1 mM, nota-se que os teores deste
alcaldide no meio sdo cada vez mais altos e nas células, praticamente se mantém (figura 3A).
A adicdo de pilocarpina em suspensdes celulares de C. arabica inibiu fortemente o
crescimento das culturas (figura 2B). Os teores do alcaldide encontrados nas células foram

praticamente nulos, ficando quase que toda a pilocarpina no meio de cultura (figura 3B).

Massa (g MF)
Massa (g MF)

C02505 1152 3 5 7 10

C 010205 1 15 2 10
Tratamentos (mM de pilocarpina) Tratamentos (mM de pilocarpina)

Figura 2. Efeito da pilocarpina no crescimento das suspensdes celulares de Pilocarpus
microphyllus (A) e Coffea arabica (B). A massa fresca (MF) representa o crescimento das células
apos 20 dias de cultivo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica com 5% de significancia
pelo teste Tukey. Médias de 3 repetigdes.
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Figura 3. Teor de pilocarpina nas células ¢ meio de cultura nas suspensdes celulares de
Pilocarpus microphyllus (A) e Coffea arabica (B), apds 20 dias de sub-cultivo. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica com 5% de significancia pelo teste Tukey). Média de 3 repetigdes.

Fracionamento celular

Tanto nas células cultivadas sem a adi¢do de pilocarpina como naquelas que receberam
pilocarpina foi possivel verificar que houve uma diferenca significativa dos teores do alcaldide
em cada fragdo celular obtida, concentrando-se majoritariamente na fragdo correspondente ao
vacuolo + citoplasma (figuras 4A e B). Acredita-se que as baixas concentragdes do alcaloide
tanto no cloroplasto como na mitocondria seria resultado de eventuais contaminagdes ao longo
do processo de fracionamento.

O mesmo pode-se verificar para as folhas de plantas de P.microphyllus, nas quais
também foi detectada a presenca do alcaldide pilosina, porém em menores quantidades em

relacdo a pilocarpina (figura 4C).
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Figura 4. Localizacdo subcelular da pilocarpina em suspensdes celulares sem adigcdo de
pilocarpina (A), suspensdes celulares com adigdo de pilocarpina (B) e em folhas (C) de Pilocarpus
microphyllus. CRL, cloroplasto; MIT, mitocondria; V/C, vactolo + citoplasma, T, total e I, células
integras. O Total representa a soma dos teores de pilocarpina de todas as fragdes obtidas ao longo
do processo fracionamento. Letras diferentes indicam diferenga estatistica com 5% de
significancia pelo teste Tukey. Médias de 3 repetigdes.

Testes histoquimicos

Os resultados obtidos nos testes histoquimicos podem ser observados na figura 5, e
como esperado, foram positivos para presenca de alcaldide no interior das células com ambos
os reagentes utilizados, Wagner (coloracdo caramelo a castanho) e Dragendorff (coloracao

alaranjada). Além disso, os resultados sugerem o acimulo destes metabdlitos no interior do
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vacuolo, local onde a intensidade de coloragdo foi mais intensa (setas pretas) para ambos os
reagentes utilizados. Cabe ressaltar que pelo reagente de Dragendorff também foi possivel

verificar acimulo de amido pelas células.
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Figura 5. Secc¢des (5um) dos aglomerados celulares de Pilocarpus microphyllus com 15 dias
de subcultivo. Cortes corados com azul de toluidina (1-2), cortes submetidos ao testes com
reagente de Dragendorff (3-4) e Wagner (5-6). Escalas: 4. 75 um; Demais figuras. 30 um.
Setas: Preta. Vacuolos; Vermelha. Amido.
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Absorcao de pilocarpina exégena em funcio do pH do meio de cultura

Nos valores de pH 5,8 e 6,8 do meio de cultura, observou-se que toda a pilocarpina
adicionada no meio de cultura foi gradativamente absorvida pelas células ao longo das 12 h de
cultivo (figuras 6A e 6B). Durante este periodo, os pHs desses dois tratamentos ndo variaram
muito (figuras 7A e 7B). J4 nos demais tratamentos (figuras 6C, 6D e 6E) pode-se observar
que quanto maior o valor do pH do meio, menor a absor¢ao de pilocarpina. Nos tratamentos de
pH inicial do meio em 7,8 e 8,8 nota-se que a absor¢ao da pilocarpina pelas células passa a ser
maior quando o valor do pH do meio diminui e atinge valores inferiores a 7,5, o que ocorre
com 4 ¢ 8 h, respectivamente (figuras 7C e 7D). No meio com pH 9,8 isto ¢ bem menos
evidente (figuras 6E e 7E).

Também se acompanhou o comportamento das culturas com o pH 5,8 acrescidas de
pilocarpina ao longo de 25 dias de cultivo (figuras 6F e 7F). Acredita-se que provavelmente a
maioria da pilocarpina adicionada no meio foi absorvida pelas células nas primeiras doze
horas de tratamento, em funcdo dos resultados do ensaio anterior em pH 5,8 (absor¢do em
diferentes valores de pH do meio). No 3° dia de cultivo dia ( 1° de andlise apds a montagem
do ensaio) os teores de pilocarpina j& estdo muito baixos, o que indica para uma provavel
transformagdo deste alcaldide em outro composto dentro da célula. O pH do meio durante o
periodo de acompanhamento da cultura praticamente ndo variou em relagdo ao pH inicial, de
5,8 (figura 7F).

Pode-se também notar uma variagdo no teor de pilocarpina no tempo 0 (adi¢do do
pilocarpina seguido por separagdo das células e meio de cultura e extracdo de ambas as
fragdes). Esta variagcdo pode ter sido influenciada pelo valor do pH do meio de cultura, visto
que em pHs mais elevados o teor de pilocarpina foi menor no tempo 0; e/ou por variagdes na

sensibilidade do HPLC.
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Figura 6. Absor¢do de pilocarpina (0,25 mM) pelas suspensdes celulares de Pilocarpus
microphyllus, com pH inicial do meio de cultura de 5,8 (A), 6,8 (B), 7,8 (C), 8,8 (D) ¢ 9,8 (E)
durante 12 h. Em (F), células em meio com pH 5,8 foram acompanhadas até 25 dias de cultivo.
Médias de 3 repetigdes.
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acompanhadas até 25 dias de cultivo. Médias de 3 repeticdes.
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Marcha de absorc¢ao de pilocarpina

Neste ensaio (figura 8) observou-se que ao longo do tempo as células ndo absorvem
linearmente a pilocarpina adicionada no meio de cultura. Para todos os tratamentos, observou-
se que nas primeiras 2 h, a absor¢@o era mais intensa. Em razao disso este periodo de tempo
foi escolhido para compararmos a velocidade de absor¢do do alcaldide em relacdo a sua
quantidade adicionada no meio de cultura (figura 9). Nota-se que nos tratamentos com
0,05mM e 0,ImM estdo posicionados na regido exponencial da curva indicando a nao
saturagdo do mecanismo de absor¢do, enquanto que os demais tratamentos localizam-se na
regido de estabilizagdo da curva, onde ha saturacgdo.

Além disso, como ja observado no ensaio anterior, nos tratamentos nos quais se
adicionou quantidades inferiores a 0,25 mM do alcaldide (figuras 8A, 8B e 8C)), ao final de
12 h praticamente toda a pilocarpina acrescida ja tinha sido absorvida pelas células. Nos
demais tratamentos, acredita-se que o padrdo de absor¢do seria semelhante se os ensaios
fossem estendidos por mais tempo. Apesar das diferentes quantidades adicionadas nos meios
de cultura, nota-se que a diminui¢d@o no meio de cultura ndo corresponde quantitativamente ao
aumento nas células, sugerindo que existe uma saturacdo pela quantidade absorvida assim

como provavel transformacao do alcaldide ou na célula ou mesmo no meio de cultura.
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Figura 8. Marcha de absorcdo de pilocarpina pelas suspensoes celulares de Pilocarpus microphyllus
em pH 5,8. Adicionou-se ao meio de cultura 0,05 mM (A) 0,1 mM (B), 0,25 mM (C) e 0,5 mM (D),

ImM (E) e 2mM (F) do alcaldide. Médias de 3 repetigoes.
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Figura 9. Relagdo entre a concentragdo de pilocarpina adicionada ao meio de cultura e velocidade
inicial de absor¢do (ap6s 1 h de tratamento) segundo o modelo de Michaelis ¢ Menten (A) e
Lineweaver- Burke (B).

Inibicao da absorcao e liberacao de pilocarpina

O efeito de varias substancias que inibem a atividade de diferentes transportadores de
membrana foi testado na absorcdo e liberacdo de pilocarpina, adicionando-os ao meio de
cultura em concentracdes convencionalmente utilizadas antes de se adicionar ou nao
pilocarpina (0,25 mM) ao meio de cultura.

Quando pilocarpina foi adicionada ao meio de cultura (figura 10A) pode-se observar
que a absorc¢ao do alcaldide foi intensa no controle e que, com intensidades variaveis, todos os
inibidores especificos para ABC proteinas impediram fortemente a absor¢ao do alcaldide. No
tratamento com bafilomicina, um inibidor especifico de ATPases, a inibicdo foi pequena. As

maiores inibi¢cdes ocorreram com tipicos inibidores de ABC proteinas, com uma redugdo de
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aproximadamente de 80% na absor¢ao em relagdo ao controle.

Além disso, quando se comparou a agdo de alguns destes inibidores em diferentes
concentragdes, verificou-se que o vanadato, ciclosporina, azida sodica e a buthionine
sulfoximine inibiram a absor¢ao do alcaléide de maneira dose-dependente (figura 11). Esta
dose dependéncia observada também pode estar relacionada com as diferencgas de inibi¢ao da
absor¢do entre uma mesma classe de inibidores, principalmente aqueles especificos para
ATPases (figura 10A). Por exemplo, como ja dito a inibi¢do causada pela bafilomicina foi
pequena, mas da azida sodica e NH4Cl, foi alta. Isto também pode estar associado ao
mecanismo de agcdo de cada uma destas substancias.

Apesar das suspensdes celulares utilizadas ja ndo produzirem quantidades muito
elevadas de pilocarpina (valores entre 40-60 ug/g MF) e liberar para o meio somente cerca de
10% desta produ¢do, ao submetermos as células a acdo destes inibidores observou-se uma
inibi¢do da liberagao do alcaldide para o meio de cultura (figura 10B). Somente o tratamento
com bafilomicina foi estatisticamente semelhante ao tratamento controle (figura 10B).

Contudo, diferentemente do ensaio de absor¢cdo, ndo se observou uma dose-
dependéncia na liberagdo de pilocarpina para o meio de cultura em variagcdes das
concentragdes dos inibidores (figura 12). Acredita-se que isso talvez se deva ao fato de que, a
concentragdo mais baixa utilizada de cada um dos inibidores, ja foi muito alta e suficiente para
comprometer todo o sistema de transporte e por isso somente concentracdes abaixo desta

poderiam evidenciar uma dose dependéncia na inibi¢do da liberagdo da pilocarpina.
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Figura 10. Efeito de vario inibidores na absor¢ao (A) e liberacao (B) de pilocarpina por células de
P. microphyllus. A absorcdo de pilocarpina foi medida 10 horas apds a adi¢ao do alcaldide ¢ a sua
liberagdo, 10h apos a adicdo dos inibidores. Controle, BAM1 bafilomicina (1 uM); NaNj: azida
sodica (1 mM), CSA: ciclosporina (100 pM), NH4Cl: cloreto de amoénia (10 mM), GSH:
glutationa (100 pM), QND: quinidina (50 uM), VO,: vanadato de s6dio (1 mM), VRP: verapamil
(50 uM), NDF: nifedipina (50 uM) e BSO: buthionine sulfoximine (5 mM). Letras diferentes
indicam diferenga estatistica com 5% de significancia pelo teste Tukey para os teores do alcaldide
nas células (maitsculas) e no meio (minusculas). Médias de 3 repetigdes.
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Figura 11. Efeito de diferentes doses de inibidores na absor¢do de pilocarpina. Azida sodica (A),
buthionine sulfoximine (B), ciclosporina (C) e vanadato de sodio (D). A absor¢ao de pilocarpina foi
medida 10 horas apés a adicdo do alcaldide. Letras diferentes indicam diferencga estatistica com 5% de
significancia pelo teste Tukey para os teores do alcaldide nas células (maitisculas) e no meio
(mintsculas). Média de 3 repeticdes.

36



50 A 50 - B

s s ]
= 40 S 404
S g 4
o
g 304 2 304
© © )
= £
] . & zol l [
S © g
8 10 O 104
) L)
o 04 o 0-
controle 0,05 controle
Tratamentos (mM) Tratamentos (mM)
_ 50+ C 50 - D
© = -
§ 40 S 40
o i :
o
= 304 2 30
©
£ g
S 20 'S 20-
S
S g ]
o 104 g 104
0 A 0-
controle controle 0,01
Tratamentos (mM) Tratamentos (mM)
B Células

[ 1 Meio de cultura

Figura 12. Efeito da dose dependéncia na inibi¢do de liberagdo de pilocarpina da azida sodica (A),
buthionine sulfoximine (B), ciclosporina A (C) e vanadato de sodio (D). A liberagdo de pilocarpina foi
medida 10 horas apds a adigdo dos inibidores. Letras diferentes indicam diferenga estatistica com 5%
de significancia pelo teste Tukey para os teores do alcaldide nas células (maidsculas) € no meio
(mintsculas). Média de 3 repeticdes.

Inibicao da absorcao e liberacao de pilocarpina em funcao do pH do meio de cultura
Neste ensaio, no qual testou-se a intera¢do entre os meio de cultura com pHs 5,8 € 9,8
com inibidores, os resultados confirmaram que a absorcdo de pilocarpina (0,25 mM) ¢
favorecida em valores de pH mais baixos (figura 13), como ja observado anteriormente (ver
figura 6). Em ambos os valores de pH do meio, também ocorreu a inibi¢do da absor¢do do
alcaloide com os trés inibidores utilizados. Em um mesmo pH a acdo da quinidina, nifedipina

e vanadato foram muito semelhantes, ndo apresentando diferencas estatisticamente
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significativas. J4 ao comparar-se a acao de cada inibidor entre os pHs aparentemente pode-se
concluir que a acdo inibitdria de todos eles foi maior no pH 9,8, porém, deve-se levar em conta
que o proprio pH (controle) por si s6 ja diminuiu muito a absorc¢ao de pilocarpina, podendo ser
assim, um efeito aditivo. Portanto, a principio os inibidores foram eficientes independentes do
pH do meio.

Quanto a liberagdo de pilocarpina para o meio de cultura (figura 14), os resultados dos
tratamentos ndo foram tdo evidentes quanto os de absor¢do. Ao final de 12 h de
acompanhamento nao se verificou diferencgas significativas entre os tratamentos com e sem
inibidores em cada pH. Porém, ¢ evidente que as células no pH 5,8, na presenc¢a de inibidores,
apresentaram uma tendéncia de maior acumulo de pilocarpina, sugerindo uma inibi¢ao

dependente de pH na liberagao do alcaldide.
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Figura 13. Influéncia do pH do meio de cultura na absorcao de pilocarpina (0,25 mM) submetendo as
células a diferentes inibidores. Com e sem quinidina em pH 5,8 (A) ¢ pH 9,8 (B); com e sem
nifedipina em pH 5,8 (C) e pH 9,8 (D) e com ¢ sem vanadato em pH 5,8 (E) e pH 9,8 (F). Médias de 3
repetigoes.
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Figura 14. Influéncia do pH do meio de cultura na liberacdo de pilocarpina, submetendo as
células a diferentes inibidores. Com e sem quinidina em pH 5,8 (A) e pH 9,8 (B); com e sem
nifedipina em pH 5,8 (C) e pH 9,8 (D) e com e sem vanadato em pH 5,8 (E) e pH 9,8 (F). Médias

de 3 repetigoes.
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Cinética de inibicao

Para estes ensaios utilizamos concentragdes de pilocarpina baseados nos resultados do
ensaio de marcha de absor¢ao, sendo escolhido desde concentracdes baixas do alcaldide que
ndo saturassem o mecanismo de absor¢do, até concentragdes mais elevadas. Também foram
escolhidos dois inibidores, o vanadato, inibidor tanto de ATPases como de ABC proteinas, ¢ a
nifedipina, que inibe proteinas ABC.

O valor do Km para ambos os tratamentos sem inibidor foi igual a 0,062 mM, muito
semelhante ao valor de Km encontrado para no ensaio de marcha de absor¢ao (0,064 mM). Ja
o valor desta constante na presenga de ambos os inibidores foi alterada (aumenta) e o valor de
Vimax, N30, 0 que indicam a ocorréncia de uma inibicdo do tipo competitiva. Além disso, a
partir da inclinag¢do das retas dos graficos de inibi¢ao (figura 15) pode-se perceber uma forte
inibi¢do da absor¢do de pilocarpina por ambos os inibidores, como fica evidente pelos baixos
valores de Ki encontrados (figuras 16 A e B). Os valores desta constante para a nifedipina e

vanadato foram 2uM e 5 uM, respectivamente.
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Figura 15. Graficos primarios para obtengdo de Km. Relagdo entre a concentragdo de
substrato e absorcao na presenga dos inibidores nifedipina (A) e vanadato de sodio (B)
segundo o modelo de Lineweaver-Burke. Média de 3 repetigdes.
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Figura 16. Graficos secundarios para obtencdo de Ki através da extrapolagdo da reta obtida
através da plotagem das concentracdes de inibidores com suas respectivas inclinagdes das
retas obtidas no grafico primario. Ki da nifedipina (A) e Ki do vanadato de sédio (B).

Curva de crescimento na presenca de inibidores

Nos resultados obtidos (figura 17) foi possivel observar que o crescimento das células
para todos os tratamentos foi menor nos primeiros 4 dias de cultivo, havendo diferenga
estatistica das massas das células neste dia de subcultivo, em relagdo ao controle, mas sem
diferenca estatistica ao comparar-se a massa celular dos tratamentos entre si

Contudo, ao final de 20 dias, as células submetidas a cada um dos inibidores a ao
DMSO se recuperaram e a massa final de todos os tratamentos, em relagdo a massa do
controle mostrou-se muito semelhante e ndo apresentaram diferengas estatisticamente

significativas.

43



6 - —=— Controle

—e—DMSO
—a— Vanadato
~ —o— Nifedipina
LL —o— Quinidina
= 51 —»— Buthionine
o)
N’
o
a4
o
=
3 T T T T

0 4 8 12 16 20
Tempo (dias)
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diferentes inibidores. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos.
Meédias de trés repetigoes.
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DISCUSSAO

Nos ultimos 30 anos varios trabalhos tém mostrado a existéncia de sistemas especificos
de transporte de metabdlitos secundarios, em particular alcaldides, tanto na membrana
plasmatica como para o vacuolo. S3o exemplos: serpentina em vacuolos de Catharanthus
roseus (Deus-Neuman & Zenk 1984); (S) reticulina e S-escoulerina em vacuolos de Fumaria
capreolata (Deus-Neuman & Zenk 1984); pyrrolizine N-6xido em células e vacuolos de
Senecio (Ehmke et al., 1987 e 1988), alcaldides quinolizinicos em células e vactolo de
Lupinus polyphyllus (Wink, 1987; Wink & Mende, 1987; Mende & Wink, 1987), berberina
em células e vactolos de Coptis japonica (Sato et al., 1992 ¢ 1994; Sakai et al., 2002; Shitan
et al., 2003; Otani et al., 2005), berberina em células de Thalictrum minus e T. flavum
(Yamamoto et al., 1987 e 1989; Terasaka et al., 2003), entre outros. Nesta tese procurou-se
identificar e caracterizar este sistema de transporte para o alcaldide pilocarpina em suspensdes

celulares de P. microphyllus.

Localizacao subcelular e citotoxicidade da pilocarpina

Inicialmente buscou-se determinar qual o(s) local(is) de armazenagem de pilocarpina
nas células de jaborandi. Em seguida, procurou-se verificar se ha um limite de estocagem do
alcaloide, gerando toxicidade, tendo em vista que alguns autores discutem que a capacidade de
armazenagem do vacuolo talvez seja um fator limitante para producdo destes compostos em
suspensoes celulares (Zenk, 1978)

Apesar de ndo conclusivos por causa da limitagdo metodologica, os resultados de
localizagao subcelular com folhas e com os tratamentos com células em suspensdo sem e com

fornecimento de pilocarpina, sugerem seu acimulo no vactolo, ainda que esta fragdo venha
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misturada com o conteiido do citoplasma. Os resultados dos testes histoquimicos também
indicam para esta hipotese.

Diversos trabalhos destacam o vacuolo como uma importante organela das células
vegetais, no que se refere a compartimentalizacdo de enzimas (Boller and Kende 1979; Leigh
et al., 1979) e ions inorganicos (Leigh and Deri Tomos, 1983), ao acimulo de sais, acidos
organicos (Martinoia et al., 1985) e acucares (Komor et al., 1982), assim como de metabdlitos
secundarios, incluindo alcaldides (Matilde, 1978; Neumann et al., 1983; Kreis & Reinhard,
1987; Ehmke et al., 1987). O papel do vactolo na estocagem dessas substancias muitas vezes
se relaciona a um mecanismo de detoxificacao.

As informacgdes sobre a localizacdo subcelular em adicdo aos dados de toxicidade
mostraram que pilocarpina apresenta forte citotoxicidade a cultura de plantas que ndo
apresentam sua via de biossintese, visto que o crescimento das culturas de C. arabica foi
fortemente afetado. Culturas de P. microphyllus produtoras de pilocarpina apresentaram uma
clara tolerancia as altas doses do alcaloide (crescimento semelhante ao controle), mesmo que
ndo produzindo o alcaloide em altas quantidades. Isto sugere a existéncia de um mecanismo de
detoxificagdo espécifico-especifico nas células aqui estudadas, como ja sugerido em outros
trabalhos com cultura de tecidos (Sakai et al., 2002, Terasaka et al., 2003).

Trabalhos com C. japonica (Sato et al., 1992 ¢ 1994; Sakai et al, 2002) ¢ Thalictrum
minus (Yamamoto, 1987; Terasaka et al., 2003) demonstraram que culturas celulares destas
plantas, naturalmente produtoras do alcaldide berberina, apresentaram tolerancia a este
alcaldéide quando adicionado no meio, respectivamente de 10 e 20 vezes maior em relagdo a
culturas controle ndo produtoras.

No estudo com Thalictrum minus os autores sugerem que a célula evita a toxicidade da
berberina, excretando o alcaldide para o meio de cultura. Apds fornecerem as células, o seu

precursor (benziladeina), as células sintetizam a berberina e a excretam para o meio de cultura.
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Ja no caso de C. japonica verificou-se que este alcaldide ¢ absorvido e transportado para o
vacuolo (Sato & Yamada 1984; Sato er al., 1992 e 1994; Sakai et al., 2002) e, portanto,
sugere-se que o acumulo vacuolar seja um dos mecanismos de detoxificagdo para alcaldides
endogenos.

Em um outro trabalho, com suspensodes celulares de C. roseus, Blom et al. (1991),
observaram que o alcaloide ajmalicina se difunde livremente pela membrana do tonoplasto na
sua forma neutra ndo protonada e acumula no vactiolo através de um mecanismo de ion-trap
na sua forma carregada protonada. Por fim, alta concentragdo de ajmalicina no vactolo
estimula a agdo de enzimas peroxidases (depende do estado fisiologico da célula) para sua
conversdo em serpentina. Neste caso a prevengao a citotoxicidade ocorre com a armazenagem
e conversao do composto em um menos toxico.

Outros estudos podem ser citados, como por exemplo, o acumulo de latex contendo
alcaloides isoquinolidinicos no vacuolo de Chelidoniurn majus, do latex contendo morfina no
vactolo de células de Papaver somniferum (Fairbairn et al., 1974), de alcaldides
pirrolizodinicos em suspensdes de Senecio vulgaris (Ehmke et al., 1988) e de nicotina em
suspensdes de Nicotiana tabacum (Kurkdjan, 1982). Em todos os casos citados, as células
conseguem manter o alcaldide longe do citossol e do nucleo, onde poderia interferir em
reacdes metabolicas fundamentais para manuten¢do da homeostase celular (De Luca & St.
Pierre, 2000).

Assim, para o caso de P. microphylus acreditamos que as células evitam a toxicidade
de seus alcaldides (pilocarpina e pilosina) armazenando-os no vacuolo. Além disso, os dados
do ensaio de toxicidade sugerem que algo semelhante ao encontrado por Blom et al. (1991)
pode estar ocorrendo em Pilocarpus, visto que nos tratamentos com altas concentragdes do
alcaldide (acima de 1000uM), grande parte do alcaldide ainda estava no meio e os teores nas

células, entre estes tratamentos, era muito semelhante. Contudo a soma entre os teores
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encontrados nas células e no meio foram menores que a quantidade de pilocarpina acrescida
no inicio do ensaio. Sendo assim, a células devem absorver a pilocarpina, armazena-la no
vacuolo e aos poucos o alcaloide deve ser degradado ou convertido em um outro composto.

Quanto a localizacdo subcelular de metabdlitos secundarios, outra proposicao bastante
difundida a partir dos estudos de elucidacao das vias biossintéticas de metabolitos secundarios
¢ de que, a um nivel celular, a canalizagdo de substratos para suas enzimas de conversao ou de
degradagdo ¢ facilitada pela compartimentalizagdo destas em diferentes organelas e
consequentemente de seus produtos. Por exemplo, as enzimas envolvidas na biossintese de
vindolina em C. roseus t€m sido localizadas em cinco compartimentos subcelulares: a
conversao de triptofano para triptamina ocorre no citosol, mas esta ¢ transportada até o
vacuolo para formar a strictosidina. Ap6s outros intermediarios serem produzidos em outros
compartimentos, a biossintese de vindolina ocorre no citossol, mas este alcaldide ¢ entdo
armazenado no vacuolo (De Carolis et al., 1990).

Estudos com suspensdes celulares de C. arabica mostraram que a
compartimentalizagcdo de cafeina depende das concentragdes de 4cidos clorogénicos. Quando
esta ¢ baixa a cafeina fica livre no citoplasma, mas quando aumenta, ela se complexa a estes
compostos e passa a ser armazenada no vactolo (Waldhauser e Baumann, 1995).

No caso de Pilocarpus ainda ndo de conhece a via de biossintese e degradagdo de seus
alcaldides imidazoélicos, mas o fato de toda a pilocarpina adicionada no meio ter sido
absorvida e aparentemente estocada no vactolo, com concomitante queda do nivel total no
sistema, poderia ser uma indicacdo de que o catabolismo deste alcaldide também possa ser

realizado nesta organela.

Caracterizacao do transporte de pilocarpina nas suspensoes de P. microphyllus

Verificado o provavel local de armazenagem da pilocarpina e a existéncia de um
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mecanismo de prevencao a citotoxicidade, procuramos caracterizar o transporte do alcaléide.
Primeiro, procurou-se definir as melhores condigdes em que ele é absorvido e, em seguida,
através do uso de inibidores de proteinas de membranas buscou-se verificar qual seria a classe

de transportadores responsavel pela translocagdo de pilocarpina, para dentro e fora da célula.

Absorgdo de pilocarpina e influéncia do pH

Células vegetais tém a capacidade de absorver e liberar seus metabolitos secundarios
(Pareilleux & Vinas, 1984) e estes transportes sdo governados por dois processos, a difusao
(fisico) e transporte ativo (bioquimico). A difusdo ¢ direcionada por diferengas na
concentragdo, e ocorre sem gasto de energia pela célula. Ja o transporte ativo (com gasto de
energia) depende de transportadores que podem trabalhar em duas direcdes (transporte para
fora ou dentro da célula) e com diferentes seletividades para diversos compostos e geralmente
contra um gradiente de concentragdo. O acumulo na célula é o resultado do balango entre
estes processos.

No que se refere ao processo de difusdo, partindo-se do conhecimento de que
membranas biologicas sdo altamente permeaveis a pequenas moléculas neutras e pouco
permedveis a aquelas em estado carregado, Matile (1976) e Neumann et al. (1983) reportam
que estas propriedades das membranas e dos compostos permitem seu armazenamento em
células vegetais. Neste sentido, dois modelos de actiimulo passivo (sem gasto de energia)
foram propostos. No modelo denominado “mecanismo de ion-trap” os alcaldides em seu
estado neutro penetram livremente para dentro da célula (difusdo simples). No segundo, os
alcaldides penetram nas células por um mecanismo de difusdo mediada por um carreador de
membrana da sua forma neutra. Em ambos os modelos os alcaldides também atravessam a
membrana do vacuolo e, devido a acidez, deste compartimento os alcaldides sdo protonados e

em estado carregado ndo conseguem mais atravessar a membrana, ficando assim “presos”.
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Para detec¢do de ambos estes modelos muitas variaveis t€ém sido consideradas tais
como, cinética de saturacao da taxa de absor¢do dependente de concentragdo, estimulagdo do
transporte por ATP, pH 6timo do meio, pKa do alcaloide, temperatura do sistema célula/meio,
hidrofobicidade do alcaldide e sensibilidade do transportador a inibidores. Além disso, no
modelo de transporte via carreador, a capacidade das células de reconhecerem seus alcaloides
endogenos, ou seja, a presenca de uma proteina que reconheca as substincias é sempre
mencionada como a variavel mais importante do sistema (Deus-Neumann & Zenk, 1984,
1986).

Em nosso estudo, optou-se por verificar a influéncia do pH do meio de cultura nos
processos de acumulo, primeiro por ser uma varidvel facil de ser alterada e monitorada e,
segundo, para que se pudesse fazer uma comparacdo entre os pHs em que ha altas producdes
de pilocarpina (Andreazza et al., 2009) e aqueles em que ocorrem maiores taxas de absor¢ao e
liberacao da substancia.

Sendo o pKa da pilocarpina ¢ 7,15, segundo os modelos de difusdo simples e de
difusdo por carreador descritos acima, em pH neutro ou basico do meio de cultura, grande
parte deste alcaloide, estaria em sua forma neutra penetrando facilmente pela célula. J4 em pH
acido, passaria para um estado protonado e ndo conseguiria atravessar a membrana plasmatica.
Entretanto os resultados dos ensaios de absor¢do ndo apontam para isso, na medida em que as
maiores absor¢des ocorreram nos pHs mais baixos que o pKa do alcaldide, quando este
encontra-se em estado carregado.

Yamamoto (1989) também observou que a velocidade da absor¢do de berberina (pKa
2,47) em culturas de Talictrum flavum era afetada pelo pH, contudo, neste estudo a absor¢do
do alcaloide era favorecida em pH inicial do meio de cultura acima de 7,0, muito acima de seu
pKa, no qual a porcentagem de moléculas de berberina em estado neutro era maior, o que

facilitaria sua entrada por difusdo ou carreada para dentro da célula.
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No caso de Pilocarpus acredita-se que o transporte de pilocarpina deva envolver uma
proteina de membrana, pois os resultados obtidos a partir da curva mostrada na figura 9
(Absor¢ao de pilocarpina versus Concentragdo de pilocarpina) mostram uma saturagdo muito
clara e rapida na absorcio deste alcaldide, embora nao seja possivel, através deste resultado
dizer se este carreador ¢ passivo ou ativo. Devido a questdo do pka discutida acima e os
resultados dos ensaios com inibidores e cinética, supdem-se que o transporte de pilocarpina
tanto pela difusdo simples como pelo auxilio de uma proteina carreadora possam contribuir
para o acimulo deste alcaldide no interior das células, mas o principal processo de transporte
seria ativo

Além disso, comparando-se estes resultados a aqueles encontrados por Andreazza et
al., 2009, pode-se concluir que em pHs mais elevados (8,8 e 9,8) a produgdo do alcaldide ¢
maior, assim como a sua permanéncia no meio apds ser excretado para fora da célula, e por
isso estas seriam as condi¢des mais favoraveis para se cultivar as células em biorreatores, pois
permitiria a reciclagem do meio, rico em pilocarpina, sem que houvesse grandes perdas devido
a reabsorcao do alcaloide. Nestes pHs a viabilidade celular também ndo estaria comprometida,
pois o crescimento das culturas mostrou atingir taxas semelhantes a condicao controle (pH

5.8).

Inibigdo das proteinas de transporte transmembrana

O sistema de transporte de metabdlitos secundarios em células vegetais ¢
frequentemente relatado como sendo dependente de energia, com a participagdo de ATPases
(Yamamoto et al., Deus-Neumann and Zenk, 1986; Mende and Wink, 1987) e nos ultimos
anos tem sido estudada a participagdo de proteinas ABC no transporte de alcaldides. Para se
estudar a participacdo destas proteinas em vias de transporte de metabdlitos algumas

caracteristicas de seus mecanismos de agdo devem ser consideradas.
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Em plantas, as ATPases atuam como bombas de prétons (H'- ATPase), acoplando a
hidrolise do ATP ao transporte de protons para fora da célula, o que estabelece um gradiente
eletroquimico através da membrana plasmatica, que ¢ dissipado pelo transporte secundario,
quando um transportador protéico se acopla ao H' fora da célula e media a passagem de uma
substancia para dentro (simporte) ou para fora (antiporte) da célula (Dulby and Boltry, 2009).
O transporte primario é o que ¢ feito com a prépria ATPase no que se refere ao H'.

Trés aspectos importantes definem proteinas ABC. Primeiro o fato de seu transporte
ser diretamente energizado por MgATP, e ndo por ATP livre ou por analogos ndo
hidrolizaveis do ATP. Segundo, este mecanismo de transporte ¢ insensivel a diferengas de
potencial eletroquimico da membrana. E, terceiro, este transporte ¢ bastante sensivel ao
vanadato (Rea, 2007).

A partir destas caracteristicas ¢ com o uso de inibidores especificos para cada uma
destas familias de proteinas de transporte, procuramos levantar evidéncias de qual delas estaria
atuando no transporte de pilocarpina em P. microphyllus. Os inibidores escolhidos foram
aqueles que sob certas concentragdes ja se verificou a inibi¢ao de proteinas ABC ou ATPases
(Hu et al., 1996; Klein et al., 1996; Terasaka et al., 2003; Sakai et al., 2002)

A azida sddica ¢ responsavel por afetar a atividade da enzima citocromo oxidase,
resultando na diminui¢do do ATP intracelular (Wigler e Patterson, 1994), afetando tanto
ATPases como proteinas ABC. A ciclosporina A, quinidina, nifedipina e verapamil sdo
inibidores de transportadores ABC. O verapamil e a nifedipina também bloqueiam a atividade
de canais de calcio. J4 NH4 em altas concentragdes, como as utilizadas nos ensaios, ¢
responsavel por destruir o ApH através da membrana, e assim afeta a atividade de ATPases
(Shitan et al., 2003). Ja a bafilomicina e o vanadato de so6dio sdo substancias responsaveis por
inibir a atividade de diferentes tipos de ATPases, como P-type e V-type (Ambudkar et al.,

1992; Drose & Altendorf, 1997). Varios trabalhos também reportam a fung¢do inibitoria que o
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vanadato tem sobre proteinas ABC ( Senior et al., 1995; Urbatsch er al., 1995a, 1995b).
Como alguns metabolitos secundarios sdo absorvidos como conjugados de glutationa para o
vacuolo das células por outra sub-familia de ABC proteinas, as MRPs (multi-drug resistance
associated proteins) (Zaman et al., 1995), a dependéncia da absor¢do de pilocarpina também
foi testada usando-se buthionine sulfoximine, um inibidor especifico da gamma-
glutamylcisteina sintase que causa a deple¢do da glutationa intracelular (Campbell et al., 1991,
Luet al., 1998).

As menores taxas de inibi¢cdo na absor¢do e libera¢ao provocadas pela bafilomicina (<
30% de inibigdo) e pelo NH4Cl (< 50% de inibi¢do) ndo descartam a participagdo de uma
ATPase, mas podem indicar uma menor participacdo destas proteinas, visto que a inibigdo
provocada pela azida soédica, que afetaria tanto proteinas ABC como ATPases, foi muito
intensa (> 75% de inibi¢do). Contudo, os resultados de absorc¢do e liberagdo de pilocarpina
mostraram intensa inibi¢do na presenca dos inibidores de ABCs o que aponta para um
transporte de pilocarpina mediado por esta familia de proteinas, tanto para fora como para
dentro da célula.

Jé resultados encontrados nos tratamentos com buthionine sulfoximine e glutationa sao
divergentes. A adicdo de buthionine provocou uma queda intensa na absorc¢ao de pilocarpina,
semelhante a aquela encontrada para os outros inibidores de ABC e isso seria uma evidéncia
de que a pilocarpina possa ser armazenada no vacuolo através de conjugados glutationados.
Contudo, a queda na absor¢do de pilocarpina com a adicdo de glutationa, que teoricamente
deveria ajudar na absor¢do do alcaldide pde em duvida esta hipdtese.

Sakai et al. (2002) procuraram caracterizar o transporte de berberina em suspensoes de
C. japonica e observaram resultados semelhantes aos encontrados neste estudo, mas apenas
para a absor¢do do alcaldide. Estes resultados com C. japonica foram confirmados por Shitan

et al. (2003), que mostraram a participa¢do de uma proteina MDR na absor¢do de berberina.
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Entretanto, a variacdo do pH do meio de cultura ndo afetava a absor¢do de berberina pelas
células, enquanto que em nosso estudo, de alguma maneira, a absor¢ao foi favorecida na faixa
de pH entre 5,8 — 7,2. Também, nos ensaios com inibidores em pHs acidos e basicos do meio
de cultura, no qual, procurou-se avaliar a agdo conjunta de pHs bastante divergentes com
inibidores, os resultados reforcam a idéia de que hd uma faixa de absor¢do otima de
pilocarpina, na medida em que no pH basico (9,8) a absor¢ao foi menor que nos tratamentos
com pH 5,8, na presenca dos mesmos inibidores.

A faixa de pH na qual a absor¢do de pilocarpina ¢ mais intensa ¢ muito semelhante ao
pH citoplasmatico da célula, proximo a pH 7,0. Desta forma, quando as células sdo submetidas
a estes pHs sua atividade metabdlica geral ndo fica comprometida pela necessidade de ajustar
o pH do meio a um valor mais favoravel para manutencdo da sua homeostase e por isso,
processos de transporte pela membrana ndo seriam afetados, inclusive o responsavel pelo
transporte dos alcaldides.

Cabe ressaltar que uma das explicagdes bastante recorrentes na literatura quanto as
variagdes do pH se deve a mudangas no conteudo de NH;" e NOj; resultado de uma absorgao
diferencial destes nutrientes pelas células. No trabalho aqui apresentado o teor destes
nutrientes nao foi analisado, mas Andreazza et al., 2009, trabalhando com as mesmas células e
com os mesmos pHs, dosaram os teores destes nutrientes. Altas absor¢des de NO3;™ podem
causar quedas no pH devido a liberagio de H' para o meio de cultura via ATPases, e aqui mais
uma vez se destaca a participagdo indireta destas proteinas no transporte de alcaldides. A
absorgdo de NH," ocorre em pHs altos, quando o NH;" pode reagir com o OH™ gerando H,O e
NHs, o qual ¢ absorvido pelas células (Minocha, 1987; Salisbury & Ross, 1991). Até que isso
ocorra de tal forma a diminuir o valor do pH até valores mais baixos, a entrada do alcaldide na
célula ¢ pequena, como pudemos observar em ensaios de absor¢do. Quando atingir valores

mais proximos a 6-6,8 ¢ provavel que a absor¢do de pilocarpina aumente.
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Cinética de inibicdo

Diferentes tipos de moléculas sdo capazes de interferir na atividade de proteinas com
atividade enzimatica, ou no caso aqui estudado, proteinas de transporte transmembrana. Estes
podem ser metabolitos endogenos da célula que inibem a agdo de uma proteina em particular
como mecanismo normal de controle da via metabodlica ou processos de transporte da qual ela
participa (Hames et al., 1997). Outros inibidores podem ser substancias externas como toxinas
ou drogas, como ¢ o caso de nossos ensaios nos quais utilizamos substancias sintéticas e cuja
acao foi explicada no item acima.

Tanto para a nifedipina como para o vanadato foi possivel afirmar a partir dos valores
de Km que a inibicdo ¢ do tipo competitiva reversivel. Neste tipo de inibi¢do, o inibidor
compete com o substrato pelo sitio de ligacdo na proteina. Assim a proteina pode se ligar a
pilocarpina ou ao inibidor, mas ndo com ambos ao mesmo tempo. Neste tipo de inibi¢do, em
altas concentragdes do substrato a acao do inibidor competitivo pode ser superada. Isto pode
ser observado no ensaio de inibigdo (figura 15), no qual a absor¢do de pilocarpina foi
semelhante ao controle em altas concentragdes do alcaldide e na presenca de inibidor. Além
disso, neste tipo de inibi¢do, ndo hé alteracdo da V., mas a sua afinidade ao substrato
decresce na presenga do inibidor competitivo e assim o Km aumenta. Estes fendmenos
puderam ser constatados para ambos os inibidores testados.

Em relagdo a ac¢do de cada inibidor, foram determinados seus Ki’s a partir da
construcao de graficos secundarios com os valores de inclinagdo das retas. O Ki obtido para o
inibidor nifedipina foi igual a 2 uM enquanto que o valor de Ki para o vanadato de sddio foi
igual a 5 pM. Estes valores mostram que as concentracdes usadas neste ensaio foram muito
superiores que as concentragcdes de inibidor necessaria para causar inibicdo do transporte de
pilocarpina e estdo em concordancia com os resultados do ensaio de inibicao (figura 9). O

valor de Ki da nifedipina foi menor que aquele encontrado para o vanadato de sodio, o que nos
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permite afirmar que a acdo inibitéria da nifedipina na absorc¢ao de pilocarpina pelas células foi
mais intensa que o vanadato.

Pelo fato dela ser um inibidor especifico para ABC proteinas, aqui, mais uma vez
pode-se relacionar a participagdo desta familia de proteinas no transporte de pilocarpina nas
suspensdes, como discutido anteriormente. Por fim, cabe ressaltar que o efeito inibitério do
vanadato de so6dio observado neste ensaio ¢ resultado da inibicdo que ele causou tanto nas

ATPases e ABC proteinas, caso, de fato, ambas participem do transporte de pilocarpina

Consideracoes finais

Apesar de ndo conclusivos, os dados obtidos do fracionamento celular e dos testes
histoquimicos indicam que o acimulo de pilocarpina nas células ¢ feito no vactiolo, como
forma de prevengao a citotoxicidade deste alcaldide, evitando que este eventualmente interfira
em reagdes no citoplasma e nicleo o que poderia comprometer a viabilidade celular nas
culturas.

A pilocarpina pode apresentar forte citotoxicidade a culturas de células que ndo a
produzem naturalmente, como observado em C. arabica, mas as células que possuem sua via
de biossintese sdo tolerantes a altas doses deste alcaldide.

Os resultados de menor absorc¢ao de pilocarpina em valores de ph do meio de cultura
mais elevados unida aos dados de estudos prévios de que as maiores taxas de produgdo de
pilocapina pelas células também ocorrer em valores de pH altos, sugere-se que o cultivo de
células em biorreatores seja ideal nestes valores de pH na medida em que permitiria a
reciclagem do meio, rico em pilocarpina, sem que houvesse grandes perdas devido a
reabsorcao do alcaldide.

Acredita-se que a absor¢do de pilocarpina pelas células de jaborandi ocorra

principalmente devido a processo ativo, através de uma proteina transmembranar da familia
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dos transportadores ABC, subfamilia MDR, com uma possivel participagdo secundaria de
proteinas ATPases. Tal conclusdo foi de certa forma confirmada pelos dados de cinética, nos
quais se utilizou os inibidores nifedipina e vanadato, ambos inibidores de ABCs e o vanadato

de sddio, também inibidor de ATPases.
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Abstract: Pilocarpine, an important imidazole alkaloid, is exiracted from the leaves of
Pilocarpus micraphylius (Fotaceae). known in Brazil as jaborandi and used mamly for
the treatment of glaucoma. Jaborandi leaves also confain other imidazole alkaloids
whose pharmacological and physiclogical properties are unknown and whose
biosynthetic pathwavs are under investigation In the present study, a HPLC method
coupled with ESI-MS" was developed for their qualitative and quantitative analysis. This
method permits the chromatographic separation of the imidazole alkaloids found in
extracts of jaborandi, as well as the MS/MS analysis of the individual compounds. Thus
two samples: leaves of P. microp/vlius and a paste that 1s left over after the industrial
extraction of pilocarpine; were compared The pasie was found to confain significant
amounts of pilocarpine and other inudazole alkaloids, but had a slightly different alkaloid
profile than the leaf extract. The method 15 smtable for the routine analvsis of samples
containing these alkaloids. as well as for the separation and identification of known and
novel alkaloids from this family, and may be applied to further studies of the biosynthetic
pathway of pilocarpine in P. microphyilus.

Keywords: Jaborandi. Pilocarpus microphyilus, imidazole alkaloids, pilocarpine, HPLC-
ESI-MS/MS.
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Introduc ion

P microphyiius (Rutaceae) is originally from the Amazon region mn Brazil where 1t is known as
Jaborandi [1]. This plant is a rich source of inndazole alkaloids, of which pilocarpine is the best known
and the onlv one bemg economically exploited. Pilocarpine has been well studied as it is used not only
for the treatment of glaucoma [2] but also as a stimulant of sweat and lachrymal glands [3,4].

The possibility of production of pilocarpine by callus cell lines in bioreactors has been evaluated,
with the objective of protecting the jaborandi plant from uncontrolled exploitation [3]. Studies using
electrospray lomization mass spectrometry (ESI-MS) fo investigate the regulation of pilocarpine
biosynthesis in P microphyilus callus showed that pilosine (another imidazole alkaloid) was also
produced depending on the cell line and treatment [6]. Due fo the lack of standards of other imidazole
alkaloids produced in jaborandi, posterior studies were conducted vsing electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS). These studies resulted in the characterization, by direct nsertion tandem mass
spectrometry (ESI-MSMS and ESI-MS/MSMS), of five known imidazole alkaloids, as well as three
new alkaloids, suggesting the exstence of three different biosynthetic pathways for imidazole
alkaloids in the joborandi plant [7]. Although the presence of pilocarpine has been reported m 10
species of the Pilocarpus genus [1], there is no information as to the presence and concentration of the
other imidazole alkaloids, whose pharmacological properties are still unknown.

Diverse chromatographic methods exist for the analysis of pilocarpine, mainly for the purpose of
quality control of eye drops. Most of the analytical methods applied to the quantification of pilocarpine
employ HPLC with either octadecyl [8.9]. phenyl [10.11] or cyclodexirin [12] columms and UV
defection. More recently. monolithic HPLC columms have also been tested [13]. As pilocarpine and
related compounds lack chromophoric groups, UV defection st be carned out at low wavelengths
(210-214 nm) where several other compounds may interfere [14]. particularly when plant extracts are
analyzed. Lower defection limits and richer structural information could be achieved by HPLC-ESI-
MS analysis. However tnethyvlamine, which 1s commonly used in buffer solutions to prevent tailing
[13] is incompatible with ESI-MS detection Merbel af @l [14] tested several stationary phases and
eluents, determining that a combination of an Inertsil octadecyl columm with an eluent using an
ammonium acetate buffer and acetonitrile organic modifier was compafible for the LC-APCI-MS
separafion of pilocarpine, isopilocarpine and their respective acids extracted from plasma. It has also
been our experience also that not all brands of octadecyl columns are capable of adequately separating
imidazole alkaloids because of tailing.

Herein we describe a HPLC-ESI-MS/MS method developed for the analysis of inudazole alkaloids
m the extracts of F. microphylius samples. The method used 15 based on concepts used in previous
papers, but has been modified and improved, in order to separate over a dozen imidazole alkaloids in a
single 22 mumyte chromatographic mun The soft iomzation fechnique used (ESI) pernuts the
observation of protonated ([M + H] 7) molecules, rather than fragment ions. Therefore analysis in the
full scan mode (TIC) instead of selected 1on mode (SIM), permits the defection and quantification of
both known and novel alkaloids in the sample. Two different types of samples were analyzed: P.
micropiylius leaves and a paste that is left over after the industnal extraction of pilocarpine. The
composition of the two samples could be qualitatively comypared based on the results of the analysis. A
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calibration curve based on pilocarpine reference standard was built and wsed fo compare the
concentration of imidazole alkaloids in the samples.

Eesults and Discussion

In previous studies of the inudazole alkcaloids 1n jaborandi, ESI-MS fingerprinting was used as a
fast and simple technique for the comparison of samples [6,7]. However, using direct infusion ESI-MS
it was not possible to distinpuish between isomers i the plant extracts. The present method was
developed and applied i order to chromatographically separate and quanfify the alkaloids in the
Jaborandi samples, including the isomers. This method has modified and substannially improved
previous methods, such as that proposed by Merbel of al. [14]. which was 1socratic, and separated only
four alkaloids in 20 minutes. By using a gradient, we achieved the separation of 13 compounds in 22
mimites. Several of these compounds have only been reported once before in a previous study by our
group [7].

Figure 1 compares the chromatogram of a leaf extract (A) with that of the paste (B) that is left over
after the industrial extraction of pilocarpine. The presence of the epimenc isopilocarpine (3) and
pilocarpine (4) are clearly observed in the paste (Figure 1B). but in the leaf extract only pilocarpine (4)
is detected. The ESI-MS/MS of the protonated molecules of these isomers of m/z 209 are very similar
(Figures 2A and B); therefore, they can only be distinguished by their retenfion fimes. Both samples
were spiked with standard pilocarpine, peak 4 increased in both samples and no new peak appeared in
the leaf sample This confirmed that peak 4 in both chromatograms was pilocarpine. This is in
accordance with the results of Merbel of al. [14]. who reported that isopilocarpine eluted slightly
before its 1somer. pilocarpine. No other 1somers of this molecule have been reported.

A series of peaks corresponding to ions of m/z 287 elute (5, 6. 7, 8 and 9) in sequence in the paste
{Figure 1B). whereas in the leaf extract only 5. 7 and @ were observed (Figure 1 A). These compounds
have slightly different ESI-MS/MS allowing them to be distinguished, and are presented for the first
fume in literature i Figure 2 (F. G, H. [ and J). We have found references to five isomers of molecular
formula CisHigN20; found i species P microphylhs and P jaborandi: pilosine (2R 3R 65),
1sopilosine (253K 6R) and epiisopilosine (25 3R 65) [15]. as well as pilotunin and epiisopilomurin [18]
mn which the imidazole ring is linked at the Cs (rather than at the Cs as in pilosine). At the present
moment we are able to identify just one of these isomers, that is. pilosine (5). Both extracts were
spiked with the standard of pilosine to confirm that peak 5 is in fact pilosine, in spite of slight
differences in the retention time between samples. Further analysis using a semi-preparative HPLC
colunm should allow us to isolate and idenfify the other isomers. Isomers were not present in leaves in
the same proportion as they were found in the industrial paste. This may be the result of the industrial
exfraction procedure, as if is known that a long time in the presence of acids (normally used in the
extraction of alkaloids) can canse the opening and closing of the lactone ring and formation of isomers.
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Figure 1. HPLC-MS TIC chromatograms of (A) jaborandi leaf extract and (B) paste
extract. Numbered peaks correspond to: 1 sz 202, 2 m'z 248, 3 isopilocampine myz 200,
4 pilocarpine m= 209, 5. pilosine m/z 287, 6 mz 287, 7 m/z 287, 8 m/= 287, 9 mz 287,
10wz 316. 11 3-hydroxymethyl-4-3methyl-3H-imidazol-4-v1)1-phenyl-butan-1-one m<
259. and 12 anhydropilosine m/z 260, (C) XIC of ions m/< 259 (11a and 11b) and mi=
269 (12) from the leaf extract chromatogram
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Compounds corresponding to peaks 1 (m/z 202 ), 2 (m/z 248) and 10 (m/z 316) in the leaf extract
{Figure 1A) have not been identified vet. These ions but have been observed previously in fingerprints
of extracts of leaves and callus of P. microphyiius [6]. Peaks 11a and 11b (m/z 239) correspond to a
protonated compound identified for the first time in leaves of P. micropfvllus in a previous study [7],
whose suggested structure corresponds to 3-hydroxymethyl-4-(3-methyl-3F-mudazol-4-v1) 1-phenvl-
butan-1-one, based on its ESI-MS/MS. The chromatograms suggest that two isomers are present
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(Figures 1B and C). although the ESI-MS/MS for both were identical (Figures 2C and D). The
observation that the compound of m/z 259 is_ in fact, a mixture of fwo isomers, is presented for the first
time m this study as a result of the chromatographic method used. Peak 12 (m/z 269) corresponds to
protonated anhydropilosine, by comparison of its ESI-MS/MS (Figure 2 E) to the compound identified
in a previous study [7].

Scheme 1

/C Hz \%D

mz 209 — 4 pilocarpine and 3 isopilocarpine m/z 287- 5 pilosine and isomers

o

i Vo ( s
I )~ ..

m/z269- 12 anhydropilosine m/z 259- 11a and 11b 3-Hydrosxoymethyl-4-( 3-methyl-
3H-imidazol-4-yl) 1-phenyl-butan-1-one isomers

CeHs

In the present study, chromatograms were obfained using full scan mode (TIC) instead of the
selective 1on mode (SIM). as the purpose of this study was to observe whichever compounds were
present in the extracts rather than observe low concentrations of specific compounds. By using TIC. in
a single chromatographic mmn_ several new alkaloids from Pilocarpus microphylius, as well as some
previously identified alkaloids could be detected (Figures 1A and B) However, extracting specific
1ons (}IC) from the chromatogram allows us to observe low concentrations that cannot be seen in the
TIC, as exemplified here for m= 259 and 269 in the leaf extract (Figure 1C). Therefore, for the
exploratory analysis of samples of alkaloids from jaborandi, the TIC mode is the most adequate.
However, for the routine analysis of these extracts. using the same chromatographic method m SIM
could permit a manifold gain in sensitivity, 1f such were the need.
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Figure 2. ESI-MS/MS of selected ions from the chromatograms presented in Figure 1:
Ay miz 200, peak 3, isopilocarpine; B) mz 209, peak 4, pilocarpine; C) m/z 250, peak
11a. D) m/z 259, peak 11b; E) m/z 269, peak 12, anhydropilosine; F) m< 287, peak 3,
pilosine. ) m/z 287, peak 6, H) msz 287, peak 7. I) m/z 287, peak 8 and J) mz 287, peak
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The ionization method used by Merbel af al. [14] was APCI, which is more energic and causes in-
source fragmentation, therefore neither pilocarpic nor isopilocarpic acid could be cuantified as parent
ions (mz 227), but only as their fragments (m/z 209). The use of a much softer ionization (ESI)
permitted the observation of all the compounds based on the mass of the protoned [M + H]” molecules,
not of fragment ions, which is essential for bio-prospection of new compounds.
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A calibration curve with a linear regression coefficient of 0.9949 for values between 0.5 and 20
png'ml was built using pilocarpine, a value comparable to that obtained by Merbel ef al. [14]. This
calibration curve enabled us to calculate the concentrations of pilocarpine and isopilocarpine in both
extracts (Table 1). It was also possible fo obtain an estimate of the concentrations of the other alkaloids
based on the area of their peaks in the chromatogram as their areas and concentration fell within the
range of the calibration curve, except for compounds 11a, 11b and 12 in the leaf extract whose
concentrations fell below these values.

Table 1. HPLC-ESI-MS analysis of leaf and paste extract (10 pL injections). Areas of
peaks and quantification are based on a calibration curve using a pure pilocarpine
standard. Compounds are numbered as in Figure 1.

Compound Leaves Paste
as [M+ H] | concentration | concentration
(mz) (ng/ml) (ng/ml)

1 (202) 16

2 (248 0.9

3 (209 1.5

4 (209 30 39

5 (28T 28 41

6 (287) 46

T (287) 12 19

8 (287) 19

9 (287) 0.7 02
10 (316) 21

11a (259) 1.2
11t (259) 16
12 (269) 46

It is noteworthy that the concentration of pilocarpine seems higher in the paste than in the leaf
extract. However, one must bear in mind that the paste is enriched of alkaloids since the industrial
process removed other leaf components. The relation between the concentrations of pilocarpine in the
leaf extract in comparison to the other peaks (24%) is higher than in the paste (12%). Pilosine makes
up 22% of the leaf alkaloids but only 14% of the paste. A series of compounds which are found in the
paste. but not in the leaf extract. could be degradation products. For example, compounds of m/ 259
and 269, whose concentration was below the quantification limit in the leaf extract, made up 42% of
the paste. Compounds of m< 202, 248 and 316, observed in the leaf extract, were absent in the paste.
These variables could also be linked to the fime of the year in which the samples were obtained, as the
production of each of these imidazole alkaloids varies, depending on the season [7]. Further studies
will be necessary to clarify all these points. However, the estimated concentration obtained using the
HPLC-ESI-MS method proposed is sufficient to compare samples from different parts of the plant, of
different plants, of plants or callus submitted to different treatments in order to study the production of
imidazole alkaloids in this species.

71



Molecules 2008, 13 1526
Conclusions

The HPLC-ESI-MS/MS method for the simmultaneous detection and quantification of mmidazole
alkcaloids extracted from jaborandi was developed and applied to the comparison of two samples; fresh
leaves and the paste left over afier indusirial pilocarpine extraction. Both samples analyzed confain
sigmficant amounts of pilocarpine, as well as a number of other mmidazole alkaloids. The alkaloid
composition differs between samples qualitafively and quantitatively. Some of the compounds
observed in the paste may have been artifacts of the extraction procedure, as they were absent or found
in nmch lower concentrations in the leaf extract ESI ionization permitted the defection of known and
novel alkaloids as thewr [M + H] ions. while gradient HPLC permitted the separation of several
alkaloids (including isomers). The alkaloid [3-hydroxymethvl-4-(3methyl-3H-imidazol-4-y1)1-phenyl-
butan-1-one], observed in a previous study [7]. was shown to be a mixture of two isomers of m/Z 259
through chromatographic separation. On the other hand, three 1ons (m/z 202, 248 and 316) observed
previously in ESI-MS fingerprnints of leaves and callus of P. micropiyiius [6] formed mdividual peaks
in the chromatogram. The MS/MS spectra of five isomers of m/z 287, pilocarpine. 1sopilocarpine and
three other imidazole alkaloids are reported.

This method is suitable for the routine analysis of samples containing these alkaloids. as well as for
the separation and identification of other alkaloids from this family (bio-prospection) with potential
biological and/or pharmacological activity. Sewveral new compounds, which have not been fully
characterized yet. may be isolated by preparative HPLC and further investigated by other techniques
able to perform detailed structural investigation. The HPLC-ESI-MS/MS method described herein
should pernut additional studies of the biosynthetic pathway of pilocarpine in P. microphyiiis.

Experimental
Sample preparation

Leaves of P microphyllis maintained in preenhouse conditions were collected and extracted
according to the method of Avancim ef al. [17], which consists of the following steps: the sample is
moistened with 10% NaOH; after 15 min extraction is carnied out three times with CHC;; the pooled
organic extracts are re-extracted twice with 2% Ho504: the pooled acid extracts are adjusted to pH 12
with NH.OH and extracted twice with CHCI;. Extraction was carried out immediately prior to analysis
from 1 g of the sample. The organic extract was dried in a speed-vac and dissolved in 10 ml of
solvent A prior to injection. Solvent A is composed of 0.05 M ammonium acetate buffer adjusted to
pH 4 with trfluoroacetic acid [14].

The second material vsed in this study was the industrial residue (a paste) obtained after leaves of
P. microphyilus have been used for pilocarpine extraction. This paste was a gifi from Centroflora
Group (Botucatu, SP., Brazil - http./www.centroflora.combr) and contains significant levels of
pilosine. One g of paste was also extracted as above directly before analysis, dried and dissolved in 10
mL of selvent A prior fo injection
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Standards and solvents

Pure pilocarpine was purchased from Sigma Chemical CO. (5t Lowis, MO, USA). Solvents used
for the extraction of the leaves of P. microphylius were of anmalvtical grade (Merck Darmstadt,
Germany). Pilosine was a gift from Merck Pharmaceutical Company (Rio de Janeiro, Brazil). For the
HPLC-ESI-MS/MS analyses the following solvents and chemucals were used: HPLC grade acefonitrile
(Tedia. Fairfield, OH, USA). analytical grade trifluoracetic acid and ammomum acetate (Merck.
Darmstadt, Germany) and Milli-Q) water (Millipore 5. A S Molsheim France).

HPLC-ESIEMS/MS equipment and conditions

HPLC separation was achieved at ambient temperature (approximately 22-24°C) using a Waters
Alliance 2695 pump with a 5 pm Inertisil OD¥S-2 colunm (250 x 4.6 nun 1D} obtained from Varian
(Middleburg. The Netherlands). A binary gradient was performed starting with 97:3, v/'v (solvent A -
solvent B) for § mun (Solvent A - 0.05 M ammomum acetate buffer adjusted to pH 4 with
trifluoroacetic acid; Solvent B — acetonitrile) and then ramping to 85:15, vwv (A:B) at 20 min. and held
until 23 min. The flow rate was 1 ml/min and a post-column splitter was used to reduce the flow
entering the ESI source to approximately 100 pL/min. All ESI-MS and ESI-MS/MS were acquired in
the positive ion mode on an Applied Biosystems Q-trap mass spectrometer (Foster City, CA, USA)
with a hybrid triple quadropole’ linear ion frap systems ranging between 100 and 400 mz. The
operational parameters used were: capillary 3000 V. temperature 350°C, declustering potential 70 V
and enfrance potential § V. For the ESI-MS/MS experiments the above conditions were maintained
and collision energy was set at 30V, Nitrogen was used as curtain gas (20 psi), nebulizing gas (20 psi)
and collision gas (medinm). Injections of 10 pl. were used for the samples and standard solutions. The
calibration curve was prepared using a stock solution of pilocarpine in water, diluted to concentrations
ranging from 0.5 to 20 pg/ml in solvent A prior to mnjection. as none of the other alkaloids could be
found as certified pure standards. Identification of the compounds, when possible, was based on their
elution order and MS/MS data in comparison with those from literature.
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Abstraci: jaborandi (Pilocarpus microphylfus] is a species that
naturally occurs in the North and Mortheast of Brazil, whose
leaves produce pilocarpine {an imidazole alkaloid that has been
used to treat glaucoma and xerostomy), the biosynthesis of
which is still uncertain. The aim of this work was to establish cell
lineages and select them according to an alkaloid profile similar
to the one from Jaborandi leaves. The induction of callus was
done in different culture media and growth regulators. Calluses
from primary cultures or those subcultured several times were
used as explants for the obtainment of six cell lineages. Alka-
loids content analyses and growth curves showed that lines ob-
tained from primary cultures produced more alkaloids and a
better development. Cell fines from 12 subcultures presented a
decrease in pilocarpine and pilosine production. After 24 subcul-
tures, the production of alkaloids remained constant. ESLMS
analysis showed that cell culture extracts have the same alkaloid
composition as extracts made from leaves. The results indicate
that cell suspensions can be used as a model to study the biosyn-
thesis of the imidazole alkaloid in P. microphyfus.

Key words; . microphlus, pilosine, pilocarpine, alkaloids.

Introduction

Pilocarpine is an imidazole alkaloid used to treat glaucoma, xe-
rostomia and to stimulate lachrymal and sweat glands [Abrew
et al, 2005), This alkaloid is obtained exclusively from the
leaves of species known as jaborandi (Rutaceas), Pilocarpus
microphyilus is the species of the genus which accumulates
the largest amount of pilocarpine in beaves and is found mainly
in the Amazon region of Brazil (Pinheiro, 1997}, In addition to
pilocarpine, leal extracts from this species also contain other
alkaloids, such as 3-nor-8( 11 )-diydropilocarping, anhydropi-
losine and pilosine, pharmacological activity of which is still
unknown {Andrade Neto et al., 1996; Link and Bernauer, 1972;
voigtiander, 19781, Similar to other species from this region,
it has been extensively exploited and, as a result, it was incled-
ed a few years agoin the list of Brazilian endangered plant spe-
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cies (Pinheiro, 1997, Therefore, cell cultures may represent an
alternative for the production of these valuable substances.

Recent advances in iochemistry, molecular, cellular and ge-
nomic methodologes fave pushed the study of secondary me-
tabolite biosynthesis to a level in which very detailed informa-
tion can be obtained, enabling better understanding of the fine
control of these compounds and how structural and chemical
diversity are created (Facchini, 2001). In this sense, model
plants and model plant systems have proved to be valuable
toods, Both techniques are keys to the study of alkaloids, con-
sidering that, unlike other categories of secondary metabo-
lites, many alkaloids are biosynthetically unrelated, They form
groups which are unigue in structure; 5o far, perhaps the most
studied and more versatile model system is Cosharanthus
rosels {Madagascar periwinkle), which accomulates monoter-
penoid indole alkaloids (Vaz quez-Flota et al, 2002},

In recent years, plant cell suspension cultures have been stud-
ied as an economic altemative to produce alkaloids with po-
tential medical applications, The possibility to control all the
cultivation conditions, alter medium components and sim-
ulate stresses has the potential to turm plant cell cultures into
2 “pot of gold” to stedy the biosynthesis of alkaloids from the
biochemical, chemical, physiclogical and molecular aology
point of view [Collin, 2001 . Many fctors can affect the pro-
duction of alkaloids in callus and cell suspension cultures,
sincé these can be produced through several biosynrhetic
routes, according to the class to which they belong (Facchini,
20017 Plant cell cultures also offer the advantage of producing
compounds noi found in the intact plant, once alternative
melabolic routes become active {Dias et al, 1008), Abrew et al
(2005) observed that the production of pilocarpine in calluses
from jaborandi leaves was strongly infleenced by media comi-
position, Simola et al, (1988) reported that the tissue used [0
originate the calluses and the callus age were important fac-
tors for the production of tropine alkaloids in Arropa bellodon-
na, However, independent of the factors affecting alkaloid pro-
duction in cell cultures, the main objective herein is to obtain
plant cell lines presenting a high metabolite yield and exhibit-
ing a high degree of biochemical and physiological stability
{Morris et al,, 1980,

Although some alkaloids have been isolated and identified in
Jaborandi, there is no information about the biosynchesis of
pilocarpine in this plant. In a previcus study, we analyzed the
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use of callus culture as a model system o understand fhe regu-
lation of this alkaloid (Abrew et al. 2005). In the present study,
we report on the establishment of stable cell limes for produc-
tion of pilocarpine and show that these cell lines accumukate
pilocarpine and other imidazole alkaloids ordinarily found in
leaves,

Materials and Mathods
Callus induction

Stems, peticles, petiokules and leaves of Jaborandi plants grow-
ing in greenhouses wene wsed as explants for callus induction.
The explants were treated according to Abrew et al, (2005) and
inoculated in solid SH medium {5chenk and Hildebrandt, 1972)
contaiming combinations of 2.4-D (288, 577 and 11,54 pM)
and NAA (D, 2,7 and 54pM), and in M5 medium (Murashige
and Skoog, 1962 containing 5,77 pM 2,4-D, and mainizined
in e dark, The inoculated explants were kept al 3 constant
temperature of 25°C + 1°C, under a 16-h photoperiod provided
by cold white lamps {Z5pumol m-* 5-'), Each treatment was
replicated 30 times,

Collus maintenance

The callus culiures obtained from the M5 colture medium
contzining 577 pM 2.4-D and kept in the dark for 20 days,
were ransferred to media containing; a) 5,77 pM 2,.4-06 )
21.5pM NAA, in the dark for 20 days: and c) light for 24, 48
and 120 b

Estobiishment of call suspensions

Friable calluses (3 g) were wsed to establish cell suspensions.
Thiese calluses were obtained from petioles through direct in-
duction or from suboultured callus (in M5 with 5,77 pM 2.4-10),
The calluses were subcultured every 20 days. The cell suspen-
5i0ns were oblained from; A - callus induced during primary
culture of 20 days; B - callus obtained after two subCultures
of 20 days; C - callus obtained from primary culture for 40
days; D - callus oblained after three subcultures of 20 days:
E - callus obtained after [our subcultures of 20 days; and F -
calius obtained after five subcultures of 20 days, The cell cul-
tures were placed in 30 mL of liquid MS medium supplement-
ed with 577 pM 2 4-D and kept on a shaker at 100 rpm, in the
dark at 25°C. The cell suspensions were subcultured every
20 days.

Growlh curves were determined from 5 g of inoculum in 30 mL
of M5 medmm (with 577 pM 2.4-0) that were harvested in
iriplicate at intervals of 5 days, over a period of 45 days, The
cells were separated from the medium by fillration under re-
duced pressure, The cell fresh weight and medium pH were
determined and stored for alkaloid determination.

Extroction ond guontification of akoloids

The procedure of Avancimni et al. (2003 ) was used fior the extrac-
ticn and quantification of alkaloids from a} callus indwced in
medivm containing 2,4-D and transferred to media containing
2.4-D or NAA; b) callus transferred to the light for 24, 48 and
120 h; ¢} callus after secondary and tertiary subcultures; dj cell
and medium from six lines, after four subcultures; and e} cell
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and medium from A and C lines, after 12 subcultures, Liguid
medium was filtered through 0,22 pm filters prior to alkaloid
determination, Filocarpine was extracted from 15 replicates
of each treatment, Pilocarpine {Sigma) and pilosine (Merck)
were identified by co-injection of the sample with 3 pure stan-
dard.

Alcofoid fingerprinting

After 12 and 24 subcultures, the extracts (cell and medium)
from line A were analyzed Dy mass SPeCITOmMEeErny using the
(-TOF - Micrmmass, positive ion detection mode, The scan
range for this experiment was mfz 100-600 and the scan
range for M5MS was mjz 50-600, The interface conditions
were held constant and are as follows: capillany voltage =
300V; cone voltage = 30V, solvation emperature = 120°C

Analysis of resuits

The data were statistically analyzed by ANOVA using the F{5E)
test. The means were compared using the Tukey Test, p»> 5%,

Results and Discussion

Bourgaud et al, {2001 considered that, for the establishment
of a cell suspension culture, the critical step is to cbiain the
callus, since this depends on a series of optimization proce-
dures, from salt sourcesjconcentrations to hormones, There-
fore, to obtain callus of P microphyilus, we used several bypes
of explants, two media (M5 and 5H) and two hormones (2,4-D
and NAA)L Petioles were found to be the most efficient source
o produce frable and non-oxidized callus using MS medium
and darkness (data not shown).

The pilocarpine content decreased significantly in 20-day cul-
tured friabbe callus transferred from darkness to light (Fig. 1AL
The decrease was observed 24 h after transfer, remaining con-
stant for the rest of the light periods, Similar results were ob-
served when callus of P microphylius was kept in the light for
4 and 8 days (Abrew et al, 2005), and in callus of Nicodana
glauca trapsferred from dark to light (Hobbs and Yeoman,
19417, The pilocarpine content was not only reduced in NAA
medium but also in secondary culture in 2,4-D (Fig. 1B), This
effect of subculture was confirmed when friable callus ob-
tained from primary culture in 2,4-D in the dark was trans-
ferred to the same media and had pilocarpine analyzed 20
days later (Fig. 1Cy. There was a threefold reduction, afier
which the alkaloid level remained stable from the second to
the third subculture, It is possible that the initially high con-
centration of pilocarpine was a result of the high pilocarpine
production in the explants, Secondary metabolite contents
may need some time to stabilize, when culture factors become
less critical and genetic background starts to be the controlling
factor {Bouwrgawd et al,, 2001}, This may vary from months fo
years. Unlike our results, MAA has been shown to be faverable
for the prodwection of secondary metabolites, such as nicotine
{Tabata et al,, 1971}, shikonin derivatives (Tabata et al,, 1974)
or anthragquinones (Zenk et al., 1975),

After detecting the effects of subculturing on pilocarpine pro-
duction, the next step was to use calluses from primary cul-
tures {lines A and C) and, after several subcaltures (lines B, D,
E and F), to establish cell suspension cultures. The cell cultures
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obtained from the fourth subculture were then wsed to evalu-
ate cell growth for 45 days {Fig. 2), Lines B, D, E and F showed
the same growth pattern, where maximum mass accumula-
ticn occurred within 15 days of growth. On the other hand,
lines A and C showed maximum mass accumulation on the
30th day.,

Among several imidazole alkaloids detected in leal extracts
from P. microphyilus {Fig. 5D}, we only have pure standards of
pilocarpine and pilosine [Fig. 5D HPLC analyses of these two
alkaloids were carmied in the cell lines after 15, 30 and 45 days
of subculture (Fig, 31 The content of pilosine was high in cells
of ling A on the 15th day, and similar values were observed for
pilocarpine in lines A and C (Fig. 3A).

In lines A and C, a relationship was found between Jaborandi
cell growth and alkaloid production (cells = medium], since
the highest alkaloid content was observed on the 15th day,
during the exponential growth phase, Opposite results were
found in celf cultures of Tebernaemontana divaricara, in which
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higher alkaloid production was detected when cell growth had
decreased (Sierra et al,, 1902), in cell cultures of solanaceous
species, alkaloid production has been related to the beginning
of cytodifferentiation that occurs when cells have a slow
growth rate, generally in the stationary phase (Lindsey and
Yeoman, 1983), On the other hand, in cell cullures of Campio-
theca acumingod [ Nyssaceae), an increase of camptothecin oc-
Curs in the stationary phase, whereas isocamptothecin A and B
accumulate when growth rate is maximal (Vanhengel et al,
19402; Yu et al,, 2005), indicating that there is not a direct rela-
tionship between growth rate and alkaloid accumulation, Such
variations might be a consequence of the fad that each alka-
loid group has specific precursors that may be directly inte-
grated with biosynthetic pathways of primary or secondary
metabolism, which, in turn, may vary according to the series
of culture conditions.

Considering the medum volume (30 mL) vsed to grow cell
suspensions, significant amounts of pilocarpine and pilosine
were released into the medium [Fig. 3B, It seems that there
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is & relationship between the main alkaloid found in the cells
and in the medivm Cell nes A, B and C accumulated more
pilocarpine in the cells and also released more of this alkaloid
to the medium. On the other hand, pilosine was the main alka-
loid in the cells and in the medium of lines O, E and F (Fig. 3B),
Although cell lines A and B released more alkaloids into the
medium, similar amounts of pilocarpine and pilosine were
found in the latter, while more pilotarpine were detected in
the former. Pilocarpine was also released into the medium in
other cell lines, but in lower amounts. Curiously, while lines
A, B and C showed a decrease in alkaloids after 30 and 45 days
of culture, lines D, E and F showed an increase of pilosine,

Tre decrease in alkaloids in medium of A, B and C cell lines
might be dwe to degradation, conversion to ofher compounds
(derivative alkaloids) or even reabsorprion by the cells and fur-
ther metabolism, since a parallel increase was not observed in
these cells, It has been shown that cells are able to reabsord al-
kaloids released in the medium, althowgh the ransport mech-
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12 subcotture; and structures (D) of: (1) 3-nor-8(11 }-ditydropilocar-

anism is still unknown {Val, 1993), Tabata | 1991 ) showed that,
in cells of Thalicerum flavum, an active transport system was
involved in the uptake of berberine from the medium, while
papaverine was passively absorbed, Release of alkaloids to
Ihe medium might be related to the pH of the medium (Vieh-
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pine, (2) pilocarpine, (3) anhydropiosine, (4) pitosine, (5), (6) and (7)
new alkaloids.

weger et al., 2002; val, 1993). interestingly, after 45 days, we
observed that the media wsed to grow lines A and C were
mare basic than in the other cell lines (data not shown), This
SEEms to be in agreement with previous results in which we
showed that higher pH favored the release of pilocarpine to
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the medium used to grow calluses of P microphylins (Abreu et
4l 20057

The chemical sirwcture of pilosine differs from that of pilocar-
pine by the presence of a berz ene ring (Fig. 51, which confers
maore ydrophobicity, This may possibly explain why pilosine,
the main alkaloid in cells of line A, was partially released tothe
medium on the 15th day, Roberts et al, {2003 observed that
laxol, a hydrophobic molecule, was bound to the cell wall of
Taxus canadensis in cell suspension cultures, Rupture of the
cells caused an increase in taxel in the medium. On the other
hand, hydrophilic alkaloids may also be stored in the vacuole,
and other mechanisms mignt also be controfling traffic be-
bwieen the tonoplast and cytoplasm.

Lines A and € were chosen for further studies because of their
growith habit and alkaloid production mode, Calluses from pri-
mary culture were used to establish cell cultures, which were
then subcultured 12 times, and the alkaloid production ana-
lyzed (Fig.4). Compared with data from Fig. 3 (four subcul-
tures), a drastic reduction in alkaloid production was observed
(Fig_4) in these cultures, Several other reports have shown a
decrease in metabolite yield following long term culture,
Deus-Meumann and Zenk [ 1984) observed this for alkaloids
produced in cell suspension cultures of C roseus and consid-
ered that such a decrease was due to chromosome variation.
Morris et al (1980} suggested that the loss of productivity
was related to the velocity of mass accumulation, that is, fast-
growing cells accumulated less alkaloid, Additionally, and as
expected, several reports have indicated that mediom compo-
sition and plant species have a marked influence on the alka-
loid productivity, apart from Just the culture time,

Extracts from leaves were analyzed for pilocarpine-derived al-
kalpids using ESI{+)-M5 (Fig. 5A). These analyses showed the
presence of ions with characteristics of well-known imidazole
alkaloids; myz 193 (13-nor-B[ 11 |-dinydropitocarpine ). m{z 200
{pilocarping}, m{z 269 (anhydropilosine) and myz 287 {pilo-
sine). Besides these, three new alkaloids {mfz 241, m/z 250
and mjz 2B5) were also identified. Among the six Jaborandi
cell lines, line A was selected to compare alkaloid composition
with alkaloids found in leaves, All alkaloids from leaves were
also found in cells after 12 subcultures, as shown in an ESE+)-
M5 spectrum (Fig.5B) The ion mjz 209 (pilocarping) was
found in higher amounts than the other alkaloids. The alkalod
composition did not change even after 24 subcultures [data
not shown), Therefore, at least qualitatively, it seems that the
imidazole alkaleid metabolism in Jaborandi cells is similar to
that found in leaves, Nevertheless, pilocarpine was the most
abundant alkaloid in cell extracts and was also the only alka-
loid detected in culture media, as revealed by the ESI+}-MS
spectra (Fig, 5C), confirming the selective membrane transport
system (Fig 3}, as observed after 24 sobcultures (data not
shown),

Owr data showed that cell cultures cultivated for long periods
can b wsed to stedy the biosynthetic pathway of pilocarpine
in Jaborandi, since they present the same alkaloid profile as
that found in leaves, The advantage of these cell cullures is
that they can be easily manipulated using different biotic and
abiotic treatments, which influence the biosynthesis of the
alkaloids, and thus provide an excellent study model.
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Abstract  The effect of pH (from 4.8 10 9.8) on the
production of pilosine and pilocarpine and on their
partition between cell and medium was studied in two
linzages (F and PP of Pilocarpes micropiyiing cell
suspension cultures, Highest mass accumulation was
observed at high pHs and both lineages produced
pilocarpine while mnly lineage PP produced pilosine.
Both alkaloids were released in the medium but
higher accumulation occurred in the cells. The
highest production of pilocarpine was at pH 8898
in hoth cell hneages. Other imidazole alkaloids were
also identified in both lineages. At all pHs tested, the
pH in the media cultures tended o stabilize around 6
after 10-15 days of cultivation, N0y~ and NH'
variation in the media might partially explan the pH
stabilization.
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L trod wetion

Pilocarpine is an imidazole alkaloid wsed in the
treatment of glawcoma, as a stimulant of sweat and
lachrymal glands, and in the context of xersstomia
(Wynn 1990 Migdal 2000; Davies et al. 20005,
Although more efficient synthetic substances have
been produced, such as betablockers, pilocarpine is
still the standard substance for the tmeatment of
glavcoma,

Flants of the genus Pillacarpus (Rutaceas) are the
only source of pilocarping in nature amd jaborandi
(F. micropieling) is the species accumulating the
highest concentration of this alkaloid in its leaves
(05-1%) (Pinheim 1997 Although information on
the content of pilocarpine in jaborandi is available
(Finheiro 1997 Andrade-Meto et al. 1996), very little
is known about its bioswnthesis (Avancini et al, 2003,
Abreu et al. 2005, 20072, b Sandhu et al. 2006;
Sawaya et al. 2008).

Because several secondary metabolites have phys-
iological effects on animals, many of them are
commercially exploited as components of medicines,
insecticides, colorants and aromatizers (Verpoorte
et al. 1999, Cell cultures have been intensively
studied as an alternative o0 produce secondary

‘a Springer
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metabolites in a profitable manner by using large
bioreactors (Verpoorte and Memelink 2002) and
varistions in the temperature, oxygen availability,
light, medium composition and exposure (o elicitors
are usually evaluated in these studies (Dong and
Fhong 2001; Biondi et al. 2004).

Previously, we have observed a strong influence of
medivm pH on the production of pilocarpine and the
related alkaloid pilosine in calluses obtained from
jaborandi leal petioles (Abreu et al. 2005) and, later,
we vilidated cell suspensions as a model o study the
biosynthesis of imidazole  alkaloids in jaborandi
(Abren et al. 2007a) In this work, two jaborandi cell
lineages wenre studied regarding their ability o
pricluce and release pilocarpine and pilosine in the
medium, as well as the effects of pH on the partition
of these alkaloids between cell and medium. Our
long-term mm is o understand how pH affects the
transport of the alkaloids through the membrane in
order to get clues about the mechanisms governing
the process,

Materials and methods

Cell culiures

Calluses obtained from jaborandi leal petioles were
used to establish cell suspension cultures (Abren
et al. 2007a) Two cell hineages (P and PF) were
selected for this work due to their mpid growth rate
and wvisual aspects, but mainly becanse they differed
in the pmduction and release of pilocarpine and
pilosine in the culture medium, as shown by
preliminary analyses (data not shown), These cell
cultures were grown in 125 ml Erlenmeyer flasks
with 30ml M5 culture mediom (Murashige and
Skoog 1992), containing 577 pM 2.4-D, and 3%
sucrose (pH 5.8) and kept in the dade in an orbital
shaker (110 rpm). Sub-culturing was carried out each
15 days.

Cell growth curve

Approx. 2 g cells from 15-day-old cell cultures were
transferred to flasks containing media ot varying pHs:
4.8, 5.8, 6.8, 78, B8 and 98, The cultures were
maintained  in  derkness st 110 rpm agitation.
A growth curve was obtwned sampling 3 cultures

153 Springer
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Masks and determining the cell dry weight every Sth
day starting at day 10, This experiment was repeated
three times and, although some vanations have been
observed in terms of inal cell mass, the fnal position
of each tremtment was the same. Therefore, only the
results of the first experiment are presented.

Biochemical delerminations

Cell cultures were established as above and allowed
to grow for 30 days. They were used for two
proposes: (1) During 12 davs, on every second day,
300 il of medinm were collected from each flask and
the pH was determined with a narrow pH electrode
and then MO:— and MNHy" concentrations were
determined in the medium acconding to Cataldo et al,
(19753 MeCullough (1967), respectively: (21 From
the same fasks, 2 ml aliquots were collected every
Sth day, starting at day 10, until the colture had
completed 30 days. The cells were recovered by
filtration, freeze-dried and then analysed for alka-
loids. The pH of these 2 ml aliguots were also
determined, and then the aliguots were freeze-dried
for alkaloid analysis. We did not observe any =alt
precipitation in the media at any pH. This experiment
wis repeated twice with similar results regarding pH
and alkaloid determinations. In the first experiment,
however, we did not measure MOs— and NH.Y and
therefor: only the data of the second experiment is
presented. Three replicates were set up for each pH
lreatment.

Extraction and analysis of pilocarpine
and pilosine

Freeze-dried cells were extracted and guantified by
HPLC according to Avancini et al. (2003). The media
cultures were extracted by adding the solvents,
following the same sequence as for [reese-dried
cells, Injections with pure standards of pilocarpine
(Sigma) and pilosine (@ gift from the Centroflora
Group—httpedfvew w.centroflora.com.br) were used to
calculate the alkalmid concentmtion in the samples,
Retention tme, UV spectra and co-injection with
pure standamls were used toidenti v the substances in
the chmomatography runs. The concentrations were
expressed as pe g U el dry mass and or pg ml !
culture medinm
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Identification of alkaloids by mass spectrometry

Imdazole alkoloids m the cells or media were
identified according with Abreu et al, (2005),

Results

Lineages P oand PP differed markedly in tenms of
morphology. Linsage P formed frishle and small cell
clusters, while lineage PP formed bigeer and compaet
el clusters.

Both lineages showed the best cell growth of pHs
6.8 and 8.8 (Fig. 1) and asimilar trend megarding pH
varistion. However, lineage P (Fig Za) stabilized at a
lower pH than lineage PP (Fig. Zh)
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Fig. 1 Call mass socumolaton in cell suspension cullures of
lineages P {a) and PP (b)) of Pibsearpus andcropdvBus, with
different intial mediom pHs, donng 30 days of caliivation

pH med ium
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Fig. 2 pH varistion in the cultare mediom of ineage P {a) and
PP (b of & J.rucnp.ﬁ_\'ﬂ'u.\'. vath diffezent iniial medium pH.&.
dusing 3 days of cultivation

Mitmute comtent decreased in the media during cell
culturing (Fig. 3a, by The content in lineage PP was
lower than lineage P on the Zod day, but remained
higher on the 12th dav, The content of NH. " varisd
very similarly in both lneages at the various pHs
{Fig. 3c, d) Itis noteworthy that for both lineapes at
pHO.R the NHy' content was very low beginning on
the 2md day,

Lineage P and PP produced signi ficant amounts of
pilocarpine, while lineage PP produced pilosine as
well, Alkaloid production was always higher in the
cells, These results ame presented separately in the
following sections,

Lineage P

Cells of this lineage poduced and released pilocar-
pine it the medium. Unexpectedly, the highest
pilocarpine production occurred o high pHs, manly
after the 20th day. At pHs 8.8 and 9.8 (Fig. 4a), the
cells were still wishle after 30 days, a8 shown by
wiahility testing carmed ou with Ruorescem diacetate
{Balestnn and Cinelli 2001). At all pHs, the pilocar-
ping concentration in the cells was stomgly meduced
on the 3Mh day (Fig. 4ah Pilocarpine was also
highest at high media pHs and at all pHs there was a
marked decresse of alkalmd concentration on the
ith day (Fig. 4b).
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Lineage PP

In geneml, the quantities of pilocarpioe in the cetls and
medin of hneage PP were higher than the values found
in lineage P (Fig. Sa, b). The highest production of
pilocarpine in lineape PP occurred after the 20th day,
at high pHs (Fig. 5a). At low pHs there was an
merease of pilocarpine produc ion during the cultiva-
ton penad, i phenomenon that was not ohserved with
lineape P. Ther was also 2 marked decrease of
pilocarping on the 30th day at ol pH teatments,
Pilocarping alse accumulated in the medium o high
pHs and o decresse of content occurred on the 25th
day, 5 doys befone the decrease ohserved in the cells
(Fig. 5hr. Much less of the pilosine atkaloid was

?_I hpringer

Culture period {days)

produced by lineage PP (Fig. Sc). Excep 25th davipH
5.8, pilisine accumulated in the cells at high concen-
tratiems on the 10th or LSth dayvs (Fg. Sek On the 30th
dav, thers was a marked decrease of pilosing in the
cells. In the media, the gremtest sccumulation of
pilosine was alwiys im the 25th day, being highest at
pH 8 (Fig 5di. On the 30th doy, the pilosine content
in the media was also reduced.

In addition to the lack of pilosine in hneage P, there
were other wvariations in the composition of other
wlkaloids. Mass spectrometry analvss allowed the
identification of & alkaloids in cells of lincage P and
PP, and in the media culture: pilocarping (mdz 2080,
pilosing (md 287), anhydropilosine (e 2691, 13-nor-
BL D-dibydropilocarpine (mez 193), 3-hydroxymethyl-
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Fig. 5 Pilocapine {a by

and pilodne {c, ) contents 3 (A) EPH ;: n i
in ithe cells {a, ¢) and in the [ ] =k &s ':E"
medinm {l, dy of lineage PP ‘g = EE 2
(P, microphy Busy, with R ~| == pH 5.8 =
different indtial mediuon E E. f
pHs, dusing 30 days of B 207 w 0
cultivation % 10, . g o

= =

. g 1] 15 20 25 a0 ! 10 15 20 25 a0

35

Culture pericd (days)

L —

50 Hi—

(o)

25
204 |-

15T

Pilo sine (pgly DW)
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Culture period (day =)

A-{F-methy - 3H-nmidaeol-4-v1)- I-phenyl-butan- [-one
(s 2590 and 3-beroy l-4-O-meth y - 3H - midazol 4
wimethvl}-dihvdro-fumn-2-one (mdz 285) (Table 1)

The cell suspensions of jabomndi were estabhlished
from callus cultures produced from petioles from the
same P, piferophling plant, Nevertheless, lineages P
and PP presented very distnet morphological and
physiological choractenstics, in terms of cluster
formation, growth rate, and alkaloid production. Such
varistiong  have heen reported o cell suspension
cultures of Catharanthns roseus (El-Saved el al,
2004 and Ocipmam basiliowm (Kintgios et al, 20005).
Cell organization may be necessary for the produe-
tion of some secondary metaholites (Brodelius et al,
1979 Haldimamn and Brodebius 1987 Charlet et al.
20000, however, histologianl preperations made with
typical clusters of each jubomndi lineage had oo
percepible differences m terms of cell orzanizmion.
Therefore, it seems that differential alkalod production
in juborandi cells is not mlated to cell differenti ation,
Filocarping which is sold throughout the wokd
comes exclusively from jaborandi plants grown in
South America, particularly from the region of the
Brazihan Amazon forest {Pinhetro [9%97) and, wrdil

104 & — |
0,5 1 .|
0,0+ :

Pilzsine (pg'ml)
|
|
|
|
|
|

10 15 20 25 an
Culture period (days)

recently, the leaves used for extraction were collecied
frinm native plants growing in the wild, resulting in
the additon of jaborandi 1o the list of Brazilian
endangered species.

The ndustrial extraction of pilocarping from the

Jaborandi leaves uses organic solvents, Since pilosine

has no commercial use, it is considersd a contumi-
nant, and additional steps are necessary for s
separation from pilocarping (Centroflore Group, per-
sonal communication ), Therefore, lineage P owould be
mteresting for commercial exploration using bore-
actors, since it is frigble and prodoces and excretes
eaclusively pilocarpine. In contrast, although lineage
PP produces pilosine and pilecarping, o0 15 an
inferesting maodel 0 study the bosynthesis of umd-
arole alkoloids in jaborandi since the biosvnthesis
roues of pilocarpine and pilosine seam to be mloted
{Abreu et al. 2007h; Sawava et al, 2008).

Growth of the cell suspension cultures of jaborand
showed highest mass accumulation ot high pHs.
However, ther was no relationship between cell
profiferation and alkaloid production in the cells or
released in the mediom, nor with the total alkabod
production per fAask, The lack of a comelational
between growth and alkaloid production was also
ohserved in Campiotheca  acuminate, where  the
imcrease of camplothecine occurred in the stationary
phass of the cell culture, while the increase of

@ Springer
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Table 1 Alkalodd composition in cells and media of cell
auspenaon coltwes of P omicrophyllee at different indtal
madiom pHs on the 30th day of colivation

Alkaload Celld Madia pH
medium T8 68 78 88 98
iy 208 Cell P X X X X X X
(plocarping) pediom P x x x % oz X
Cell FP X H H X H H
Mediom FP = X X X X X
mfy 287 Cell P
plosingl g p
Cell FP X X X X X X
Madiom FP = H H % H H
iy 269 Cell P X X x X X
Mediom P X X X X X
Cell FP X ] ] X ] ]
Mediom FP = X X X X X
s 193 Cell P H H
Medium P ]
Cell FP X X X
Medium PP ]
s 241 Cell P X
Medium P
Cell PP
Medium FP
s 259 Cell P X X X X
Mediom P X X X X
Cell FP X X X X X
Medium PP
s JRS Cell P %
Medium P
Cell FP X X X X
Medium PP ] ] X ]

w9 = anhydropilosdne; mé 193 = 13-noe-8 1 -dihydno-
pilocamping; mé 241 = 3-4{3-methyl-3H imidaz ol -4-yImethyl -1
phemy Hak-3-en-1-0ne; vz 259 = Fhydmsymethyl-H 3methyl-3H-
imidazol 4 yli- 1 -phenyHbutan-1-one; s’ 285 = 3-benzoyl-4-
{3- methyl-3H-imd damol -4-ylme thyl -dihydro-furan- 2-one

isocampothecines A and B ocewred when growth
was highest (Van Hengel et al. 1992; Yuet al. 2005).
Mevertheless, the data in the hterature eludes con-
sensus, since caffeine accumulation occurred in
coffee cell cultures dunng the senescing phase
(Buckland and Townsley 1975; Baumann and Rohrig
1989,

Henz, the concentrations of the tmidazole alkaloids

wen: always higher in the cells and, in general, the

'sv'ﬁ Springer
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greatest accumulation of pilocarping in the medium
and cells occurred on the same day (but not for
pilosing in lineage PP). The high production on a
specific day and the melease of alkaloids o the
medium might be an attemnpt of the cells to bulfer the
pH of the medium. In agueous solution, pilocarpine
may epimerze to isopilocarpine which, in tum,
hydrolyzes o isopilocarpic  acid  (Abren et al,
2007h) Unfortunately, diastereoisomers cannot be
distinguished from their onginal structures by the
ESI-MS method wsed here (Abren etal. 2007a;
Sawaya et al. 2008), Together with the other alka-
loids detected in the cell and in the media, the pH
might be comtrolled by alkaloid production, release
andfor modification of the acidic form.

Curiously, while the pH of all treatments stabi lized
around 6 after the 15th day in both lineages, the
highest pilocarpine production was observed on the
25th day, particulady at pHs 8.8 and 9.8, Therefore, it
seems that the medivm pH did not affect the
production of this alkaloid at the beginning of cell
culture, but in some way, there was a long-term
effect. It is difficult to consider that pHs 8.8 and 9.8
caused @ long-temn  stress since cells of these
treatments grew well until the end of the experiment.
Reganding pilosine, the opposite seems to happen, as
the highest production of this alkalod was cheerved
at pH 4.8 and on the 10th day.

Stahilization of the pH in media cultures with
initially high pHs has been reported (Takayama et al,
1997 Minocha 1987 ) and a common explanation for
such variations has been the changes in the NHy " and
M0s content due to a differential absorption of these
nutrients by the cells (Minocha 1987 Salisbury and
Ross 1992).

In both lineages the NH, " content was already low
on the 2nd day at pHs 6.8-8.8. On the same day, the
NHy " content of cells of pH 98 flasks was even
lower, indicating an intense absomption. However, the
medivm pH stabilized only at the 10th day for lineage
P and at the 15th day for lineage PP. This lack of a
relationship between NHy' content and pH stabiliza-
tion might result from slow absorption of NOs—, with
a consequent lower release of HY into the medium.

Pilocarping prodoction per flask (cells 4 culture
medium) varied during the experiment. Therfore,
either the alkaloids were degraded (intm- and extra-
cellularly) or, after release, they were ne-absorbed and
degmded inside the cells. Some plant cell suspension
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cultures can absorb alkaloids previously released into
the medium {Sakai e1 al, 2002; Terasaka et al. 2003;
Goodman et al. 2004) but the control of such re-
ahsorption and the transport of this class of compounds
through membranes is still largely unexploned.

Two mechanisms are known for the transpont of
secondary metabolites across membranes of plant
cells: a system involving a HY gradient, mediated by
a H'-antiport, and a second system called the ATP-
Binding Cassette (ABC) (Martinoia et al. 2002;
Yazaki 2006), Control by protein membrane trans-
ponters might explain the variation in pilocarpine and
pilosing levels in the cells and in the culture medium
in all pH treatments. To our knowledge, no study had
thus far focused on the effect of medium pH as
opposed o membrane transporters in the control of
plant cell secondary metabolite content. Pilosine
accumulsted in the cells in acidic medium in the
first days of the experiments, while the opposite was
ohserved for pilecarpine, which accumulated when
the pH had stabilized to around 6.

Therefom, an important next step it 15 o investi-
gate  the proteins mediating  the  transport  of
pilocarping and pilosing in the jaborandi cells, using
specific inhibitors, Further research is necessary to
determine how the effect of medivm pH can change
the response of these profeins, in arder to increase the
release of alkaloids o the medivm as a way of
making their economical exploitation possible using
bioreactors,
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