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RESUMO 

 

A pilocarpina é um alcalóide imidazólico, que possui como única fonte natural 

espécies do gênero Pilocarpus. Este alcalóide é utilizado no tratamento de glaucoma e 

xerostomia. O elevado custo de folhas de Pilocarpus microphyllus no mercado internacional e 

conseqüente extrativismo predatório resultaram na sua inclusão na lista de espécies em 

extinção do IBAMA. Na busca de fontes alternativas do alcalóide conseguiu-se demonstrar 

que suspensões celulares desta espécie podem ser um modelo para produção e estudo da 

biossíntese e do transporte de pilocarpina, uma vez que produz os mesmos alcalóides 

encontrados nas folhas. A extração de pilocarpina a partir do meio de cultura poderá 

minimizar a quantidade de solventes altamente poluentes utilizados na extração deste alcalóide 

a partir das células, assim como, reduzir a contaminação por outros constituintes celulares. 

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo inicial determinar o local e limite de 

acúmulo intracelular de pilocarpina e verificar se o fornecimento externo de altas doses do 

alcalóide causaria toxidez às células produtoras e não produtoras de pilocarpina.  Em seguida, 

caracterizar a absorção do alcalóide pelas células submetidas a diferentes valores de pH do 

meio de cultura e também identificar o mecanismo de transporte do alcalóide nas suspensões 

procurando definir qual é a proteína de membrana responsável pelo transporte de pilocarpina 

entre células e meio de cultura através do uso de inibidores de transportadores da família das  

ATPases e ATP-binding cassete proteins (ABC).  

Os testes histoquímicos e o ensaio de fracionamento celular, apesar de não 

conclusivos, indicaram o acúmulo de pilocarpina no vacúolo, ainda que a fração 

correspondente a essa organela venha misturada com o conteúdo do citoplasma. As 

informações sobre a localização subcelular em adição aos dados de toxicidade mostraram que 

pilocarpina apresenta forte citotoxicidade a cultura de plantas que não apresentam sua via de 
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biossíntese. Culturas de P. microphyllus produtoras de pilocarpina apresentaram uma clara 

tolerância às altas doses do alcalóide (crescimento semelhante ao controle), mesmo que não 

produzindo o alcalóide em altas quantidades. Isto sugere a existência de um mecanismo de 

detoxificação espécifico-específico nas células aqui estudadas, que evitam a toxicidade de seus 

alcalóides (pilocarpina e pilosina) armazenando-os no vacúolo.  Nos ensaios de absorção do 

alcalóide em diferentes valores de pH, observou-se que quanto maior o pH, menor a absorção 

do alcalóide.  Nos ensaios com os inibidores de proteínas transportadoras de membrana 

verificou-se que as menores taxas de inibição na absorção e liberação provocadas por 

inibidores específicos de ATPases, a bafilomicina e pelo NH4Cl, não descartam a participação 

destas proteínas, mas podem indicam uma menor participação, visto que a inibição provocada 

pela azida sódica, também um inibidor de ATPases, foi muito intensa. Contudo, os resultados 

de absorção e liberação de pilocarpina mostraram intensa inibição na presença dos inibidores 

de ABCs o que aponta para um transporte de pilocarpina mediado por esta família de 

proteínas, tanto para fora como para dentro da célula. Por fim, os ensaios de cinética apontam 

para uma inibição do tipo competitiva gerada pelos dois inibidores utilizados, sendo que os 

menores valores da Constante de Inibição (Ki), encontrados para a nifedipina indicam que este 

composto possue uma ação inibitória mais intensa que o vanadato de sódio. 
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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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INTRODUÇÃO 

 

Pilocarpus, da família Rutaceae, é o gênero de espécies popularmente conhecidas 

como jaborandi. Este gênero 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 território brasileiro, principalmente na região Leste da Amazônia e nas regiões do 

Centro-Sul e Nordeste (Marques & Costa, 1994). 

Todas as espécies apresentam concentrações variadas do alcalóide pilocarpina, 

entretanto, Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holmes e Pilocarpus jaborandi Holmes se 

destacam economicamente por conterem os maiores teores do alcalóide e apresentarem ampla 

distribuição geográfica, sendo encontradas no Pará, Maranhão, Piauí, Pernambuco e Ceará 

(Joseph, 1967; Kaastra, 1982).  

Estas espécies são plantas arbustivas bastante ramificadas de porte baixo a médio, 

variando entre 2 a 3 metros altura (Marques & Costa, 1994). É nas folhas que se encontram os 

maiores teores de pilocarpina, cerca de 0,5 a 1,0% em relação a sua massa seca (Souza et al., 

1991). 

Em estudos sobre a composição alcaloídica do jaborandi foram identificados outros 11 

alcalóides imidazólicos (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 alcalóides estejam envolvidos em diferentes 

rotas biossintéticas na formação de pilocarpina e da pilosina. O extrato foliar também 

apresenta entre 0,24% e 0,38% de óleo essencial, caracterizado por seu odor de bálsamo 

(Merk, 1983). A pilocarpina e isopilocarpina são usualmente isoladas como óleos viscosos 

sem cor, no entanto, na forma de sais são sólidos higroscópicos. 
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Figura 1. Alcalóides imidazólicos presentes no extrato foliar de Pilocarpus microphyllus: 1) 
13-nor-8(11)-diidropilocarpina; 2) Pilosinina; 3) Pilocarpina; 4) Pilocarpidina; 5) Ácido 
Pilocárpico; 6) anidropilosina; 7) Pilosina; 8) Ácido Piloturínico; 9, 10, 11 e 12 - alcalóides 
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 então poucos estudos foram feitos acerca deste alcalóide. 

Entre os principais estudos destacam-se aqueles que se dedicam a elucidar suas 

propriedades farmacológicas, sendo a principal delas a diminuição da pressão intra-ocular e 

assim a sua utilização no tratamento de glaucoma (Webster et al., 1993, Midgal, 2000). 

Geralmente é mais bem tolerada que os anticolinesterásicos e constitui o agente colinérgico 

padrão no tratamento inicial do glaucoma de ângulo aberto (Beasley & Fraunfelder, 1979). A 

ação miótica da pilocarpina é útil para corrigir a midríase produzida pela atropina. A 

pilocarpina é também empregada para impedir a formação de aderências entre íris e cristalino 

(Taylor, 1991) e permite a realização de medições oftalmológicas (Laibovitz et al., 1996). 

Atualmente, alguns beta-bloqueadores, análogos sintéticos da pilocarpina passaram a ser 

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

glaucoma (Kass, et al., 2002). 
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Este alcalóide também é estimulante de glândulas sudoríparas, lacrimais e salivares, 

atuando sobre as terminações nervosas das células secretoras no sistema nervoso 

parassimpático (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 

pós-irradiação (boca seca) em pacientes com câncer de cabeça e de pescoço, após vários 

estudos provando sua eficiência no estímulo para a produção 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 é por isso é incorporada em algumas loções capilares (Swan, 1967; Oliveira & Akissue, 

1989). Em dermatologia é usada como modificador da pele (Oliveira & Akissue, 1989). Cabe, 

no entanto, ressaltar que também pode apresentar vários efeitos adversos como miose, dor de 

cabeça, náusea, vômito, diarréia e edema pulmonar, e a administração de doses baixas pode 

causar diaforese intensa (Kushnick et al., 1996).    

As principais preparações de pilocarpina são as soluções oftalmológicas, nas quais o 

alcalóide está presente na forma de cloreto ou nitrato de pilocarpina em concentrações que 

variam de 0,25-10% (Taylor, 1991).  

Já 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 colaboração com a Faculdade de Medicina da Unicamp (Dr. Stephen 

Hyslop) mostraram que este alcalóide possui propriedades anti-acetilcolinérgicas e 

semelhantes a da pilocarpina, contudo age através de um mecanismo de ação diferente 

denominado mecano-recepção (Ilka Nacif Abreu, dados não publicados).  

Como as únicas fontes naturais destes alcalóides são espécies do gênero Pilocarpus de 

ocorrência somente no território brasileiro, a pilocarpina hidroclorada é um dos alcalóides 

parasimpatomiméticos e mióticos mais caros e chega a movimentar anualmente cerca de U$ 
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400 milhões (Carvalho, 2004). Sendo assim, em função do elevado preço do quilo das folhas 

secas (U$ 4,00), a expansão do mercado de pilocarpina nos últimos trinta anos, provocou o 

crescimento descontrolado no extrativismo de folhas de jaborandi, principalmente da espécie 

P. microphyllus, considerada como sendo o “jaborandi legítimo” ou “jaborandi do Maranhão”, 

devido a sua maior ocorrência neste Estado (Corrêa, 1969). Este processo conduziu ao quase 

esgotamento das populações naturais, o que resultou na sua inclusão na lista do IBAMA de 

plantas brasileiras sob risco de extinção (IBAMA, 1992). 

Paralelamente à pressão sobre as populações naturais, acelerou-se o processo de 

domesticação e privatização da espécie pela indústria farmacêutica alemã Merck (SUDEMA, 

1970) em fazendas localizadas no Estado do Maranhão implantadas por ela a partir de 1969 

até 1999, período em que se chegou a coletar cerca de 4000 kg de folhas por hectare/ano 

(Vieira, 1999). A Merck detém o monopólio da compra de folhas de jaborandi resultantes do 

extrativismo, assim como o da sua produção. Atualmente a produção gira em torno de 1.400 

kg de folhas por hectare/ano. Em 2002, a Merck concedeu à empresa brasileira Centroflora 

(Vegeflora Extrações do Nordeste Ltda., antiga Vegetex-Merck) o direito de realizar a 

extração da pilocarpina, mas ainda é responsável pela purificação e comercialização do 

alcalóide (www.centroflora.com.br; Pinheiro, 1997). 

Frente à grande importância econômica e farmacológica do jaborandi e na ausência de 

informações na literatura sobre aspectos fisiológicos e bioquímicos da pilocarpina na planta, 

deu-se início na Unicamp a diversos estudos com a espécie P. microphyllus. Entre eles 

podemos destacar os trabalhos de: indução da produção de pilocarpina em folhas de jaborandi 

por ácido salicilico e metiljasmonato (Avancine et al., 2003),  regulação da produção de 

pilocarpina em calos de P. microphyllus (Abreu et al., 2005), diversidade genética de 

Pilocarpus (Sandhu et al., 2006) e de caracterização do perfil dos alcalóides imidazólicos em 

P. microphyllus em diferentes estações e partes da planta (Abreu et al., 2007b).  
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Outro estudo, ainda em andamento, procura elucidar a via de biossíntese da pilocarpina 

e dos demais alcalóides imidazólicos com a utilização de plantas e de suspensões celulares. 

Acredita-se que estes sejam derivados do aminoácido histidina, que possue um anel 

dinitrogenado, o qual seria convertido em um anel imidazólico e os átomos de carbono 

adicionais seriam provenientes do acetato ou da treonina (Dewick, 1997). Contudo cabe 

ressaltar que outras rotas são possíveis, visto que, por exemplo, o alcalóide imidazólico 

anosmine, é formado a partir de duas unidades de lisina (Hemscheidt & Spenser, 1991).  

Em outros três trabalhos houve participação da autora desta tese e resultaram em três 

publicações, que podem ser encontradas no final desta dissertação em Anexos.  

No trabalho “HPLC-ESI-MS/MS of Imidazole Alkaloids in Pilocarpus 

microphyllus” (Sawaya et al., 2008) procurou-se desenvolver uma técnica de análise 

qualitativa e quantitativa dos alcalóides imidazólicos através de HPLC acoplado ao ESI-MSn. 

Para isso, utilizaram-se dois extratos de alcalóides obtidos a partir de folhas frescas de plantas 

de P. microphyllus mantidas em casa de vegetação e outra a partir de uma pasta, rejeito 

resultante do processo de extração industrial de pilocarpina pela Vegeflora. Tanto as folhas 

como a pasta foram submetidas ao processo de extração dos alcalóides desenvolvido por 

Avancine et al. (2003). Trata-se de um método adequado para análises de rotina de amostras 

que contém estes alcalóides, assim como para separação e identificação de alcalóides 

conhecidos e novos desta família e, talvez, possa ser aplicado para futuros estudos das vias de 

biossíntese da pilocarpina em P. microphyllus. 

Já no trabalho, intitulado “Cell suspension as a tool to study the biosynthesis of 

pilocarpine in Jaborandi” (Abreu et al., 2008) promoveu-se a indução de calos celulares 

utilizando como explantes pecíolos de plantas de P. microphyllus mantidos em casa de 

vegetação, que em seguida foram utilizados para o estabelecimento de seis linhagens celulares 

tanto primárias como resultantes de subcultivos. Análises do conteúdo de alcalóides e de 



6 

curvas de crescimento mostraram que as linhagens primárias apresentavam maiores teores de 

pilocarpina e pilosina e melhor crescimento celular. Células subcultivadas mostravam um 

decrescimento dos teores de alcalóides e a partir de 24 subcultivos a produção estabilizava. 

Ainda neste trabalho verificou-se que as suspensões celulares de P. microphyllus podem ser 

um modelo para produção em quantidades elevadas e estudo da biossíntese de pilocarpina, 

uma vez que produz os mesmos alcalóides encontrados nas folhas. 

Diversos autores já relataram que a regulação de alcalóides de diferentes classes pode 

ser influenciada por diferentes fatores abióticos, tais como luz, temperatura, composição 

gasosa, salinidade, estresse osmótico, ácido jasmônico, alterações 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 mudanças no pH, 

variações nas concentrações de N e P no meio de cultura intensificavam a produção de 

pilocarpina a partir de calos, sendo que pH 6,8 induziu maior produção e liberação 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 relação ao tratamento com pH 6,8.  

Portanto, a fim de se verificar como as suspensões 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 produção de pilocarpina e pilosina foi analisada em duas das linhagens de suspensões 

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 produção dos alcalóides 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 alcalóides estudados sempre eram mais elevados nas células que no meio de cultura 

sendo que para a maioria dos tratamentos notou-se uma maior liberação do alcalóide no 20º 

dia de subcultivo. A produção de outros alcalóides 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 produção dos alcalóides imidazólicos através do cultivo in vitro de células, uma vez 

que, por apresentarem estrutura química muito complexa, sua síntese química é difícil e de 

custo elevado. Além disso, a obtenção destes compostos a partir de plantas traz problemas tais 

como variação da quantidade e qualidade do material vegetal e períodos prolongados de 

cultivo antes que as plantas possam ser coletadas (Verpoorte & Van der Heijdenj, 1993). 

A cultura de tecidos em plantas já é bastante utilizada como alternativa para 

propagação comercial de plantas de interesse alimentício, medicinal e ornamental (garantem 

constância na qualidade das mudas livres de doenças) e para manutenção de bancos de 

germoplasma e de bancos clonais em centros de pesquisa (George & Sherrington, 1984; 

Shimomura, 1997). 

O potencial da cultura de órgão e células para produção de compostos químicos finos 

foi inicialmente explorado com cultura de raízes 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 suspensões celulares, quando bem sucedida, tem se mostrado bastante 

promissora para produção de metabólitos secundários in vitro, visto que permite uma rápida 

proliferação celular, em curtos intervalos de tempo, o que possibilita a realização de estudos 

sobre regulação de um determinado metabólito secundário sob condições controladas e fáceis 

de serem manipuladas (Rout et al., 2000). 

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

bastante aplicável. A fim de otimizar a produção dos metabólitos, vários estudos têm sido 
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feitos no que concerne a elucidação das vias biossintéticas, taxas de acúmulo da substância de 

interesse, sítios de armazenamento dentro das células e de catabolismo. Uma vez que a 

regulação da síntese destes compostos é feita a um nível gênico, umas das propostas do uso da 

cultura de células é clonar os genes do metabolismo secundário e aumentar a expressão dos 

genes que codificam para as enzimas da via, favorecendo assim a síntese do metabólito de 

interesse (Verpoorte & Van der Heijdenj, 1993; Verpoorte et al., 1999; Verpoorte & 

Memelink, 2002).  

Além disso, um dos aspectos desejados para a produção de metabólitos secundários em 

biorreatores é a compreensão de como ocorre o transporte destas substâncias 

intracelularmente, caso existam locais distintos de produção e armazenamento, assim como a 

sua liberação 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 

simplificação da purificação da substância de interesse em função da não contaminação por 

outros constituintes celulares. Além disso, também minimiza-se a quantidade de solventes 

altamente poluentes (ácidos e bases fortes e clorofórmio) utilizados na purificação destes 

compostos a partir de células. Portanto, é desejável conhecer qual o mecanismo de transporte 

que controla a liberação de alcalóides para o meio de cultura através da membrana, pois uma 

das estratégias de aumentar a liberação dos mesmos para o meio de cultura seria a super-

expressão dos genes que codificam para proteínas de transporte nas culturas celulares 

(Oksman-Caldentey & Inze, 2004). 

Os dois principais mecanismos propostos para o transporte intra e extracelular de 

metabólitos secundários são: um sistema com gradiente de H+, mediado via H+-antiporte e, um 

segundo, denominado ABC (transporte primário energizado diretamente pelo transportador 

“ATP-Binding Cassete” - ABC) (Martinoia et al., 2002). Dependendo da espécie estudada o 

transporte do metabólito e feito por uma destas vias ou no caso algumas espécies o transporte 
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entre meio e célula e via ABC proteínas e entre citossol e tonoplasto, via ATPases (Otani et 

al., 2005). 

H+- ATPases pertencem  a superfamília de P-type ATPases. Já foram identificados 46 e 

43 genes desta superfamília 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 são encontrados em plantas. O ramo das H+- ATPases é subdividido em cinco subfamílias 

que aparecem antes da separação  entre as espécies monocotiledôneas e dicotiledôneas 

(Arango et al., 2003). Em nenhuma das subfamílias estas proteínas atuam trocando o sódio e o 

potássio como é feito pelas Na+/K+-ATPase de células animais. Ao invés disso, as plantas, 

assim como os fungos, possuem uma bomba de prótons que acopla a hidrólise do ATP ao 

transporte de prótons para fora da célula, o que estabelece um gradiente eletroquímico na 

membrana plasmática que é dissipado por um transporte secundário usando prótons como 

simporte ou antiporte, assim como o sódio é usado em células animais. Funções adicionais a 

estas proteínas, tais como participação na abertura estomática, no crescimento celular, na 

regulação do pH intracelular, no transporte de açúcar também foram propostas (Zhao et al., 

2000; Vitart et al., 2001; Merlot et al., 2007; Gevaudant et al., 2007). 

Já os transportadores ABC, constituem uma grande família protéica descrita em 

organismos de todos os taxa e amplamente conhecidos em microrganismos (Higgins, 1992). 

Estudos com células cancerígenas levantaram os primeiros indícios de que estas proteínas 

seriam responsáveis no transporte de metabólitos secundários, visto que, são responsáveis por 

promover a resistência dos tumores a uma ampla diversidade de drogas (muitas delas oriundas 

de plantas), realizando o efluxo destas substâncias para fora das células (Juliano & Ling, 1967; 

Chen et al., 1986; Ueda et al., 1986 e 1987). Estudos recentes têm demonstrado que a 

participação destas proteínas não esta restrita a processos de desintoxicação (Martinoia et al., 

2002). 
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Apesar de pouco estudados em plantas, nos últimos anos demonstrou-se que estas 

proteínas estão envolvidas no transporte de hormônios, lipídios, metais, xenobióticos, 

metabólitos secundários (Sánchez-Fernández et al., 2001) e, dependendo da direção do 

transporte em relação ao citoplasma, são categorizados como proteínas de influxo ou de efluxo 

(Saurin et al., 1999; Dassa et al., 2001). Além disso, também participam de processos de 

compartimentalização vacuolar e contribuem na interação com patógenos e na modulação de 

canais de íons (Yazaki, 2005; Rea, 2007). 

 O sequenciamento completo da Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome 

Iniciative, 2000) permitiu a identificação de 129 genes que codificam para proteínas do tipo 

ABC (sendo que 103 são de proteínas de membrana e o restante para proteínas livres do 

citoplasma). Estas proteínas são tipicamente compostas por domínios transmembranares 

(TMDs) e domínios nucleotídicos (NBDs) (Theodoulou, 2000). Os NBDs são relativamente 

conservados e capazes de se combinar e hidrolisar o ATP para liberar energia. Este domínio 

apresenta motivos conservados, entre eles às seqüências denominadas Walker A e Walker B e 

os loops H e Q. Já os TMDs, composto por diversas alfa-hélices hidrofóbicas, utilizam esta 

energia para capturar e transportar o substrato alvo pela membrana plasmática (Verrier et al., 

2008).  

 Aquelas proteínas que possuem um domínio de cada tipo são chamadas de half-size e 

estão presentes em organismos procariotos e eucariotos, enquanto que aquelas que possuem 

dois domínios de cada tipo, proteínas full-size, estão presentes somente em eucariotos. 

Acredita-se que todos os domínios NBDs compartilhem de uma mesma origem evolutiva e 

mecanismos, enquanto que os TMDS, podem diferir consideravelmente em seqüência e 

portanto exibir importantes diferenças quanto ao seu mecanismo de ação. Isto se reflete na 

diversidade de substratos que são transportados pelas ABCs (Higgins et al., 2004). 
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A família de proteínas ABC de plantas foi dividida em oito subfamílias, de A-H, em uma 

classificação recente proposta por Verrier et al. (2008). A subfamília B compreende as 

proteínas full-size PGP-MDR (P-glycoproteins multidrug resistance)  que estão associadas ao 

transporte de auxinas, metabólitos secundários e xenobióticos. Esta subfamília de ABCs é a 

responsável por conferir resistência de células cancerígenas a medicamentos (Higgins, 1992; 

Gottesman & Pastan 1993). Acredita-se que estes transportadores estejam envolvidos no 

transporte de certos metabólitos através da membrana para promover sua acumulação em 

partes específicas da planta ou em células (Yasaki, 2005). 

 Apesar de algumas proteínas MDR de plantas já terem sido identificadas e 

caracterizadas (Schulz & Kolukisaoglu, 2006), poucos genes de MDR em plantas medicinais 

foram clonados, como por exemplo, o CjMDR1 em Coptis japonica (Shitan et al., 2003) e 

CrMDR1 em Catharanthus roseus (Jin et al., 2007). Além destes, outros homólogos 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 alumínio e proteínas 

capazes de interagir com a calmodulina, respectivamente.  

Em trabalhos com culturas em suspensão de Coptis japonica, verificou-se que as 

células são capazes de absorver berberina adicionada no meio de cultura e acumulá-la no 

vacúolo, 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 proteínas (Terasaka et al., 2003). Nestes trabalhos os autores 

discutem que este processo de compartimentalização dos alcalóides no vacúolo ou de sua 

liberação para o meio de cultura seriam estratégias adotadas pelas espécies para previnir-se de 

sua citotoxicidade. 

Neste contexto, partindo do conhecimento de que alcalóides imidazólicos são 
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produzidos e liberados para o meio de cultura em suspensões celulares de P. microphyllus e 

que estes processos são influenciados por alterações do pH, estudos que envolvam a 

determinação do local de acúmulo deste alcalóide nas células e os mecanismos de transporte 

da pilocarpina entre célula e meio, aliado as estratégias que aumentem a produção desta 

substância pelas suspensões, poderiam contribuir para o desenvolvimento de melhores 

estratégias para obtenção mais eficaz e economicamente viável de pilocarpina em cultivo de 

células. 
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OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho foram: 

• Determinar o local de acúmulo intracelular de pilocarpina nas células em 

suspensões; 

• Verificar a sensibilidade das suspensões de P. microphyllus a altas doses do 

alcalóide pilocarpina; 

• Determinar o mecanismo envolvido no transporte deste alcalóide entre células e 

meio de cultura, procurando identificar se há a participação de proteínas  

ATPases e/ou proteínas ABC neste processo;  

•  Verificar a influência do pH do meio de cultura no transporte de pilocarpina 

entre células e meio de cultura.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

Para a realização de todos os experimentos foi utilizada a linhagem A de suspensões 

celulares de P. microphyllus estabelecidas de acordo com Abreu et 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 grânulos 

celulares, o que não foi observado nas demais linhagens disponíveis. Nos ensaios de 

toxicidade também utilizou-se suspensões de C. arabica estabelecidas e mantidas de acordo 

com Filippi et al., (2007). Para o ensaio de localização subcelular, além das suspensões 

celulares, também foram utilizadas folhas jovens de plantas de P. microphyllus crescendo na 

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

 

Reagentes  

 A pilocarpina, todos os inibidores, o DTT (ditiotreitol) e o ácido 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 extração dos alcalóides das culturas celulares, os reagentes para preparo das 

soluções dos testes histoquímicos, o diacetato de fluoresceína, o ácido ascórbico e a sacarose 

foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany). A resina plástica (Historesin-Leica) foi 

adquirida da Leica microssystems (Heidelberg, Germany).  

 

Manutenção 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 líquido (Murashige e Skoog, 1962), contendo 5,77 µM de 
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ácido 2,4 diclorofenoxiacético, 3% de sacarose e pH ajustado para 5,8. As culturas foram 

mantidas no escuro, sob agitação constante de 110 rpm. As culturas foram repicadas a cada 15 

dias. 

A montagem dos ensaios de absorção de pilocarpina exógena, localização subcelular, 

toxicidade, inibição e cinética foram realizados em um fluxo laminar localizado em uma sala 

adequada para manipulação de cultura de tecidos, a fim de se manter as células em condições 

estéreis. Todos os ensaios realizados neste trabalho foram feitos em triplicatas experimentais, 

cada uma delas com triplicatas técnicas. 

 

Extração e quantificação de pilocarpina e pilosina 

A extração de alcalóides das frações de célula e meio de cada amostra foi feita de 

acordo com Avancine et al. (2003), na qual são adicionados 10 ml de NH4OH (10%) para cada 

grama de células frescas e 5 ml de NH4OH (10%) para cada 1 ml  de meio. Para as células o 

material foi macerado em graal após a adição de NH4OH a fim de se homogeneizar a mistura e 

depois transferido para frascos com tampa rosqueada. Após 15 minutos, foram adicionados 10 

ml de clorofórmio e o tubo contendo a mistura era agitado vigorosamente em vórtex. Após 

centrifugação a 3000 g por 20 min, o clorofórmio foi recuperado e o restante foi re-extraído 

por mais duas vezes, cada uma com a adição de 5 ml de clorofórmio. As frações clorofórmicas 

foram reunidas e extraídas duas vezes com 5 ml de H2SO4 (2%). As frações ácidas foram 

reunidas e alcalinizadas a pH 12 com NH4OH concentrado. Após duas extrações em 2 ml de 

clorofórmio, as frações foram reunidas, secas em speed-vac e solubilizadas em 500 µl de água 

milli-Q. As quantificações de pilocarpina nos extratos foram realizadas por cromatografia 

liquida de alto desempenho (HPLC) em sistema isocrático, utilizando coluna supelcosil LC18 

(Supelco) e como eluente solução aquosa contendo 0,3% de trietilamina e 12% de metanol, 

com pH ajustado para pH 3 com H3PO4. O fluxo foi de 1 ml/min, o volume injetado das 
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amostras foi de 25 µl e a detecção com detector de UV (ultravioleta) a 212 nm. A identificação 

de pilocarpina nas amostras foi feita pelo tempo de retenção e co-injeção com padrão puro de 

pilocarpina e pilosina. A quantificação se deu por comparação dos picos nas amostras com 

corridas com quantidades conhecidas de pilocarpina e pilosina. 

 

Toxicidade da pilocarpina a diferentes suspensões celulares 

A fim de se avaliar a sensibilidade de diferentes suspensões 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 concentrações de pilocarpina (0 a 10 mM  tanto para P. microphyllus 

como para as suspensões de C. arabica). Após 20 dias de cultivo, as suspensões foram 

filtradas a vácuo e lavadas por três vezes com água 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 fluoresceína (Balestri & 

Cinelli, 2001). De cada frasco de células em suspensão coletamos 0,2 ml de suspensão e a ele 

adicionados 500 µl de solução 0,5% de fluoresceína diacetato. Após 5-10 minutos observou-se 

as células em um microscópio de fluorescência. Células com o interior fluorescentes mantêm 

viabilidade por mostrarem integridade e funcionalidade da membrana plasmática.  

 

Localização subcelular da pilocarpina por centrifugação diferencial 

Para este ensaio foram utilizadas células em condições 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 após uma hora de incubação, adicionou-se pilocarpina na concentração final 

de 0,25 mM. Após doze horas de tratamento coletou-se as células para realização do 

fracionamento celular. Em ambos os casos (com e sem pilocarpina) as suspensões celulares 

foram filtradas a vácuo e 5 g de células foram coletadas e lavadas três vezes com água milliQ. 
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O fracionamento celular em cloroplasto, mitocôndria e citoplasma + vacúolos foi feito usando-

se um método de centrifugação diferencial (Wingsle et al., 1991) com adaptações. Utilizaram-

se 10 ml de tampão de extração (5% de DTT, 0,5% de ascorbato, 30 mM de sacarose, pH 8,0, 

4°C) para macerar suavemente os grânulos 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 então novamente filtrado 

por mais três vezes em uma membrana de 100μM (MilliPore®) a fim de se individualizar as 

células e eliminar a areia lavada que ainda restava. Ressuspendeu-se os resíduos restantes 

nesta membrana em 10 ml de tampão e refiltrou-se.  O filtrado resultante foi então novamente 

filtrado duas vezes em uma membrana de 45μm (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 

tampão e centrifugou-se novamente a 400 g por 20 min a 4°C, para lavagem dos cloroplastos. 

Repetiu-se o mesmo procedimento por mais duas vezes. Os sobrenadantes resultantes destas 

lavagens foram preservados para posterior quantificação de pilocarpina a fim de se obter o 

total produzido pelas células. O sobrenadante 1 foi então centrifugado em rotor swing  a 

110000 g por 15 minutos a 4°C, para separação da mitocôndria (pellet, ressuspenso em 5 ml 

de tampão) e citoplasma/vacúolo (sobrenadante). Extraiu-se e quantificou-se a pilocarpina em 

cada fração subcelular. O mesmo procedimento foi feito utilizando-se 1 g de folhas jovens de 

plantas de P. microphyllus. 

 

Testes histoquímicos 

 Para realização dos testes histoquímicos as células foram separadas do meio de cultura  

através de filtração a vácuo e lavadas três vezes com água milliQ. Em seguida foram fixadas a 
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vácuo em paraformaldeído 4% (p/v), por 24h a 4ºC, para que ocorresse a submersão dos 

aglomerados de células no fixador. Depois, foram desidratadas em série etílica e emblocadas 

em resina plástica (Hitoresin, Leica), segundo as instruções do fabricante. Em seguida, com o 

uso de micrótomo rotativo (Leica RM2145) secções de 5μm foram feitas e fixadas em 

lâminas.  

Para análise estrutural dos aglomerados de células algumas lâminas foram coradas com 

azul de toluidina 0,05% (p/v), em tampão de tetraborato de sódio. Já as lâminas submetidas 

aos testes histoquímicos não foram coradas. Testes histoquímicos e seus respectivos controles 

foram realizados para a detecção de alcalóides com os reagentes de Wagner (Furr & Mahberg, 

1981) e Dragendorff (Svedsen & Verpoorte 1983). 

 Os aspectos relevantes da análise do laminário foram registrados através de 

fotomicrografias digitais (600dpi) obtidas em microscópio Olympus BX51 e as escalas pela 

projeção da lâmina micrométrica nas mesmas condições ópticas. As imagens foram editadas 

no programa Photoshop 7.0 e pranchas com as fotomicrografias feitas em PowerPoint versão 

2003.  

 

Absorção de pilocarpina exógena pelas suspensões 

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 e 9,8, em um total de 36 erlenmeyers 

para cada um destes valores de pH (tratamentos). Após uma hora de incubação adicionou-se 

pilocarpina aos erlenmeyers para a concentração final de 0,25 mM. Logo após a adição do 

alcalóide coletou-se três 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 três frascos de cada tratamento. Nos 

intervalos de cada coleta as suspensões foram mantidas em shaker, sob agitação de 110 rpm à 
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25ºC, no escuro. Nas coletas, as células e o meio foram separados por filtração a vácuo e o pH 

foi determinado no meio, que foi reservado. As células foram lavadas por 3 vezes com água 

milliQ para remoção do excesso do alcalóide e as frações de lavagem foram unidas com o 

meio de cultura que havia sido reservado. A extração e quantificação de pilocarpina foram 

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

 

Marcha de absorção 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. Após uma hora de incubação dividiu-se os erlenmeyers em 4 grupos de 30 e em 

cada grupo adicionou-se pilocarpina para a concentração final de 0,1; 0,2; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM. 

As suspensões foram incubadas em shaker sob agitação de 110 rpm à 25ºC, no escuro. 

Coletou-se três erlenmeyers de cada tratamento (concentração de alcalóide) após 0, 2, 6, 10 e 

12 h da inclusão de pilocarpina. A coleta das células e do meio, assim como as suas 

respectivas extrações e quantificações de pilocarpina foram feitas da mesma maneira como 

descrito no item anterior. 

 

Inibição de proteínas de transporte 

 Nos estudos com uso de inibidores das proteínas de transporte, células (1 g) foram 

transferidas para 6 ml de meio de cultura, pH 5,8 contendo inibidores, cujas concentrações já 

se verificou que resultaram na inibição da função de proteínas ABC e/ou ATPases (Drose &  

Altendorf, 1996; Hu et al., 1996; Klein et al., 1996; Lu et al., 1998, Terasaka et al., 2003 e 

Sakai et al., 2002).  

 Os inibidores específicos para ABC proteínas foram: ciclosporina A (100 µM); 

nifedipina (50 µM); buthionine sulfoximine (5 mM); verapamil (50 µM) e quinidina (50 µM). 
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Já os inibidores para ATPases foram: azida sódica (1 mM); NH4Cl (10 mM); glutationa (100 

µM) e bafilomicina A1 (1 µM). Para cada inibidor. Também utilizou-se o vanadato de sódio (1 

mM), responsável por inibir a função de ambas as famílias protéicas aqui estudadas. Para cada 

tratamento (inibidor) foram feitos um total de 6 erlenmeyers. 

 Após uma hora de incubação, adicionou-se pilocarpina na concentração final de 0,25 

mM em metade dos frascos (3) de cada tratamento. A outra metade foi mantida sem 

pilocarpina exógena a fim de se verificar a inibição da liberação da pilocarpina endógena. As 

suspensões foram incubadas em shaker, sob agitação de 110 rpm à 25ºC, no escuro. 

Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina após 10 h de sua adição no meio de 

cultura e as quantidades liberadas no meio após 10 h da adição dos inibidores. A coleta das 

células e do meio, assim como as suas respectivas extrações e quantificações de pilocarpina 

foram feitas da mesma maneira como descrito anteriormente. 

 O vanadato de sódio foi despolimerizado antes de ser usado de acordo com o método 

de Goodno (1979). A quinidina, nifedipina e ciclosporina A foram dissolvidas em DMSO 

(dimetilsulfóxido) e para verificar se o DMSO afetava na absorção de pilocarpina pelas 

culturas adicionou-se 10 μl desta substância no controle. O DMSO não afeta a absorção de 

pilocarpina ou a viabilidade celular nesta concentração. 

 

Inibição por dose dependência 

 A fim de verificarmos se a inibição 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 concentrações: Azida sódica (0; 0,05; 0,1; 1 mM);  buthionine 

sulfoximine (0; 1; 3; 5 mM), ciclosporina A (0; 10; 50; 100μM) e vanadato de sódio (0; 0,01; 

0,1; 1mM). Para cada concentração de cada inibidor utilizado foram feitos um total de 6 

erlenmeyers. Após uma hora de incubação, adicionou-se pilocarpina para a concentração final 
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de 0,25 mM em metade dos frascos (3) de cada tratamento. A outra metade foi mantida sem 

pilocarpina exógena a fim de se verificar a inibição da liberação da pilocarpina endógena. As 

suspensões foram incubadas em shaker, sob agitação de 110 rpm à 25ºC, no escuro. 

Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina após 10 h de sua adição no meio de 

cultura e as quantidades liberadas no meio após 10 h da adição dos inibidores. A coleta das 

células e do meio, assim como as suas respectivas extrações e quantificações de pilocarpina 

foram feitas da mesma maneira como descrito anteriormente. 

  

Inibição com variação 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). Após uma hora de incubação, para cada pH, os erlenmeyers 

foram divididos em três grupos de 24 frascos. No grupo 1, adicionou-se quinidina (50 µM), no 

grupo 2, nifedipina (50 µM) e no grupo três, vanadato de sódio (1mM).  Após mais uma hora 

de incubação adicionou-se em metade dos frascos de cada grupo, de cada pH, pilocarpina 

(0,25 mM) e a outra metade permaneceu como estava. As suspensões foram incubadas em 

shaker, sob agitação de 110 rpm à 25ºC, no escuro. A primeira coleta dos tratamentos (3 

repetições, portanto 3 erlenmeyers) que receberam pilocarpina (hora 0) foi feita instantes 

depois na adição do alcalóide e após 2, 6 e 12 horas. Já, a primeira coleta dos frascos sem 

pilocarpina (hora 0) ocorreu logo depois da adição dos inibidores e após 2, 6 e 12 horas. A 

coleta das células e do meio, assim como as suas respectivas extrações e quantificações da 

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

 Células (1 g) foram transferidas para 6 ml meio de cultura (pH 5,8,) em 36 erlenmeyers 

de 25 ml. Após uma hora de incubação os erlenmeyers foram divididos em três grupos de 12. 

Em cada grupo adicionou-se 0 μM, 25 μM e 50 μM de nifedipina, respectivamente. Após 

alguns instantes, a cada três erlenmeyers de cada uma das concentrações de inibidor 

adicionou-se, respectivamente, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM e 0,5 mM de pilocarpina. As 

suspensões foram incubadas em shaker, sob agitação de 110 rpm à 25ºC, no escuro. 

Determinaram-se as quantidades absorvidas de pilocarpina após 2 h de sua adição no meio de 

cultura. O mesmo ensaio foi feito com o inibidor vanadato de sódio, mas nas concentrações de 

0,5 mM e 1 mM. Também dosou-se a concentração de pilocarpina nas células controle a fim 

de sabermos a sua produção endógena.   

 Calculou-se a constante de absorção de pilocarpina e constante de inibição dos 

inibidores através da construção dos gráficos primários e secundário e extrapolação das retas 

segundo o modelo de Lineweaver - Burke.  

 

Curva de crescimento celular na presença dos inibidores 

 A fim de se verificar se os inibidores apenas afetavam a viabilidade celular avaliou-se 

o crescimento das células na presença 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 

µl de DMSO, 1 mM de azida sódica, 1 mM de vanadato, 50 µM de nifedipina, 50 µM de 

quinidina e 5 mM de buthionine sulfoximine, com três repetições para cada tratamento. As 

suspensões foram incubadas em um shaker, sob agitação de 110 rpm à 25ºC, 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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Análises estatísticas 

 Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) e médias comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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RESULTADOS 

 

Toxicidade à pilocarpina 

Neste ensaio o efeito inibitório 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 adição 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 determinação de seus teores de pilocarpina (figura 3). Nos 

tratamentos em que se adicionou até 0,5 mM de pilocarpina, a maior parte do alcalóide foi 

encontrada nas células. Já nos demais tratamentos, acima de 1 mM, nota-se que os teores deste 

alcalóide no meio são cada vez mais altos e nas células, praticamente se mantém (figura 3A). 

A adição de pilocarpina em suspensões celulares de C. arabica inibiu fortemente o 

crescimento das culturas (figura 2B). Os teores do alcalóide encontrados nas células foram 

praticamente nulos, ficando quase que toda a pilocarpina no meio de cultura (figura 3B).  
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Figura 2. Efeito da pilocarpina no crescimento das suspensões celulares de Pilocarpus 

microphyllus (A) e Coffea arabica (B). A massa fresca (MF) representa o crescimento das células 
após 20 dias de cultivo. Letras diferentes indicam diferença estatística com 5% de significância 
pelo teste Tukey. Médias de 3 repetições. 
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Figura 3. Teor de pilocarpina nas células e meio de cultura nas suspensões celulares de 
Pilocarpus microphyllus (A) e Coffea arabica (B), após 20 dias de sub-cultivo. Letras diferentes 
indicam diferença estatística com 5% de significância pelo teste Tukey). Média de 3 repetições. 
 

Fracionamento celular 

Tanto nas células cultivadas sem a adição de pilocarpina como naquelas que receberam 

pilocarpina foi possível verificar que houve uma diferença significativa dos teores do alcalóide 

em cada fração celular obtida, concentrando-se majoritariamente na fração correspondente ao 

vacúolo + citoplasma (figuras 4A e B). Acredita-se que as baixas concentrações do alcalóide 

tanto no cloroplasto como na mitocôndria seria resultado de eventuais contaminações 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 presença do alcalóide pilosina, porém em menores quantidades em 

relação à pilocarpina (figura 4C).  
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Figura 4. Localização subcelular da pilocarpina em suspensões celulares sem adição de 
pilocarpina (A), suspensões celulares com adição de pilocarpina (B) e em folhas (C) de Pilocarpus 

microphyllus. CRL, cloroplasto; MIT, mitocôndria; V/C, vacúolo + citoplasma, T, total e I, células 
integras.   O Total representa a soma dos teores de pilocarpina de todas as frações obtidas ao longo 
do processo fracionamento. Letras diferentes indicam diferença estatística com 5% de 
significância pelo teste Tukey. Médias de 3 repetições. 
 

Testes histoquímicos 
  
 Os resultados obtidos nos testes histoquímicos podem ser observados na figura 5, e 

como esperado, foram positivos para presença de alcalóide no interior das células com ambos 

os reagentes utilizados, Wagner (coloração caramelo a castanho) e Dragendorff (coloração 

alaranjada). Além disso, os resultados sugerem o acúmulo destes metabólitos no interior do 
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vacúolo, local onde a intensidade de coloração foi mais intensa (setas pretas) para ambos os 

reagentes utilizados. Cabe ressaltar que pelo reagente de Dragendorff também foi possível 

verificar acúmulo de amido pelas células. 

 
Figura 5. Secções (5μm) 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 μm; Demais figuras. 30 μm. 
Setas: Preta. Vacúolos; Vermelha. Amido. 
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Absorção de pilocarpina exógena em função 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 período, os pHs desses dois tratamentos não variaram 

muito (figuras 7A e 7B). Já nos demais tratamentos (figuras 6C, 6D e 6E) pode-se observar 

que quanto maior o valor do pH do meio, menor a absorção de pilocarpina. Nos tratamentos de 

pH inicial do meio em 7,8 e 8,8 nota-se que a absorção 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 e 8 h, respectivamente (figuras 7C e 7D). No meio com pH 9,8 isto é 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 função dos resultados do ensaio anterior em pH 5,8 (absorção em 

diferentes valores de pH do meio). No 3° dia de cultivo dia  ( 1º de análise após a montagem 

do ensaio) os teores de pilocarpina já estão muito baixos, o que indica para uma provável 

transformação deste alcalóide em outro composto dentro da célula. O pH do meio durante o 

período de acompanhamento da cultura praticamente não variou em relação ao pH inicial, de 

5,8 (figura 7F).  

 Pode-se também notar uma variação no teor de pilocarpina no tempo 0 (adição do 

pilocarpina seguido por separação das células e meio de cultura e extração de ambas as 

frações).  Esta variação 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 variações na 

sensibilidade do HPLC. 
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Marcha de absorção de pilocarpina 

 Neste ensaio (figura 8) observou-se que ao longo do tempo as células não absorvem 

linearmente a pilocarpina adicionada no meio de cultura. Para todos os tratamentos, observou-

se que nas primeiras 2 h, a absorção era mais intensa. Em razão disso este período de tempo 

foi escolhido para compararmos a velocidade de absorção do alcalóide em relação a sua 

quantidade adicionada no meio de cultura (figura 9). Nota-se que nos tratamentos com 

0,05mM e 0,1mM estão posicionados na região exponencial da curva indicando a não 

saturação do mecanismo de absorção, enquanto que os demais tratamentos  localizam-se na 

região de estabilização da curva, onde há saturação. 

Além disso, como já observado no ensaio anterior, nos tratamentos nos quais se 

adicionou quantidades inferiores a 0,25 mM do alcalóide (figuras 8A, 8B e 8C)), ao final de 

12 h praticamente toda a pilocarpina acrescida já tinha sido absorvida pelas células. Nos 

demais tratamentos, acredita-se que o padrão de absorção seria semelhante se os ensaios 

fossem estendidos por mais tempo. Apesar das diferentes quantidades adicionadas nos meios 

de cultura, nota-se que a diminuição no meio de cultura não corresponde quantitativamente ao 

aumento nas células, sugerindo que existe uma saturação pela quantidade absorvida assim 

como provável transformação do alcalóide ou na célula ou mesmo no meio de cultura. 
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Figura 8. Marcha de absorção de pilocarpina pelas suspensões 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), 
1mM (E) e 2mM (F)  do alcalóide. Médias de 3 repetições. 
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Figura 9. Relação entre a concentração de pilocarpina adicionada ao meio de cultura e velocidade 
inicial de absorção (após 1 h de tratamento) segundo o modelo de Michaelis e Menten (A) e 
Lineweaver- Burke (B).  
 

Inibição da absorção e liberação de pilocarpina 

 O efeito de várias substâncias que inibem a atividade de diferentes transportadores de 

membrana foi testado na absorção e liberação de pilocarpina, adicionando-os ao meio de 

cultura em concentrações convencionalmente utilizadas antes de se adicionar ou não 

pilocarpina (0,25 mM) ao meio de cultura. 

 Quando pilocarpina foi adicionada ao meio de cultura (figura 10A) pode-se observar 

que a absorção do alcalóide foi intensa no controle e que, com intensidades variáveis, todos os 

inibidores específicos para ABC proteínas impediram fortemente a absorção do alcalóide. No 

tratamento com bafilomicina, um inibidor específico de ATPases, a inibição foi pequena. As 

maiores inibições ocorreram com típicos inibidores de ABC proteínas, com uma redução de 
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aproximadamente de 80% na absorção em relação ao controle.  

 Além disso, quando se comparou a ação de alguns destes inibidores em diferentes 

concentrações, verificou-se que o vanadato, ciclosporina, azida sódica e a buthionine 

sulfoximine inibiram a absorção do alcalóide de maneira dose-dependente (figura 11). Esta 

dose dependência observada também pode estar relacionada com as diferenças de inibição da 

absorção entre uma mesma classe de inibidores, principalmente aqueles específicos para 

ATPases (figura 10A). Por exemplo, como já dito a inibição causada pela bafilomicina foi 

pequena, mas da azida sódica e NH4Cl, foi alta. Isto também pode estar associado ao 

mecanismo de ação de cada uma destas substâncias. 

 Apesar das suspensões celulares utilizadas já não produzirem quantidades muito 

elevadas de pilocarpina (valores entre 40-60 μg/g MF) e liberar para o meio somente cerca de 

10% desta produção, ao submetermos as células à ação destes inibidores observou-se uma 

inibição da liberação do alcalóide 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 absorção, não se observou uma dose-

dependência na liberação de pilocarpina para o meio de cultura em variações das 

concentrações dos inibidores (figura 12). Acredita-se que isso talvez se deva ao fato de que, a 

concentração mais baixa utilizada de cada um dos inibidores, já foi muito alta e suficiente para 

comprometer todo o sistema de transporte e por isso somente concentrações abaixo desta 

poderiam evidenciar uma dose dependência na inibição da liberação da pilocarpina. 
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Figura 10. Efeito de vário inibidores na absorção (A) e liberação (B) de pilocarpina por células de 
P. microphyllus. A absorção de pilocarpina foi medida 10 horas após a adição do alcalóide e a sua 
liberação, 10h após a adição dos inibidores. Controle, BAM1 bafilomicina (1 μM); NaN3: azida 
sódica (1 mM), CSA: ciclosporina (100 µM), NH4Cl: cloreto de amônia (10 mM), GSH: 
glutationa (100 µM), QND: quinidina (50 µM), VO4: vanadato de sódio (1 mM), VRP: verapamil 
(50 µM), NDF: nifedipina (50 µM) e BSO: buthionine sulfoximine (5 mM). Letras diferentes 
indicam diferença estatística com 5% de significância pelo teste Tukey para os teores do alcalóide 
nas células (maiúsculas) e no meio (minúsculas). Médias de 3 repetições. 
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Figura 11. Efeito de diferentes doses de inibidores na absorção de pilocarpina. Azida sódica (A), 
buthionine sulfoximine (B), ciclosporina (C) e vanadato de sódio (D). A absorção de pilocarpina foi 
medida 10 horas após a adição do alcalóide. Letras diferentes indicam diferença estatística com 5% de 
significância pelo teste Tukey para os teores do alcalóide nas células (maiúsculas) e no meio 
(minúsculas). Média de 3 repetições. 
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Figura 12. Efeito da dose dependência na inibição de liberação de pilocarpina da azida sódica (A), 
buthionine sulfoximine (B), ciclosporina A (C) e vanadato de sódio (D). A liberação de pilocarpina foi 
medida 10 horas após a adição dos inibidores. Letras diferentes indicam diferença estatística com 5% 
de significância pelo teste Tukey para os teores do alcalóide nas células (maiúsculas) e no meio 
(minúsculas). Média de 3 repetições. 

 

Inibição da absorção e liberação de pilocarpina em função do pH do meio de cultura 

 Neste ensaio, no qual testou-se a interação entre os meio de cultura com pHs 5,8 e 9,8 

com inibidores, os resultados confirmaram que a absorção de pilocarpina (0,25 mM) é 

favorecida em valores de pH mais baixos (figura 13), como já observado anteriormente (ver 

figura 6). Em ambos os valores de pH do meio, também ocorreu a inibição da absorção do 

alcalóide com os três inibidores utilizados. Em um mesmo pH a ação da quinidina, nifedipina 

e vanadato foram muito semelhantes, não apresentando diferenças estatisticamente 
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significativas. Já ao comparar-se a ação de cada inibidor entre os pHs aparentemente pode-se 

concluir que a ação inibitória de todos eles foi maior no pH 9,8, porém, deve-se levar em conta 

que o próprio pH (controle) por si só já diminuiu muito a absorção de pilocarpina, podendo ser 

assim, um efeito aditivo. Portanto, a princípio os inibidores foram eficientes independentes do 

pH do meio.  

 Quanto à liberação de pilocarpina para o meio de cultura (figura 14), os resultados dos 

tratamentos não foram tão evidentes quanto os de absorção. Ao final de 12 h de 

acompanhamento não se verificou diferenças significativas entre os tratamentos com e sem 

inibidores em cada pH. Porém, é evidente que as células no pH 5,8, na presença de inibidores, 

apresentaram uma tendência de maior acúmulo de pilocarpina, sugerindo uma inibição 

dependente de pH na liberação do alcalóide.  
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Figura 13. Influência do pH do meio de cultura na absorção de pilocarpina (0,25 mM) 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 
repetições.   
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Figura 14. Influência do pH do meio de cultura na liberação 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 repetições.   
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Cinética de inibição 

 Para estes ensaios utilizamos concentrações de pilocarpina baseados nos resultados do 

ensaio de marcha de absorção, sendo escolhido desde concentrações baixas do alcalóide que 

não saturassem o mecanismo de absorção, até concentrações mais elevadas. Também foram 

escolhidos dois inibidores, o vanadato, inibidor tanto de ATPases como de ABC proteínas, e a 

nifedipina, que inibe proteínas 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 absorção (0,064 mM). Já 

o valor desta constante na presença de ambos os inibidores foi alterada (aumenta) e o valor de 

Vmáx, não, o que indicam a ocorrência de uma inibição do tipo competitiva. Além disso, a 

partir da inclinação das retas dos gráficos de inibição (figura 15) pode-se perceber uma forte 

inibição da absorção 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 2μM e 5 μM, respectivamente.  
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Figura 15. Gráficos primários para obtenção de Km. Relação entre a concentração de 
substrato e absorção na presença dos inibidores nifedipina (A) e vanadato de sódio (B) 
segundo o modelo de Lineweaver-Burke. Média de 3 repetições.  
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Figura 16. Gráficos secundários para obtenção de Ki através da extrapolação da reta obtida 
através da plotagem das concentrações de inibidores com suas respectivas inclinações das 
retas obtidas no gráfico primário. Ki da nifedipina (A) e Ki do vanadato de sódio (B). 
 
 

Curva de crescimento na presença de inibidores 

Nos resultados obtidos (figura 17) foi possível observar que o crescimento das células 

para todos os tratamentos foi menor nos primeiros 4 dias de cultivo, havendo diferença 

estatística das massas das células neste dia de subcultivo, em relação ao controle, mas sem 

diferença estatística 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 relação à massa do 

controle mostrou-se muito semelhante e não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas.  
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Figura 17. Curva de crescimento de suspensões de Pilocarpus microphyllus na presença dos 
diferentes inibidores. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos. 
Médias de três repetições. 
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DISCUSSÃO 

 

Nos últimos 30 anos vários trabalhos têm mostrado a existência de sistemas específicos 

de transporte de metabólitos secundários, em particular alcalóides, tanto na membrana 

plasmática como para o vacúolo. São exemplos: serpentina em vacúolos de Catharanthus 

roseus (Deus-Neuman & Zenk 1984); (S) reticulina e S-escoulerina em vacúolos de Fumaria 

capreolata (Deus-Neuman & Zenk 1984); pyrrolizine N-óxido em células e vacúolos de 

Senecio (Ehmke et al., 1987 e 1988), alcalóides quinolizinicos em células e vacúolo de 

Lupinus polyphyllus (Wink, 1987; Wink & Mende, 1987; Mende & Wink, 1987), berberina 

em células e vacúolos de Coptis japonica (Sato et al., 1992 e 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 alcalóide pilocarpina em suspensões 

celulares de P. microphyllus. 

 

Localização 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 há um limite de estocagem do 

alcalóide, gerando toxicidade, tendo em vista que alguns autores discutem que a capacidade de 

armazenagem do vacúolo talvez seja um fator limitante para produção destes compostos em 

suspensões celulares (Zenk, 1978) 

Apesar de não conclusivos por causa da limitação metodológica, os resultados de 

localização subcelular com folhas e com os tratamentos com células em suspensão sem e com 

fornecimento de pilocarpina, sugerem seu acúmulo no vacúolo, ainda que esta fração venha 
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misturada com o conteúdo do citoplasma. Os resultados dos testes histoquímicos também 

indicam para esta hipótese. 

 Diversos trabalhos destacam o vacúolo como uma importante organela das células 

vegetais, no que se refere à compartimentalização de enzimas (Boller and Kende 1979; Leigh 

et al., 1979) e íons inorgânicos (Leigh and Deri Tomos, 1983), ao acúmulo de sais, ácidos 

orgânicos (Martinoia et al., 1985) e açúcares (Komor et al., 1982), assim como de metabólitos 

secundários, incluindo alcalóides (Matilde, 1978; Neumann et al., 1983; Kreis & Reinhard, 

1987; Ehmke et al., 1987). O papel do vacúolo na estocagem dessas substâncias muitas vezes 

se relaciona a um mecanismo de detoxificação. 

As informações sobre a localização subcelular em adição aos dados de toxicidade 

mostraram que pilocarpina apresenta forte citotoxicidade a cultura de plantas que não 

apresentam sua via de biossíntese, visto que o crescimento das culturas de C. arabica foi 

fortemente afetado. Culturas de P. microphyllus produtoras de pilocarpina apresentaram uma 

clara tolerância às altas doses do alcalóide (crescimento semelhante ao controle), mesmo que 

não produzindo o alcalóide em altas quantidades. Isto sugere a existência de um mecanismo de 

detoxificação espécifico-específico nas células aqui estudadas, como já sugerido em outros 

trabalhos com cultura de tecidos (Sakai et al., 2002, Terasaka et al., 2003). 

Trabalhos com C. japonica (Sato et al., 1992 e 1994; Sakai et al, 2002) e Thalictrum 

minus (Yamamoto, 1987; Terasaka et al., 2003) demonstraram que culturas celulares destas 

plantas, naturalmente produtoras do alcalóide berberina, apresentaram tolerância a este 

alcalóide quando adicionado no meio, respectivamente de 10 e 20 vezes maior em relação a 

culturas controle não produtoras. 

No estudo com Thalictrum minus os autores sugerem que a célula evita a toxicidade da 

berberina, excretando o alcalóide para o meio de cultura. Após fornecerem às células, o seu 

precursor (benziladeína), as células sintetizam a berberina e a excretam para o meio de cultura. 
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Já no caso de C. japonica verificou-se que este alcalóide é absorvido e transportado para o 

vacúolo (Sato & Yamada 1984; Sato et al., 1992 e 1994; Sakai et al., 2002) e, portanto, 

sugere-se que o acúmulo vacuolar seja um dos mecanismos de detoxificação para alcalóides 

endógenos.  

Em um outro trabalho, com suspensões celulares de C. roseus, Blom et al. (1991), 

observaram que o alcalóide ajmalicina se difunde livremente pela membrana do tonoplasto na 

sua forma neutra não protonada e acumula no vacúolo através de um mecanismo de ion-trap 

na sua forma carregada protonada. Por fim, alta concentração de ajmalicina no vacúolo 

estimula a ação de enzimas peroxidases (depende do estado fisiológico da célula) para sua 

conversão em serpentina. Neste caso a prevenção a citotoxicidade ocorre com a armazenagem 

e conversão do composto em um menos tóxico.   

Outros estudos podem ser citados, como por exemplo, o acúmulo de látex contendo 

alcalóides isoquinolidínicos no vacúolo de Chelidoniurn majus, do látex contendo morfina no 

vacúolo de células de Papaver somniferum (Fairbairn et al., 1974), de alcalóides 

pirrolizodínicos em suspensões de Senecio vulgaris (Ehmke et al., 1988) e de nicotina em 

suspensões de Nicotiana tabacum (Kurkdjan, 1982). Em todos os casos citados, as células 

conseguem manter o alcalóide longe do citossol e do núcleo, onde poderia interferir em 

reações metabólicas fundamentais para manutenção da homeostase celular (De Luca & St. 

Pierre, 2000). 

Assim, para o caso de P. microphylus acreditamos que as células evitam a toxicidade 

de seus alcalóides (pilocarpina e pilosina) armazenando-os no vacúolo. 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 concentrações do 

alcalóide (acima de 1000μM), grande parte do alcalóide 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 início do ensaio. Sendo assim, a células devem absorver a pilocarpina, armazená-la no 

vacúolo e aos poucos o alcalóide deve ser degradado ou convertido em um outro composto. 

 Quanto à localização subcelular de metabólitos secundários, outra proposição bastante 

difundida a partir dos estudos de elucidação das vias biossintéticas de metabólitos secundários 

é de que, a um nível celular, a canalização de substratos para suas enzimas de conversão ou de 

degradação é facilitada pela compartimentalização destas em diferentes organelas e 

consequentemente de seus produtos. Por exemplo, as enzimas envolvidas na biossíntese de 

vindolina em C. roseus têm sido localizadas em cinco compartimentos subcelulares: a 

conversão de triptofano para triptamina ocorre no citosol, mas esta é transportada até o 

vacúolo para formar a strictosidina. Após outros intermediários serem produzidos em outros 

compartimentos, a biossíntese de vindolina ocorre no citossol, mas este alcalóide é então 

armazenado no vacúolo (De Carolis et al., 1990). 

 Estudos com suspensões celulares de C. arabica mostraram que a 

compartimentalização de cafeína depende das concentrações de ácidos clorogênicos. Quando 

esta é baixa a cafeína fica livre no citoplasma, mas quando aumenta, ela se complexa a estes 

compostos e passa a ser armazenada no vacúolo (Waldhauser e Baumann, 1995). 

 No caso de Pilocarpus ainda não de conhece a via de biossíntese e degradação de seus 

alcalóides imidazólicos, mas o fato de toda a pilocarpina adicionada no meio ter sido 

absorvida e aparentemente estocada no vacúolo, com concomitante queda do nível total no 

sistema, poderia ser uma indicação de que o catabolismo deste alcalóide também possa ser 

realizado nesta organela. 

 

Caracterização do transporte de pilocarpina nas suspensões de P. microphyllus 

 Verificado o provável local de armazenagem da pilocarpina e a existência de um 
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mecanismo de prevenção à citotoxicidade, procuramos caracterizar o transporte do alcalóide. 

Primeiro, procurou-se definir as melhores condições em que ele é absorvido e, em seguida, 

através do uso de inibidores de proteínas de membranas buscou-se verificar qual seria a classe 

de transportadores responsável pela translocação de pilocarpina, para dentro e fora da célula. 

 

Absorção de pilocarpina e influência do pH 

Células vegetais têm a capacidade de absorver e liberar seus metabólitos secundários 

(Pareilleux & Vinas, 1984) e estes transportes são governados por dois processos, a difusão 

(físico) e transporte ativo (bioquímico). A difusão é direcionada por diferenças na 

concentração, e ocorre sem gasto de energia pela célula. Já o transporte ativo (com gasto de 

energia) depende de transportadores que podem trabalhar em duas direções (transporte para 

fora ou dentro da célula) e com diferentes seletividades para diversos compostos e geralmente 

contra um gradiente de concentração.  O acúmulo na célula é o resultado do balanço entre 

estes processos.   

 No que se refere ao processo de difusão, partindo-se do conhecimento de que 

membranas biológicas são altamente permeáveis a pequenas moléculas neutras e pouco 

permeáveis 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 acúmulo passivo (sem gasto de energia) 

foram propostos. No modelo denominado “mecanismo de ion-trap” os alcalóides em seu 

estado neutro penetram livremente para dentro da célula (difusão simples). No segundo, os 

alcalóides penetram nas células por um mecanismo de difusão mediada por um carreador de 

membrana da sua forma neutra. Em ambos os modelos os alcalóides também atravessam a 

membrana do vacúolo e, devido à acidez, deste compartimento os alcalóides são protonados e 

em estado carregado não conseguem mais atravessar a membrana, ficando assim “presos”. 
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 Para detecção de ambos estes modelos muitas variáveis têm sido consideradas tais 

como, cinética de saturação da taxa de absorção dependente de concentração, estimulação do 

transporte por ATP, pH ótimo do meio, pKa do alcalóide, temperatura do sistema célula/meio, 

hidrofobicidade do alcalóide e sensibilidade do transportador a inibidores. Além disso, no 

modelo de transporte via carreador, a capacidade das células de reconhecerem seus alcalóides 

endógenos, ou seja, a presença de uma proteína que reconheça as substâncias é sempre 

mencionada como a variável mais importante do sistema (Deus-Neumann & Zenk, 1984, 

1986). 

 Em nosso estudo, optou-se por verificar a influência do pH do meio de cultura nos 

processos de acúmulo, primeiro por ser uma variável fácil de ser alterada e monitorada e, 

segundo, para que se pudesse fazer uma comparação entre os pHs em que há altas produções 

de pilocarpina (Andreazza et al., 2009) e aqueles em que ocorrem maiores taxas de absorção e 

liberação da substância. 

 Sendo o pKa da pilocarpina é 7,15, segundo os modelos de difusão simples e de 

difusão por carreador descritos acima, em pH neutro ou básico do meio de cultura, grande 

parte deste alcalóide, estaria em sua forma neutra penetrando facilmente pela célula. Já em pH 

ácido, passaria para um estado protonado e não conseguiria atravessar a membrana plasmática. 

Entretanto os resultados dos ensaios de absorção não apontam para isso, na medida em que as 

maiores absorções ocorreram nos pHs mais baixos que o pKa do alcalóide, quando este 

encontra-se em estado carregado.   

 Yamamoto (1989) também observou que a velocidade da absorção de berberina (pKa 

2,47) em culturas de Talictrum flavum era afetada pelo pH, contudo, neste estudo a absorção 

do alcalóide 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 difusão ou carreada para dentro da célula. 
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 No caso de Pilocarpus acredita-se que o transporte de pilocarpina deva envolver uma 

proteína de membrana, pois os resultados obtidos a partir da curva mostrada na figura 9 

(Absorção de pilocarpina versus Concentração de pilocarpina) mostram uma saturação muito 

clara e rápida na absorção deste alcalóide, embora não seja possível, através deste resultado 

dizer se este carreador é passivo ou ativo. Devido à questão do pka discutida acima e os 

resultados dos ensaios com inibidores e cinética, supõem-se que o transporte de pilocarpina 

tanto pela difusão simples como pelo auxílio de uma proteína carreadora possam contribuir 

para o acúmulo deste alcalóide 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 produção do alcalóide é 

maior, assim como a sua permanência no meio após ser excretado para fora da célula, e por 

isso estas seriam as condições mais favoráveis para se cultivar as células em biorreatores, pois 

permitiria a reciclagem do meio, rico em pilocarpina, sem que houvesse grandes perdas devido 

à reabsorção do alcalóide. Nestes pHs a viabilidade celular também não estaria comprometida, 

pois o crescimento das culturas mostrou atingir taxas semelhantes à condição controle (pH 

5,8). 

 

Inibição das proteínas de transporte transmembrana 

 O sistema de transporte de metabólitos secundários em células vegetais é 

frequentemente relatado como sendo dependente de energia, com a participação de ATPases 

(Yamamoto et al., Deus-Neumann and Zenk, 1986; Mende and Wink, 1987) e nos últimos 

anos tem sido estudada a participação de proteínas ABC no transporte de alcalóides. Para se 

estudar a participação destas proteínas em vias de transporte de metabólitos algumas 

características de seus mecanismos de ação devem ser consideradas. 
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  Em plantas, as ATPases atuam como bombas de prótons (H+- ATPase), acoplando a 

hidrólise do ATP ao transporte de prótons para fora da célula, o que estabelece um gradiente 

eletroquímico através da membrana plasmática, que é dissipado pelo transporte secundário, 

quando um transportador protéico se acopla ao H+ fora da célula e media a passagem de uma 

substância para dentro (simporte) ou para fora (antiporte) da célula (Dulby and Boltry, 2009). 

O transporte primário é o que é feito com a própria ATPase no que se refere ao H+. 

 Três aspectos importantes definem proteínas ABC. Primeiro o fato de seu transporte 

ser diretamente energizado por MgATP, e não por ATP livre ou por análogos não 

hidrolizáveis do ATP. Segundo, este mecanismo de transporte é insensível a diferenças de 

potencial eletroquímico da membrana. E, terceiro, este transporte é bastante sensível ao 

vanadato (Rea, 2007). 

A partir destas características e com o uso de inibidores específicos para cada uma 

destas famílias de proteínas de transporte, procuramos levantar evidências de qual delas estaria 

atuando no transporte de pilocarpina em P. microphyllus. Os inibidores escolhidos foram 

aqueles que sob certas concentrações já se verificou a inibição de proteínas ABC ou ATPases 

(Hu et al., 1996; Klein et al., 1996; Terasaka et al., 2003; Sakai et al., 2002) 

 A azida sódica é responsável por afetar a atividade da enzima citocromo oxidase, 

resultando na diminuição do ATP intracelular (Wigler e Patterson, 1994), afetando tanto 

ATPases como proteínas ABC. A ciclosporina A, quinidina, nifedipina e verapamil são 

inibidores de transportadores ABC. O verapamil e a nifedipina também bloqueiam a atividade 

de canais de cálcio. Já NH4
+ em altas concentrações, como as utilizadas nos ensaios, é 

responsável por destruir o ΔpH através da membrana, e assim afeta a atividade de ATPases 

(Shitan et al., 2003). Já a bafilomicina e o vanadato de sódio são substâncias responsáveis por 

inibir a atividade de diferentes tipos de ATPases, como P-type e V-type (Ambudkar et al., 

1992; Drose & Altendorf, 1997). Vários trabalhos também reportam a  função inibitória que o 
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vanadato tem sobre proteínas ABC ( Senior et al., 1995;   Urbatsch et al., 1995a, 1995b). 

Como alguns metabólitos secundários são absorvidos como conjugados de glutationa para o 

vacúolo das células por outra sub-família de ABC proteínas, as MRPs (multi-drug resistance 

associated proteins) (Zaman et al., 1995), a dependência da absorção de pilocarpina também 

foi testada usando-se buthionine sulfoximine, um inibidor específico da gamma-

glutamylcisteina sintase que causa a depleção da glutationa intracelular (Campbell et al., 1991, 

Lu et al., 1998).   

 As menores taxas de inibição na absorção e liberação provocadas pela bafilomicina (< 

30% de inibição) e pelo NH4Cl (< 50% de inibição) não descartam a participação de uma 

ATPase, mas podem indicar uma menor participação destas proteínas, visto que a inibição 

provocada pela azida sódica, que afetaria tanto proteínas ABC como ATPases, foi muito 

intensa (> 75% de inibição). Contudo, os resultados de absorção e liberação de pilocarpina 

mostraram intensa inibição na presença dos inibidores de ABCs o que aponta para um 

transporte de pilocarpina mediado por esta família de proteínas, tanto para fora como para 

dentro da célula. 

 Já resultados encontrados nos tratamentos com buthionine sulfoximine e glutationa são 

divergentes. A adição de buthionine provocou uma queda intensa na absorção de pilocarpina, 

semelhante a aquela encontrada para os outros inibidores de ABC e isso seria uma evidência 

de que a pilocarpina possa ser armazenada no vacúolo através de conjugados glutationados. 

Contudo, a queda na absorção de pilocarpina com a adição de glutationa, que teoricamente 

deveria ajudar na absorção do alcalóide põe em dúvida esta hipótese. 

   Sakai et al. (2002) procuraram caracterizar o transporte de berberina em suspensões de 

C. japonica e observaram resultados semelhantes aos encontrados neste estudo, mas apenas 

para a absorção do alcalóide. Estes resultados com C. japonica foram confirmados por Shitan 

et al. (2003), que mostraram a participação de uma proteína MDR na absorção de berberina. 
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Entretanto, a variação do pH do meio de cultura não afetava a absorção de berberina pelas 

células, enquanto que em nosso estudo, de alguma maneira, a absorção foi favorecida na faixa 

de pH entre 5,8 – 7,2. Também, nos ensaios com inibidores em pHs ácidos e básicos do meio 

de cultura, no qual, procurou-se avaliar a ação conjunta de pHs bastante divergentes com 

inibidores, os resultados reforçam a idéia de que há uma faixa de absorção ótima de 

pilocarpina, na medida em que no pH básico (9,8) a absorção foi menor que nos tratamentos 

com pH 5,8, na presença dos mesmos inibidores. 

 A faixa de pH na qual a absorção de pilocarpina é mais intensa é muito semelhante ao 

pH citoplasmático da célula, próximo a pH 7,0. Desta forma, quando as células são submetidas 

a estes pHs sua atividade metabólica geral não fica comprometida pela necessidade de ajustar 

o pH do meio a um valor mais favorável para manutenção da sua homeostase e por isso, 

processos de transporte pela membrana não seriam afetados, inclusive o responsável pelo 

transporte dos alcalóides. 

 Cabe ressaltar que uma das explicações bastante recorrentes na literatura quanto as 

variações do pH  se deve a mudanças no conteúdo de  NH4
+ e NO3

- resultado de uma absorção 

diferencial destes nutrientes pelas células. No trabalho aqui apresentado o teor destes 

nutrientes não foi analisado, mas Andreazza et al., 2009, trabalhando com as mesmas células e 

com os mesmos pHs, dosaram os teores destes nutrientes. Altas absorções de NO3
- podem 

causar quedas no pH devido a liberação de H+ para o meio de cultura via ATPases, e aqui mais 

uma vez se destaca a participação indireta destas proteínas no transporte de alcalóides. A 

absorção de NH4
+ ocorre em pHs altos, quando o NH4

+  pode reagir com o OH- gerando H2O e 

NH3, o qual é 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 alcalóide na 

célula é pequena, como pudemos observar em ensaios de absorção. Quando atingir valores 

mais próximos a 6-6,8 é provável que a absorção de pilocarpina aumente. 
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Cinética de inibição 

 Diferentes tipos de moléculas são capazes de interferir na atividade de proteínas com 

atividade enzimática, ou no caso aqui estudado, proteínas de transporte transmembrana. Estes 

podem ser metabólitos endógenos da célula que inibem a ação de uma proteína em particular 

como mecanismo normal de controle da via metabólica ou processos de transporte da qual ela 

participa (Hames et al., 1997). Outros inibidores podem ser substâncias externas como toxinas 

ou drogas, como é o caso de nossos ensaios nos quais utilizamos substâncias sintéticas e cuja  

ação foi explicada no item acima.  

   Tanto para a nifedipina como para o vanadato foi possível afirmar a partir dos valores 

de Km que a inibição é do tipo competitiva reversível.  Neste tipo de inibição, o inibidor 

compete com o substrato pelo sitio de ligação na proteína. Assim a proteína pode se ligar a 

pilocarpina ou ao inibidor, mas não com ambos ao mesmo tempo. Neste tipo de inibição, em 

altas concentrações do substrato a ação do inibidor competitivo pode ser superada. Isto pode 

ser observado no ensaio de inibição (figura 15), no qual a absorção de pilocarpina foi 

semelhante ao controle em altas concentrações do alcalóide e na presença de inibidor. Além 

disso, neste tipo de inibição, não há alteração da Vmax, mas a sua afinidade ao substrato 

decresce na presença do inibidor competitivo e assim o Km aumenta. Estes fenômenos 

puderam ser constatados para ambos os inibidores testados.  

 Em relação à ação de cada inibidor, foram determinados seus Ki’s a partir da 

construção de gráficos secundários com os valores de inclinação das retas. O Ki obtido para o 

inibidor nifedipina foi igual a 2 μM enquanto que o valor de Ki para o vanadato de sódio foi 

igual a 5 μM. Estes valores mostram que as concentrações usadas neste ensaio foram muito 

superiores que as concentrações de inibidor necessária para causar inibição do transporte de 

pilocarpina e estão em concordância com os resultados do ensaio de inibição (figura 9). O 

valor de Ki da nifedipina foi menor que aquele encontrado para o vanadato de sódio, o que nos 
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permite afirmar que a ação inibitória da nifedipina na absorção de pilocarpina pelas células foi 

mais intensa que o vanadato.  

 Pelo fato dela ser um inibidor específico para ABC proteínas, aqui, mais uma vez 

pode-se relacionar a participação desta família de proteínas no transporte de pilocarpina nas 

suspensões, como discutido anteriormente. Por fim, cabe ressaltar que o efeito inibitório do 

vanadato de sódio observado neste ensaio é resultado da inibição que ele causou tanto nas 

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

 

Considerações finais 

 Apesar de não conclusivos, os dados obtidos do fracionamento celular e dos testes 

histoquímicos indicam que o acúmulo de pilocarpina nas células é feito no vacúolo, como 

forma de prevenção à citotoxicidade deste alcalóide, evitando que este eventualmente interfira 

em reações no citoplasma e núcleo o que poderia comprometer a viabilidade celular nas 

culturas. 

 A pilocarpina pode apresentar forte citotoxicidade a culturas de células que não a 

produzem naturalmente, como observado em C. arabica, mas as células que possuem sua via 

de biossíntese são tolerantes a altas doses deste alcalóide. 

 Os resultados de menor absorção de pilocarpina em valores de  ph do meio de cultura 

mais elevados unida aos dados de estudos prévios de que as maiores taxas de produção 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 à 

reabsorção do alcalóide.  

 Acredita-se que a absorção de pilocarpina pelas células de jaborandi ocorra 

principalmente devido a processo ativo, através de uma proteína transmembranar da família 
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dos transportadores ABC, subfamília MDR, com uma possível participação secundária de 

proteínas ATPases. Tal conclusão 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 sódio, também inibidor de ATPases.  
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