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BARRETO, RA.  Análise  dos efeitos do alcalóide pirrolizidínico monocrotalina, extraído da

crotalaria retusa, e da dehidromonocrotalina, seu derivado quimicamente ativo, em cultura

primária  de  astrócitos  corticais  de  ratos  Wistar  neonatos. Salvador,  Bahia,  2005.  80p.

Dissertação  (Mestrado  em  Medicina  Veterinária  Tropical)  -  Escola  de  Medicina  Veterinária,

Universidade Federal da Bahia, 2005.

RESUMO

Casos  de  intoxicações  das  plantas  do  gênero  Crotalaria (Leguminosae)  em  humanos,  e

principalmente  em  animais,  tem  sido  amplamente  descritos,  e  geram  principalmente  lesões

hepáticas, ainda que o comprometimento do SNC tenha sido também descrito em animais mais

sensíveis,  como  equídeos.  Esta  toxicidade  é  atribuída  ao  alcalóide  pirrolizidínico  (AP)

monocrotalina (MCT), que quando metabolizada pelos citocromos P450, gera o composto ativo

dehidromonocrotalina  (DHMC).  Esse  estudo,  após  uma  ampla  revisão  sobre  os  aspectos

toxicológicos  da MCT, objetivou  comparar os  efeitos  diretos  in  vitro da MCT, extraída de  C.

retusa,  e da DHMC, gerada por oxidação exógena, sobre cultura primária de astrócitos.  Foram

testadas concentrações entre 0,1 a 500µM da MCT e DHMC no período de 24 e 72h. O teste do

MTT  revelou  que  a  MCT  não  mostrou  toxicidade  em  astrócitos,  porém  a  DHMC  reduziu  a

viabilidade celular a partir da concentração de 1µM desde 24h, amplificando essa ação após 72h de

tratamento. A coloração pancrômica de Rosenfeld permitiu evidenciar que os astrócitos  tratados

com  0,1µM  MCT  pôr  72h,  apresentaram  o  corpo  celular  contraído  e  desenvolveram  finos

prolongamentos de tamanho variável; este efeito foi aumentado com o aumento da concentração de

MCT, e verificado em até cerca de 80% das células tratadas com 500µM MCT. Células expostas a

DHMC pôr 72h também alteraram sua morfologia: mais de 30% dos astrócitos tratados com 0,1 ou

1µM DHMC apresentaram um aumento do corpo celular, acompanhado de aumento e espessamento

dos  processos celulares;  parte  da  celular  tratadas com 10 ou 100µM, apresentaram uma forma

atípica de losango, revelando uma perda da morfologia característica; a DHMC a 500µM induziu

uma diminuição do corpo celular e retração dos processos.  Modificações na expressão da GFAP,

proteína majoritária do citoesqueleto de astrócitos,  induzidas  pela MCT ou pela  DHMC, foram

verificadas por marcação imunocitoquímica (ICQ) e por western blot, especialmente após 72h de

tratamento: a MCT induziu, de forma dose dependente, uma modificação na distribuição da GFAP,

que  ficou mais  localiza  na região peri-nuclear,  e  uma redução de cerca de 40% nos níveis  de
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expressão dessa proteína em todas as concentrações testadas,  quando comparado às células não

tratadas ou em presença do veículo DMSO (0,5%); baixas concentrações de DHMC (0,1 ou 1µM)

induziram um aumento qualitativo da marcação da GFAP, com aumento do corpo celular e uma

forte tendência em formar processos, acompanhado de um aumento dos níveis de expressão desta

proteína  (22-40%);  estas  modificações  também  foram evidenciadas  a  10 ou  100µM  DHMCT,

entretanto  uma  maior  proporção  de  células  (60-70%)  apresentaram uma  marcação  fraca  desta

proteína, mais restrita à região peri-nuclear; astrócitos expostos a 500µM DHMCT apresentam uma

diminuição qualitativa na marcação da GFAP, que apresentou-se difusa no corpo celular, estando

mais  forte  somente em algumas poucas células (±15%) com processos celulares; e  uma  grande

redução (50%) nos níveis de expressão da GFAP após 72 h de tratamento com 10, 100 ou 500µM

DHMC também foi observada. A coloração da cromatina nuclear com Hoechst-33258 revelou que a

presença de astrócitos com núcleos picnóticos ou múltiplos nas culturas tratadas com 100-500µM

MCT. Por outro lado, uma proporção importante (±30%) dos astrócitos nas culturas expostas a 100

ou  500µM  DHMC,  apresentaram  cromatina  condensada  e  fragmentada,  o  que  pode  ser  um

indicativo de apoptose. Uma redução significativa (±20%) na expressão de GFAP e na viabilidade

das células após 72h nos controles tratados 1% DMF foi também observada o que sugere que o

veículo de dissolução da DHMC pode ter amplificado os efeitos observados. Os resultados obtidos

neste  estudo sugerem uma ação direta  da MCT e da DHMCT em astrócitos  corticais  de ratos,

induzindo ou uma gliose reacional ou uma diminuição da viabilidade das células, e ainda que estes

compostos  podem  estar  envolvido  nos  quadros  de  intoxicação  por  crotalarias.  Estudos

complementares, no entanto, deverão ser desenvolvidos para esclarecer sobre como estes efeitos são

desencadeados em astrócitos  e  sua  possível  relação com os  danos  no  SNC observados e  com

aparecimento de sinais clínicos em animais intoxicados.

Palavras-chave: astrócitos, monocrotalina, glia, alcalóides pirrolizidínicos
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BARRETO, RA. Comparison of the in vitro effects of the pyrrolizidine alkaloid monocrotaline,

extracted from Crotalaria retusa, and dehydromonocrotaline on rat astrocyte primary culture.

Salvador,  Bahia, 2005. 80p. Dissertation (Master of Science in Tropical  Veterinary Medicine) -

School of Veterinary Medicine, Federal University of Bahia, 2005.

SUMMARY

Monocrotaline (MCT) is a pyrrolizidine alkaloid (PA) of large occurrence in plants of  Crotalaria

genus (leguminosae) and causes intoxication in humans and mainly in animals. This alkaloid, after

activation by enzymes from cytochrome P450 complex,  primarily produces hepatotoxic  effects.

However, more susceptible animals to its intoxication, such as horses, may present nervous clinical

signs. Dehydromonocrotaline (DHMC) is the main active metabolite of MCT, and this compound

has alrealdy been dosed in the CNS of experimentally intoxicated rats. In this study we discussed

the  main  toxicological  aspect  of  MCT,  and  we  compared  the  direct  in  vitro effects  of  MCT,

extracted from C. retusa, and of DHMC on astrocyte primary culture. Concentrations ranging from

0.1 to 500 µM of MCT and DHMC were tested by 24 and 72 h. According to the MTT test, MCT

was not toxic to astrocytes. On the other hand, DHMC was toxic to these cells above 1 µM since 24

h, increasing this toxicity to all  concentration tested for 72 h in a dose dependent manner. The

Rosenfeld stain showed that astrocytes treated with 0.1 µM MCT for 72 h shrank their cell body and

developed thing extending processes of different sizes; this effect was amplified with an increase of

MCT concentration and reached about 80% of the cells treated with 

500 µM MCT. Cells exposed to DHMC also changed their morphology: about 30% of astrocytes

treated with 0.1 or 1  µM DHMC showed an enlargement of cell body and extending processes;

some of the cells treated with 0.1 or 1 µM DHMC loosed the characteristic astrocyte morphology;

500µM DHMC induced a shrank of cell body and its extending processes. Changes in expression of

the astrocyte cytoskeleton protein GFAP were observed by immunocytochemistry and by western

immunoblot, specially after 72h of treatment: MCT induced, in a dose-dependent manner, changes

in GFAP distribution, occurring closer to the nuclei, and decreased approximately 40% of its GFAP

expression in all ranging concentration when compared to non-treated cells or control condition

(0.5% DMSO); low concentrations of DHMC (0.1 or 1 µM) induced a qualitative increase in GFAP

stain, with an enlargement of cell body and a strong tendency on forming extending processes, along
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with  an  increase in  the expression  levels  of  this  protein  (22-40%);  these  alterations  were also

observed at 10 or 100 µM DHMC, although a greater proportion of cells (60-70%) presented a weak

stain of this protein, restricted to the area closer of nuclei; astrocytes exposed to 500 µM DHMC

presented a qualitative decrease in GFAP stain, distributed over the cell body but stronger in few

cells (±15%) with extending processes; a strong decrease (± 50%) in GFAP expression levels was

also observed on astrocytes after exposure to 10, 100 or 500  µM DHMC. The nuclear chromatin

stain by Hoechst-33258 dye revealed condensed or multiple nuclei in astrocytes treated with  100-

500 µM.MCT. On the other hand, an important proportion (±30%) of astrocytes exposed to 100 or

500  µM DHMC, showed a condensed and fragmented chromatin, which may be an indicative of

apoptosis. A marked decrease (±20%) in GFAP expression and viability of cells exposed to 1 %

DMF was also observed after 72 h exposure, which may suggest that the DHMC vehicle may have

been amplifying the observed effects. Our results suggests a direct action of the alkaloids MCT and

DHMC on cortical  rat  astrocytes,  inducing or  a  reactive gliosis  or  a  decrease in  cell  viability.

Moreover, these compounds may be directly involved in the neurological clinical signs sometimes

showed by  Crotalaria intoxication.  However, complementary studies must be developed to turn

clear how these effects are triggered on astrocytes and if there is any relation between the damages

observed in CNS and the developing of neurological clinical signs in intoxicated animals.

Keywords: astrocytes, monocrotaline, glia, pyrrolizidine alkaloid
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1. INTRODUÇÃO GERAL

O  Gênero  Crotalaria  pertence  à  família  Leguminosae  e  compreende  cerca  de  600  espécies

encontradas em regiões tropicais e subtropicais do planeta, sendo a maioria tóxica para humanos e

animais  (WILLIAMS  &  MOLYNEUX,  1987).  No  Brasil  já  foi  relatada  a  ocorrência  de

aproximadamente 40 espécies de Crotalaria, que são popularmente conhecidas como xique-xique

ou guizo-de-cascavel (TOKARNIA et al, 2000). Por serem invasoras, essas plantas são facilmente

encontradas em plantações de grãos e em pastagens, sendo muitas vezes consumidas pelos animais

nos períodos de escassez de alimentos (HOEHNE, 1939; TOKARNIA et al, 2000), podendo causar

perdas econômicas devido a intoxicação do gado (MATTOCKS, 1986). Outro fator de risco à saúde

pública  deve-se à  exposição da população humana a  essas  plantas através da medicina popular

(ATAL & SAWHNEY, 1973). 

A causa primária de intoxicação por plantas do gênero Crotalaria está na ingestão de suas sementes,

sementes estas que, muitas vezes, contaminam safras de grãos, constituindo assim um problema de

saúde animal e humana, principalmente em países em desenvolvimento (STEGELMEIER et al.,

1999). A intoxicação por crotalárias normalmente é expressa como uma doença crônica, onde os

sinais clínicos geralmente ocorrem semanas a meses após a planta ter sido ingerida (SHUBAT et al.,

1989;  CHEEKE, 1998), entretanto existe uma grande diferença na susceptibilidade à intoxicação

entre as espécies animais. Espécies mais sensíveis à intoxicação por Crotalaria, como os eqüinos,

quando intoxicados apresentam um quadro clínico de mal estado geral, anorexia, atordoamento,

ataxia, irritabilidade, bocejos, espasmos musculares, cabeça baixa, agressividade, galope ou marcha

sem  rumo  (GARDINER et  al.,  1965;  NOBRE et  al.,  2004).  Os  achados  de  necrópsia  são

característicos de uma doença hepática crônica, onde o fígado encontra-se com uma consistência

firme,  podendo  estar  com  o  volume  aumentado  ou  diminuído  e  apresentando  um  aspecto

mosqueado (GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al., 1965; SHUBAT et al., 1989).

Alcalóides pirrolizidínicos (AP) são as principais fitotoxinas que acometem doenças em humanos e

animais e são os principais componentes farmacologicamente ativos nas espécies de  Crotalaria

(MATTOCKS,  1986;  HUXTABLE,  1990).  Esses  compostos  constituem  um  grande  grupo  de

moléculas de caráter básico que contêm nitrogênio em sua estrutura, normalmente formando um

anel heterocíclico, o núcleo pirrolizidínico, e são amplamente disseminados tanto geograficamente

quanto  botanicamente  (McLEAN, 1970;  CHEEKE & SHULL,  1985;  PRAKASH et  al.,  1999).
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Muitos desses alcalóides são hepatotóxicos, entretanto alguns apresentam efeitos pneumotóxicos,

neurotóxicos,  mutagênicos e carcinogênicos entre as mais diversas espécies animais (CHEEKE,

1998;  PRAKASH  et al.,  1999,  YAN & HUXTABLE, 1995). Postula-se que para exercerem os

efeitos  tóxicos,  os  AP  necessitam  ser  ativados  pelo  sistema  enzimático  citocromo  P450  dos

hepatócitos, que ativam esses compostos a dehidroalcalóides ou pirróis (MATTOCKS, 1986). Esses

compostos,  por  sua  vez,  funcionam  como  agentes  alquilantes  de  macromoléculas  celulares,

formando adutos que iniciam uma toxicidade aguda ou crônica (CULVENOR et al., 1962).

A monocrotalina  (MCT) é  o  principal  AP encontrado nas plantas do gênero  Crotalaria, sendo

originariamente  isolada  por  NEAL  e  colaboradores  (1935)  a  partir  de  sementes  de  Crotalaria

sericea e posteriormente isolada de sementes de  C. retusa por  ADAMS & ROGER (1939), onde

ocorre nas mais altas concentrações, podendo chegar a até 12% (KUMARI et al., 1966). Embora

seja  um  alcalóide  primariamente  hepatotóxico,  lesões  pulmonares  são  as  primeiras  alterações

encontradas, no entanto, efeitos nefrotóxicos, cardiotóxicos, fetotóxicos e carcinogênicos também

estão relacionados a esse alcalóide (MATTOCKS, 1986; THOMAS et al., 1996;  RIBEIRO et al.,

1993; CHEEKE, 1998; MEDEIROS et al., 2000).

A MCT é ativada no fígado pelo citocromo P450 família 3A (CYP 3A) a seu principal metabólito

tóxico, a dehidromonocrotalina (DHMC) (COUET et al., 1996, KASAHARA et al., 1997). Como a

maioria dos pirróis derivados de AP, a DHMC possui dois sítios eletrofílicos, agindo como um

agente alquilante  bifuncional  capaz  de  fazer  ligações  covalentes  do  tipo  DNA-DNA ou  DNA-

proteína (HINCKS et al., 1991; KIM et al., 1995, PEREIRA et al., 1998)

Eqüinos intoxicados com MCT, muitas vezes, apresentam sinais clínicos nervosos, o que tem sido

associado a um quadro de encefalopatia hepática devido à impossibilidade de metabolização da

uréia (CHEEKE, 1998). Por outro lado, metabólitos da MCT, como a DHMC, já foram encontrados

e  dosados em cérebros  de  ratos  experimentalmente  intoxicados,  o  que  demonstra  a  capacidade

dessas moléculas em atravessar a barreira hemato-encefálica (YAN & HUXTABLE, 1995). 

Existem duas classes de células no sistema nervoso central (SNC): os neurônios e as células da glia.

As  células  gliais,  dentre  outras  funções,  estão  envolvidas  principalmente  nos  fenômenos  de

detoxificação do SNC, manutenção da homeostasia e regulação dos níveis de pH. Essas células

podem  ser  divididas  em  três  grupos:  a  macroglia,  da  qual  fazem  parte  os  astrócitos  e

oligodendrócitos;  a  microglia;  e  as  células  ependimárias.  Os  astrócitos  estão  envolvidos  no
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metabolismo cerebral, contribuindo ativamente para o aporte energético e para a resposta imune no

SNC, representando cerca de metade de toda a população glial, enquanto os oligodendrócitos estão

envolvidos na produção da bainha de mielina dos neurônios. A microglia por sua vez, é considerada

um grupo de fagócitos mononucleares,  representando a primeira linha de defesa contra injúrias.

(RAINE, 1999, KANDEL, 2000). Após danos no SNC, os astrócitos reagem principalmente com

hiperplasia,  hipertrofia,  acúmulo  de  glicogênio e  desenvolvimento  de  fibrose  pelo  aumento  da

expressão da GFAP, sendo este fenômeno conhecido como gliose (ASCHNER, 1998).

Tendo em vista que células de origem glial podem ser facilmente acessíveis e manipuláveis, estas

podem ser cultivadas como linhagens celulares e constituem modelos alternativos confiáveis para o

estudo de propriedades e da resposta dessas células a agentes externos (LAL et al., 1996). Culturas

primárias  de  astrócitos  também podem ser  utilizadas  como modelos  alternativos  confiáveis  em

estudos  sobre  neurotoxicidade  (COOCKSON  et  al.,  1994),  respostas  imunomediadas  do  SNC

(ASCHNER,  1998)  e  condições  neurodegenerativas  (VERNADAKIS  &  FLEICHER-

LAMBROPOULOS, 2000).

Até o presente momento nenhum estudo foi realizado para avaliar a ação direta da monocrotalina ou

do seu derivado pirrólico em células do SNC. Tendo em vista as propriedades farmacológicas desse

alcalóide e do seu metabólito, e, devido à estreita relação entre a sua intoxicação e a presença de

sinais clínicos neurológicos em espécies mais sensíveis, tornou-se importante avaliar seus efeitos

diretos  sobre  células  gliais.  Neste  estudo,  avaliamos  os  efeitos  diretos  da  MCT  extraída  da

Crotalaria retusa e da DHMC em astrócitos, utilizando como modelo de estudo cultura primária de

astrócitos  corticais  de  ratos  neonatos  da  linhagem  Wistar.  Foram  avaliadas  as  propriedades

citotóxicas dessas moléculas através de modificações morfológicas e bioquímicas observadas nas

células gliais.
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 A toxicologia do gênero Crotalaria 

2.1.1- Característica e distribuição de plantas do gênero Crotalaria

As plantas do gênero  Crotalaria  pertencem à família Leguminosae (Fabaceae), e consistem em,

aproximadamente,  600 espécies distribuídas principalmente em áreas tropicais e subtropicais do

globo, sendo a maioria tóxica para humanos e animais (WILLIAM & MOLYNEUX, 1987). Muitas

plantas  desse  gênero  são  herbáceas  (Figura  1),  anuais  ou  perenes,  havendo  também  espécies

arbustivas. Como característica de reconhecimento, deve-se observar os frutos, os quais constituem-

se de uma vagem quase vesiculosa, de casca membranácea rígida, nas quais as sementes, depois de

maduras e secas, soltam-se quando movimentadas, produzindo assim um ruído de guizo de cascavel

(Crotalus), razão pela qual lhe deram esse nome, pois Crotalaria em latim significa chocalho. As

flores geralmente são amarelas, às vezes estriadas com vermelho, dispostas em rácemos vistosos.

Outros nomes dados ao gênero são "xique-xique", "guizo-de-cascavel" e "chocalho-de-cascavel"

(HOEHNE,  1939;  TOKARNIA  et  al.,  2000,

http://www.cnpab.embrapa.br/servicos/leguminosas/crotalaria.html).

As  espécies  de  crotalárias  são  plantas  rústicas  que  crescem  bem  em  solos  secos,  arenosos,

cascalhentos  e  mesmo em áreas  arenosas  de  região costeira.  Por  serem plantas  invasoras,  são

comumente encontradas em plantações de grãos e pastagens (CHEEKE, 1988). No Brasil, já foram

descritas  40  espécies,  presentes  nos  campos  e  bordas  de  pastos,  servindo  muitas  vezes  de

suplemento  alimentar  para  os  animais  no  período  de  escassez  de  alimentos  (HOEHNE,  1939;

RIBEIRO et al., 1993;). Como forma de controle, podem ser praticamente eliminadas com roçadeira

(rebrota pouco), antes que formem sementes, as quais são os mecanismos de propagação. A planta

morre na queimada, mas retorna por semente, que germina melhor após o fogo, já que a plântula

encontra  condições  mais  favoráveis  na  pastagem  rala

(http://www.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/livros/plantastoxicas/19guizo.html).

As crotalárias são principalmente usadas na adubação verde e cobertura de solos, pois além do alto

potencial de produção de matéria seca, são plantas pouco exigentes que possuem grande potencial

de fixação biológica de nitrogênio através de nódulos que formam em suas raízes em associação 
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Figura 1 - A Crotalaria retusa
A: Vista da planta com flores ou frutos
(Fonte: http://www.merckvetmanual.com/mvm/htm/bc/212700.htm); 
B: Detalhe das vagens e flores da Crotalaria retusa
(Fonte: http://www.grapheus.com/Plants/Plants-Crotalaria.htm).
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com bactérias do gênero Rhizobium, eficientes fixadoras do nitrogênio atmosférico (MENDONÇA

et  al.,  1999).  Entretanto,  estudos  mostram  haver  diferenças  interespecíficas  entre  espécies  de

Crotalaria no que se refere à germinação, formação de nódulos na raiz, produção de matéria seca e

captação de nitrogênio do ar (POLHIL 1982; DAIMON et al., 1995). Para a C. juncea, uma espécie

de  crescimento  rápido muito  usada  como adubo verde  em rotação com diversas  culturas  e  no

enriquecimento do solo, o aporte de nitrogênio ao sistema solo/planta fica estimado entre 100 e 300

kg  N/ha/ano  (http://www.cnpab.embrapa.br/servicos/leguminosas/crotalaria.html).  SAMBA e

colaboradores (2002) relatam que o aporte de nitrogênio para a  C. retusa, é de cerca de 250 Kg

N/ha/ano. 

2.1.2- Toxicidade das espécies de Crotalaria

Plantas  do  gênero  Crotalaria também  são  de  grande  interesse  devido  às  perdas  econômicas

causadas por intoxicação do  gado e  à  exposição da população  humana,  que  usa  muitas  dessas

plantas na medicina popular. Algumas espécies de crotalárias são usadas em áreas rurais de países

tropicais  e  subtropicais  para  tratamento  de  resfriados,  febre,  dores  reumáticas  e  desordens

estomacais (ATAL & SAWHNEY, 1973). De um modo geral, a toxicidade de plantas está associada

ao consumo das folhas; no entanto, o mesmo não é observado para a Crotalaria, cuja causa primária

de intoxicação é devido à ingestão de sementes. A contaminação de grãos como trigo, sorgo, café,

com sementes de crotalárias, continua a ser um problema de saúde animal e humana principalmente

em países em desenvolvimento (STEGELMEIER et al., 1999), a exemplo do ocorrido na Índia e

Afeganistão no início dos anos 70, quando centenas de pessoas morreram devido a um surto de

doença veno-oclusiva relacionado à ingestão de grãos contaminados com sementes de  Crotalaria

retusa (MATTOCKS,1986).

Estudos realizados em diversos países descrevem casos de intoxicação por Crotalaria  em eqüinos

(GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al., 1965; ARZT & MOUNT, 1999; PITT & MCKENZIE,

2002), bovinos (BARRI & ADAM, 1981; WINTER et al., 1990), suínos (PECKHAM et al. 1974;

McGRATH &  DUNCAN, 1975),  caprinos  (BARRI  &  ADAM,  1984)  e  aves  (HOOPER  &

SCALAN, 1977; NORTON & O'ROURKE, 1979; ALFONSO ET AL, 1993). Segundo BARRI &

ADAM (1981),  as  variedades  tóxicas  mais  conhecidas  são  Crotalaria  retusa,  Crotalaria

spectabilis, Crotalaria crispata, Crotalaria dura e Crotalaria globifera.
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No Brasil, durante a década de 1990, foram descritos casos de intoxicação espontânea em animais

por  Crotalaria spp em diferentes estados brasileiros. No Estado de Minas Gerais, foi descrito um

surto de intoxicação em eqüinos por C. juncea (NOBRE et al., 1994). No Mato Grosso do Sul e em

Minas Gerais, foram descritas intoxicações por Crotalaria spp em bovinos (LEMOS & BARROS,

1998) e, na Paraíba, foram documentados casos de intoxicação por C. retusa em ovinos (DANTAS

et al.,  1999),  eqüídeos e bovinos (NOBRE et al.,  2004).  Na tentativa de caracterizar a  doença,

intoxicações  experimentais  também  têm  sido  reproduzidas  no  Brasil  com  C.  anagiroides em

bovinos  (TOKARNIA  &  DÖBEREINER, 1983),  com  C.  spectabilis em  murinos  e  caprinos

(MEDEIROS et al., 1994) e com C. spectabilis em suínos (SOUZA et al., 1997, TORRES et al.,

1997).

A doença crônica é a forma usual da intoxicação e os sinais clínicos ocorrem semanas a meses após

a planta ter sido ingerida. (SHUBAT et al., 1989; CHEEKE, 1998). No entanto, existe uma grande

diferença  de  susceptibilidade  à  intoxicação  por  crotalárias  entre  as  espécies  animais.  Eqüinos

intoxicados por  Crotalaria retusa apresentam um quadro clínico de anorexia, atordoamento, mal

estado geral,  irritabilidade,  bocejos,  espasmos musculares,  perda  da coordenação,  cabeça baixa,

agressividade e galope sem rumo (GARDINER et al., 1965; NOBRE et al., 2004) (Figura 2), sendo

esta possivelmente a espécie animal mais sensível. Um quadro de sintomatologia semelhante foi

também relatado na intoxicação de eqüinos por outras espécies de Crotalaria  (ROSE et al, 1957;

ARZT & MOUNT, 1999; PITT & MCKENZIE, 2002).

Os achados de necropsia são característicos de uma doença hepática crônica, e danos hepáticos

semelhantes à cirrose são características do envenenamento por Crotalaria em eqüinos e bovinos. O

fígado  encontra-se  firme,  aumentado  ou  diminuído  de  volume  e  com  aspecto  mosqueado

(GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al., 1965; SHUBAT et al.,  1989; NOBRE et al.,  1994;

ARZT & MOUNT, 1999). Nos pulmões, as principais alterações observadas são edema e congestão

com áreas consolidadas no parênquima (GARDINER et al., 1965; NOBRE et al., 1994).

Histologicamente,  as  principais  alterações  descritas  são  observadas  no  fígado  e  incluem

hepatomegalocitose, fibrose, necrose, vacuolização de hepatócitos, hemorragia e, em alguns casos,

proliferação de ductos biliares (GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al., 1965; NOBRE  et al.,

1994;  ARZT & MOUNT, 1999). Os pulmões podem apresentar alveolite fibrosante difusa, com

espessamento  de  septos  interalveolares,  edema  e  infiltrado  inflamatório  mononuclear  e,

principalmente, macrófagos pigmentados (GARDINER et al., 1965; NOBRE et al., 1994).
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Figura 2 - A: Eqüino mostrando protusão da língua causada por lesões no núcleo
do XII par craniano devido intoxicação por C. retusa; B: Equino com depressão
pressionando a cabeça contra obstáculos (Fonte: Nobre et al., 2004).
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2.1.3-  Alcalóides  pirrolizidínicos:  componentes  farmacologicamente ativos  nas  espécies  de

Crotalaria

2.1.3.1- Características químicas e biológicas dos alcalóides pirrolizidínicos

Os alcalóides pirrolizidínicos (AP) são a maior classe de toxinas derivadas de plantas que acometem

humanos e animais (MATTOCKS, 1986; HUXTABLE, 1990) e constituem um grande grupo de

moléculas de caráter básico que contém nitrogênio (N) em sua estrutura, normalmente formando um

anel heterocíclico, o núcleo pirrolizidínico. Esses alcalóides são normalmente amargos ao paladar,

farmacologicamente  ativos  e  funcionam  como  defesa  química  das  plantas  contra  herbívoros

(CHEEKE & SHULL, 1985; PRAKASH et al., 1999). Os AP são amplamente disseminados em

todo o mundo, tanto geograficamente quanto botanicamente (McLEAN, 1970; MATTOCKS, 1986;

HUXTABLE, 1989) e,  atualmente,  são conhecidos cerca de 350 dos mesmos, identificados em

6.000 espécies  de plantas  de até 13 famílias.  Estima-se que até  3% das  plantas  que florescem

apresentam AP tóxicos (STEGELMEIER et al., 1999). As principais fontes são plantas das Famílias

Boraginaceae (todos os gêneros), Compositae (subfamílias Senecionae e Eupatoriae) e Leguminosae

(Gênero  Crotalaria). Dentre essas Famílias, os AP são encontrados principalmente nas espécies

Senecio  (Compositae),  Heliotropium (Boraginaceae) e  Crotalaria  (Leguminosae) (PRAKASH  et

al., 1999).

Os AP causam inúmeros problemas de saúde devido à sua ingestão por uso medicinal, alimentar ou

acidental.  Gêneros  alimentícios  humanos  tais  como  leite,  mel,  grãos,  ervas  medicinais  e

suplementos alimentares, muitas vezes, estão contaminados com AP ou por sementes de plantas que

os contém (HUXTABLE, 1980; MOLYNEUX & JAMES, 1990; BETZ et al., 1994; PRAKASH et

al., 1999; STEENKAMP et al., 2000). Estudos mostram que AP também podem ser encontrados em

leite de vaca (DICKINSON et al., 1976) e de cabras (GOEGER et al, 1982), o que representa um

risco ainda pouco avaliado à saúde humana. 

Muitos  destes  alcalóides  são  hepatotóxicos  e  muitos  outros  são  pneumotóxicos,  nefrotóxicos,

neurotóxicos, fetotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos (CHEEKE, 1998; PRAKASH et al., 1999,

YAN & HUXTABLE, 1995; RIBEIRO et al., 1993). De acordo com CHEEKE (1988), a toxicidade

dos AP está relacionada com a sua estrutura, onde núcleos diésteres cíclicos são os mais tóxicos,
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diésteres  não-cíclicos são de toxicidade  intermediária e  monoésteres  são os  menos tóxicos.  AP

hepatotóxicos possuem uma dupla ligação na posição 1 e 2 e uma cadeia lateral esterificada. Uma

inibição da proliferação de diversos tipos de células expostas a AP, tais como células endoteliais

arteriais e epiteliais renais de bovino, tem sido descrita tanto in vivo quanto in vitro, muitas vezes

acompanhada de megalocitose, que é definida pelo gigantismo nuclear e citoplasmático, o que se

postula estar relacionado a uma ação antimitótica (MATTOCKS, 1986; KIM et al., 1993; THOMAS

et al., 1996; TAYLOR et al., 1997; LAPPIN et al., 1998).

2.1.3.2- Metabolismo dos alcalóides pirrolizidínicos

Tem-se postulado que o AP em si é quimicamente inerte, sendo que, uma vez ingerido, a maior

parte dele é excretada inalterada e a parte remanescente é metabolizada no fígado principalmente

pelos  hepatócitos  da  região  centro-lobular  (zona  3),  onde  ocorre  a  mais  alta  atividade

metabolizadora de xenobióticos (CHEEKE, 1988). A ativação requer a oxidação (desidrogenação)

catalisada pelas  monoxigenases  de função mista,  os  citocromos P450,  que  convertem os AP a

dehidroalcalóides (ou pirróis). Em humanos, tanto a reação de ativação quanto, a formação de N-

óxido, uma rota de detoxificação, são catalisadas pelos citocromos CYP 3A4 (MIRANDA et al.,

1991),  enquanto que, em ratos, parece não haver correlação entre esses metabólitos e a enzima

específica, sugerindo reações independentes (MATTOCKS, 1986). CULVENOR e colaboradores

(1962)  propuseram que  a  alquilação de  componentes  celulares  é  o  mecanismo pelo  qual  estas

moléculas exercem seus efeitos, fato já demonstrado em trabalhos posteriores. Essas moléculas, por

sua  vez,  por  serem  eletrofílicas  (com carência  de  elétrons),  têm  a  capacidade  de  reagir  com

componentes  nucleofílicos  (com excesso de elétrons) dos tecidos,  tais  como ácidos nucléicos e

proteínas, formando adutos capazes de iniciar uma toxicidade aguda ou crônica.  (MATTOCKS,

1986;  HUXTABLE, 1989;  HINCKS et al.,  1991; PEREIRA et al.,  1998).  Alguns adutos destes

alcalóides  são  persistentes  no  tecido  animal,  porém  outros  podem  ser  liberados  tardiamente,

causando  danos  após  um longo  tempo da  ingestão  inicial  (WILLIAM & MOLYNEUX,  1987;

PRAKASH et al., 1999).

As  diferenças  na  resistência  à  intoxicação,  entre  as  espécies  já  observadas,  parecem  ser,

primariamente,  uma  conseqüência  da  diferença  do  metabolismo  hepático  dos  AP.  Espécies

susceptíveis  como  eqüinos,  bovinos  e  murinos  apresentam  altas  taxas  de  produção  de  pirróis,

enquanto que pequenos herbívoros como ovinos, caprinos e coelhos são altamente resistentes, o que
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pode estar  relacionado com baixa  taxa  de  produção  de  metabólitos  reativos  ou  à  alta  taxa  de

atividade de enzimas detoxificantes (CHEEKE, 1988). 

Os pirróis têm quatro caminhos possíveis para metabolismo posterior à absorção: hidrólise a 6,7-

dihidro-7-hidroxil-1-hidroximetil-5H-pirrolizina  (DHP),  alquilação  de  macromoléculas  celulares,

conjugação com o glutation (GSH) no fígado para formar 7-glutationil-6,7-dihidro-1-hidroximetil-

5H-pirrolizina (GSDHP) ou liberação na circulação. A distribuição dos metabólitos por essas vias

determina tanto o local no qual a toxicidade é expressa,  quanto o grau da toxicidade (YAN &

HUXTABLE, 1995) (Figura 3). Por exemplo, as decomposições a DHP e GSDHP que são produtos

pouco  tóxicos,  quando  comparados  aos  pirróis,  podem  ser  consideradas  como  indicadores  de

detoxificações. Os pirróis, por sua vez, se liberados na corrente sangüínea, poderão reagir com a

parede dos vasos, causando doenças veno-oclusivas, hipertrofia cardíaca direita, hipertensão arterial

pulmonar, entre outros danos cardiovasculares.

Pirróis possuem afinidade pelo grupamento sulfidrila (tiol), dessa forma, dietas suplementadas com

o aminoácido cisteína têm mostrado alguma proteção contra a toxicose,  devido ao estímulo  da

síntese de glutation, representando uma via de eliminação (CHEEKE, 1988; YAN & HUXTABLE,

1995; COULOMBE et al., 1999 ).

2.1.3.3- A monocrotalina: principal componente ativo da Crotalaria retusa

As sementes da  Crotalaria,  em particular da C.  retusa,  são ricas em seu principal componente

tóxico, o alcalóide pirrolizidínico monocrotalina (MCT) (ADAM & ROGER, 1939;  CULVENOR

& SMITH, 1957;  ATAL & SAWHNEY, 1973).  A MCT é um alcalóide pirrolizidínico  diéster

macrocíclico de 11 elementos com peso molecular de 325.36, cuja fórmula é C16H23O6N. A MCT

foi originariamente isolada por  NEAL e colaboradores (1935) a partir de sementes de  Crotalaria

sericea e posteriormente isolada de sementes de  C. retusa por  ADAMS & ROGER (1939), onde

ocorre nas mais altas concentrações, podendo chegar a até 12% (KUMARI et al., 1966). A MCT é

considerada um alcalóide primariamente hepatotóxico, embora lesões pulmonares são as primeiras

alterações encontradas (THOMAS et al., 1998). Efeitos pneumotóxicos, nefrotóxicos, cardiotóxicos,

fetotóxicos e carcinogênicos também estão relacionados a esse alcalóide, além de apresentar uma

atividade  mutagênica  e  antitumoral  in  vitro em  diversos  tipos  celulares  (MATTOCKS,  1986;

THOMAS et al., 1996; RIBEIRO et al., 1993; CHEEKE, 1998; 
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Figura 3- Representação esquemática dos mecanismos de toxicidade dos alcalóides
pirrolizidínicos (AP): EPy, éster de pirrol; Apy, álcool de pirrol; GSH, glutation; Py-SG,
conjugado pirrol-glutation; Py-SPr, pirrol ligado ao tiol de uma proteína. As linhas pontilhadas
indicam que o Apy é um metabólito produzido em menor quantidade, responsável pelos efeitos
crônicos, devido à sua baixa reatividade e meia-vida longa (Fonte: PRAKASH et al.,1999).
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MEDEIROS et al., 2000). Eqüinos intoxicados com MCT, muitas vezes, apresentam sinais clínicos

nervosos, o que tem sido associado a um quadro de encefalopatia hepática devido à impossibilidade

de metabolização da uréia seguido de hiperamonemia . Por outro lado,  metabólitos  da MCT já

foram encontrados e dosados em cérebros de ratos experimentalmente intoxicados, o que demonstra

a capacidade destas moléculas em atravessar a barreira hemato-encefálica (YAN & HUXTABLE,

1995). Segundo  WILLIAM & MOLYNEUX (1987), a dose letal mediana (DL 50) da MCT em

ratos adultos é de 125 a 500 mg/Kg em aplicação intra-peritoneal.

A MCT é ativada no fígado, pelo citocromo P450 família 3A (CYP 3A), a seu principal metabólito

tóxico, a dehidromonocrotalina (DHMC) (COUET et al., 1996, KASAHARA et al., 1997) (Figura

4).  Em humanos  tal  reação dá-se  mais  precisamente  pela  ação  do  CYP 3A4  nos  hepatócitos,

enquanto que em ratos a reação é catalisada pelo CYP 3A1(MIRANDA et al.,  1991).  Como a

maioria dos pirróis derivados de AP, a DHMC possui dois sítios eletrofílicos, agindo como um

agente alquilante  bifuncional  capaz  de  fazer  ligações  covalentes  do  tipo  DNA-DNA ou  DNA-

proteína (HINCKS et al., 1991; KIM et al., 1995, PEREIRA et al., 1998). Estudos in vitro mostram

que a DHMC induz formação de adutos com DNA, inibe a proliferação celular e causa alterações

morfológicas, físicas e funcionais em células endoteliais arteriais pulmonares de suínos (REINDEL

et al., 1991), humanos (WILSON et al., 2000) e células pulmonares de ratos (REINDEL & ROTH,

1991). Células endoteliais arteriais pulmonares de bovinos tratadas com DHMC por 48h respondem

tornando-se megalocíticas, uma característica da toxicidade de AP (TAYLOR et al., 1997). LAPPIN

e colaboradores (1998) demonstraram que a DHMC inibe a fase do ciclo celular G2-M em células

endoteliais arteriais de bovino em concentração de 5 µg/ml, entretanto, THOMAS e colaboradores

(1996) descrevem que, sob concentração de 20 µg/ml do pirrol, tais  células sofrem inibição da

mitose na fase S, bem como apoptose. A apoptose, ou morte celular programada, também tem sido

um achado freqüente nesses tipos celulares expostos à MCT e seu derivado pirrólico, tanto in vivo

(JONES & RABINOVITCH, 1996) quanto in vitro (THOMAS et al., 1998). 

Estudos realizados previamente em nosso laboratório revelaram que células tumorais da linhagem

GL-15 são capazes  de reagir à MCT, sugerindo uma ação direta  desta  molécula em células  de

origem glial (BARRETO et al, 2004). As células gliomatosas reagiram de forma distinta conforme a

concentração de  MCT adotada:  nas  concentrações mais  baixas,  foi  verificada uma modificação

morfológica,  com  um  aumento  do  corpo  celular  (megalocitose)  e  emissão  de  processos;  nas

concentrações mais altas, uma importante proporção das células entraram em apoptose.
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Figura 4 - Estrutura química do alcalóide pirrolizidímico monocrotalina e da
dehidromonocrotalina, seu principal metabólito. Ativação pelo citocromo P450
(Fonte: Pereira et al., 1998).
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2.2- As células gliais do SNC

O SNC é composto basicamente por duas classes principais de células: os neurônios e as células da

glia  ou  neuróglia.  Os  neurônios  são  distintos  da  glia  pelos  seus  processos  polarizados

especializados, os axônios e dendritos, os quais podem propagar potenciais de ação, fazer junções

sinápticas  com outros  neurônios e  células e  formar locais  de liberação para neurotransmissores

(MOREST & SILVER, 2003). Foi Virchow que, em 1846, primeiramente reconheceu no SNC a

existência  de um componente intersticial  frágil,  não-nervoso, composto de células estreladas ou

fusiformes, morfologicamente distintas dos neurônios, a quem deu o nome de glia, que em latim

significa "cola". Até início do século XX não se sabia que estes elementos intersticiais consistiam

de diversos tipos celulares (PETERS et al., 1991).

De acordo com KANDEL (2000), as células gliais estão em número superior aos neurônios cerca de

dez a cinqüenta vezes no SNC de vertebrados, e circundam o corpo celular, axônio e dendritos dos

mesmos, favorecendo a sinalização. Entretanto, não se pode afirmar se elas estão envolvidas no

processo de transmissão do impulso nervoso. Sabe-se ainda que as células gliais estão envolvidas na

captação do neurotransmissor  excitatório  glutamato da fenda sináptica  e  que apresentam outras

funções vitais, tais como regulação do pH e balanços iônicos locais, sustentação dos neurônios, ou

podem,  ainda,  separar  e  isolar  grupos  neuronais  e  conexões  sinápticas  umas  das  outras.  Essas

células são também importantes  por serem capazes  de fagocitar debris celulares  após danos ou

morte neuronal.

São  reconhecidos  três  grupos  extensos  de  células  gliais:  (i)  as  células  gliais  verdadeiras  ou

macroglia, das quais fazem parte os astrócitos e oligodendrócitos; (ii) a microglia; e (iii) as células

ependimárias  (Figura 5).  A neuróglia e  as  células ependimárias diferem dos neurônios  por não

possuírem axônios e dendritos, contatos sinápticos e, além disso, retêm a habilidade de dividirem-se

no decorrer da vida, particularmente em resposta a injúrias (PETERS et al.,  1991; MOREST &

SILVER, 2003). 
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Figura 5 -  Tipos de células do SNC :(1) neurônios; (2) oligodendrócitos; (3) capilar; (4) axônio
(5) astrócito; (6) células ependimárias; (7) microglia.
Fonte:http://www.mhhe.com/biosci/ap/holeessentials/student/olc/matching0298.html?q1=neuron



2.2.1- Características e funções dos astrócitos: principal população de células gliais no SNC

As células gliais constituem cerca de 90% das células do cérebro humano e estas, particularmente os

astrócitos,  são importantes por fornecerem suporte nutricional  e estrutural para neurônios  e por

participarem de outras funções, tais como detoxificação, fagocitose e funções imunes (TARDY,

1991; MONTGOMERY, 1994; KANDEL, 2000) (Figura 6). 

Os astrócitos constituem cerca da metade de toda a população glial, e são geralmente denominados

de astrócitos protoplasmáticos, presentes na substância cinzenta, e de astrócitos fibrosos, presentes

na  substância  branca  (KRIEGSTEIN  &  GÖTZ,  2003).  Esta  nomenclatura  está  baseada  nas

diferenças  morfológicas,  não  se  conhecendo  diferenças  funcionais  marcantes  entre  esses  dois

subtipos  celulares.  Os  componentes  estruturais  dos  astrócitos  protoplamáticos  e  fibrosos  são

idênticos e as diferenças são apenas quantitativas (LENT, 2001).

De acordo com CAJAL (1995), os astrócitos possuem inúmeros prolongamentos que emergem do

corpo  celular  e  que  ramificam-se  profusamente,  formando  uma  densa  arborização.  Esses

prolongamentos ocupam os meandros dos espaços interneuronais, envolvendo sinapses e nós de

Ranvier  onde  capturam  neurotransmissores  na  fenda  sináptica  através  de  transportadores

específicos,  ou  outros  produtos  do  fluido  extracelular,  o  que  constitui  um  dos  principais

mecanismos de detoxificação cerebral (CLEMENT et al., 1998; GARWOOD et al., 1999; COSTA

et al., 2002; NADARAJAH, 2003). Os astrócitos formam também verdadeiras capas envoltórias dos

capilares  sangüíneos  no  SNC,  constituindo  revestimento  interno  da  parede  das  cavidades

intercerebrais e das meninges. Estas  especializações morfológicas dos  astrócitos formam a base

física  da  barreira  hemato-encefálica.  A  complexa  conexão  realizada  pelos  processos  e  corpos

celulares dos astrócitos ressalta seu envolvimento e importância no metabolismo cerebral. 

Além de suas características morfo-funcionais, os astrócitos maduros têm sido identificados mais

recentemente pela expressão de uma proteína do filamento intermediário do citoesqueleto, que lhes

é exclusiva, a chamada proteína ácida do gliofilamento, ou GFAP. Essa proteína do gliofilamento

foi descoberta por Larry Eng há mais de 30 anos durante o estudo do curso de formação de placas

em pacientes com esclerose múltipla e pode ser detectada através de anticorpos específicos (ENG et

al., 2000). Segundo CAJAL (1995), os filamentos compostos pela GFAP são os responsáveis pela

forma típica que estas células assumem, entretanto a função exata dessa proteína nos astrócitos 
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não é clara, já que camundongos geneticamente modificados para ausência de GFAP, crescem e se

reproduzem normalmente (PEKNY et al., 1995).

Após  danos  no  sistema  nervoso,  os  astrócitos  invariavelmente  proliferam,  sofrem  extensiva

hipertrofia do núcleo, do corpo e dos processos celulares e desenvolvem fibrose pelo aumento da

expressão  da  GFAP,  sendo  este  estado  conhecido  como  gliose  ou  astrogliose  reativa

(MONTGOMERY,  1994;  ASCHNER,  1998).  Entretanto,  esse  processo  não  é  estereotípico,

podendo variar em extensão, tempo de desenvolvimento, grau de hipertrofia ou hiperplasia e outras

propriedades, dependendo da natureza da lesão e da área específica afetada do SNC (MEAD &

PENTREATH, 1998). Os tipos de assentamento e distribuição das novas fibras gliais variam de

acordo com a natureza da lesão primária, podendo ser focal, nos casos em que a arquitetura básica

do tecido é preservada, deixando uma cicatriz glial, ou pode ser uma resposta difusa, quando a

arquitetura básica do tecido é destruída lentamente pelo processo patológico, formando uma malha

distribuída ao acaso (JUBB & KENNEDY, 1974).

As  inter-relações  entre  células  neurais  não  só  contribuem  para  o  desenvolvimento,  função  e

capacidade  reparativa  do  cérebro,  mas  também podem participar  na  sua  deterioração  devido  à

senescência ou doença (DAVIES et al., 2000). Segundo RUTKA & SMITH (1993), os astrócitos

podem reagir  e proliferar  após injúria  cerebral  e  ter  a  mais  alta predisposição à transformação

maligna. Nos danos, bem como no desenvolvimento intacto do cérebro, o crescimento de axônios

ocorre na presença de astrócitos, que servem-lhes como guia (CLEMENT et al., 1998; GARWOOD

et al., 1999; COSTA et al., 2002; NADARAJAH, 2003).

2.2.2- Culturas de células gliais como modelos de estudos neurotoxicológicos

Segundo  COOKSON  e  colaboradores  (1994),  astrócitos  derivados  do  córtex  de  ratos  ou  de

camundongos neonatos e cultivados in vitro constituem modelos confiáveis no estudo do potencial

tóxico  de compostos  químicos.  Estas  culturas  são utilizadas  há décadas e  derivam de ratos  ou

camundongos de até dois dias, sendo cultivadas em meio específico ao longo de 20 dias, quando

adquirem  sua  forma  característica,  com  densa  arborização  (BOOHER &  SENSENBRENNER,

1972).
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Modificações nos astrócitos podem ser usadas como marcadores para vários tipos de danos no SNC.

Em particular, a gliose reativa ou astrogliose ocorre devido a danos físicos, exposição a substâncias

tóxicas,  tais  como  5,7-dihidroxitriptamina  (FRANKFURT  et  al.,  1991)  ou  ácido  caínico

(RATABOUL et al., 1989),  e também em alguns estágios de doença no SNC (NORTON et al.,

1992). A astrogliose, entre outras alterações, é usualmente reconhecida in vitro pela hiperplasia e

hipertrofia dos astrócitos, bem como pelo acúmulo do principal componente específico dos seus

filamentos intermediários, a proteína GFAP (COOKSON & PENTREATH, 1994).
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3. ARTIGO CIENTÍFICO

Comparação dos  efeitos  do  alcalóide  pirrolizidínico  monocrotalina,  extraído de  Crotalaria

retusa,  e  de  seu  derivado  ativo  dehidromonocrotalina  em cultura  primária  de  astrócitos

corticais de rato.

Barreto RA,  Hughes JB, Souza CS, Silva VDA, Silva AR, Velozo ES, Batatinha MJM, Costa
MFD, Cunha SD, El-Bachá RS, Costa SL

RESUMO

Casos  de  intoxicações  por  plantas  do  gênero  Crotalaria (Leguminosae)  em  humanos,  e

principalmente  em  animais,  tem  sido  amplamente  descritos,  e  geram  principalmente  lesões

hepáticas, ainda que o comprometimento do SNC tenha sido também descrito em animais mais

sensíveis,  como  equídeos.  Esta  toxicidade  é  atribuída  ao  alcalóide  pirrolizidínico  (AP)

monocrotalina (MCT), que quando metabolizada pelos citocromos P450, gera o composto ativo

dehidromonocrotalina (DHMC). Esse estudo objetivou comparar os efeitos diretos in vitro da MCT,

extraída  de  C.  retusa,  e  da  DHMC,  gerada  por  oxidação  exógena,  sobre  cultura  primária  de

astrócitos. Foram testadas concentrações entre 0,1 a 500µM da MCT e DHMC no período de 24 e

72h. O teste do MTT revelou que a MCT não mostrou toxicidade em astrócitos, porém a DHMC

reduziu a viabilidade celular a partir da concentração de 1µM desde 24h, amplificando essa ação

após 72h de tratamento. A coloração pancrômica de Rosenfeld permitiu evidenciar que os astrócitos

tratados com 0,1µM MCT por 72h, apresentaram o corpo celular contraído e desenvolveram finos

prolongamentos de tamanho variável; este efeito foi aumentado com o aumento da concentração de

MCT, e verificado em até cerca de 80% das células tratadas com 500µM MCT. Células expostas a

DHMC pôr 72h também alteraram sua morfologia: mais de 30% dos astrócitos tratados com 0,1 ou

1µM DHMC apresentaram um aumento do corpo celular, acompanhado de aumento e espessamento

dos processos celulares; parte das células tratadas com 10 ou 100µM, apresentaram uma forma

atípica de losango, revelando uma perda da morfologia característica; a DHMC a 500µM induziu

uma diminuição do corpo celular e retração dos processos.  Modificações na expressão da GFAP,

proteína majoritária do citoesqueleto de astrócitos,  induzidas  pela MCT ou pela  DHMC, foram

verificadas por marcação imunocitoquímica (ICQ) e por western blot, especialmente após 72h de

tratamento: a MCT induziu, de forma dose dependente, uma modificação na distribuição da GFAP,
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que ficou mais localizada na região peri-nuclear, e  uma redução de cerca de 40% nos níveis de

expressão dessa proteína em todas as concentrações testadas,  quando comparado às células não

tratadas ou em presença do veículo DMSO (0,5%); baixas concentrações de DHMC (0,1 ou 1µM)

induziram um aumento qualitativo da marcação da GFAP, com aumento do corpo celular e uma

forte tendência em formar processos, acompanhado de um aumento dos níveis de expressão desta

proteína  (22-40%);  estas  modificações  também  foram  evidenciadas  a  10 ou  100µM  DHMC,

entretanto  uma  maior  proporção  de  células  (60-70%)  apresentaram uma  marcação  fraca  desta

proteína, mais restrita à região peri-nuclear; astrócitos expostos a 500µM DHMC apresentam uma

diminuição qualitativa na marcação da GFAP, que apresentou-se difusa no corpo celular, estando

mais  forte  somente em algumas poucas células (±15%) com processos celulares; e  uma  grande

redução (50%) nos níveis de expressão da GFAP após 72 h de tratamento com 10, 100 ou 500µM

DHMC também foi observada. A coloração da cromatina nuclear  com Hoechst-33258  revelou a

presença de astrócitos com núcleos picnóticos ou múltiplos nas culturas tratadas com 100-500µM

MCT. Por outro lado, uma proporção importante (±30%) dos astrócitos nas culturas expostas a 100

ou  500µM  DHMC,  apresentaram  cromatina  condensada  e  fragmentada,  o  que  pode  ser  um

indicativo de apoptose. Uma redução significativa (±20%) na expressão de GFAP e na viabilidade

das células após 72h nos controles tratados 1% DMF foi também observada o que sugere que o

veículo de dissolução da DHMC pode ter amplificado os efeitos observados. Os resultados obtidos

neste  estudo  sugerem uma  ação  direta  da  MCT e  da  DHMC em astrócitos  corticais  de  ratos,

induzindo ou uma gliose reacional ou uma diminuição da viabilidade das células, e ainda que estes

compostos  podem  estar  envolvidos  nos  quadros  de  intoxicação  por  crotalárias.  Estudos

complementares, no entanto, deverão ser desenvolvidos para esclarecer sobre como estes efeitos são

desencadeados em astrócitos  e  sua  possível  relação com os  danos  no  SNC observados e  com

aparecimento de sinais clínicos em animais intoxicados.

Palavras-chave: astrócitos, monocrotalina, glia, alcalóides pirrolizidínicos 
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Comparison  of  the  effects  of  the  pyrrolizidine  alkaloid  monocrotaline,  extracted  from

Crotalaria retusa, and of its active metabolite dehydromonocrotaline on rat cortical astrocyte

primary culture.

Barreto RA,  Hughes JB, Souza CS, Silva VDA, Silva AR, Velozo ES, Batatinha MJM, Costa
MFD, Cunha SD, El-Bachá RS, Costa SL

SUMMARY

Monocrotaline (MCT) is a pyrrolizidine alkaloid (PA) of large occurrence in plants of  Crotalaria

genus (leguminosae) and causes intoxication in humans and mainly in animals. This alkaloid, after

activation by enzymes from cytochrome P450 complex,  primarily produces hepatotoxic  effects.

However, more susceptible animals to its intoxication, such as horses, may present nervous clinical

signs. Dehydromonocrotaline (DHMC) is the main active metabolite of MCT, and this compound

has already been dosed in the CNS of experimentally intoxicated rats. In this study we compared the

direct in vitro effects of MCT, extracted from C. retusa, and of DHMC on astrocyte primary culture.

Concentrations ranging from 0.1 to 500 µM of MCT and DHMC were tested by 24 and 

72 h. According to the MTT test, MCT was not toxic to astrocytes. On the other hand, DHMC was

toxic to these cells above 1 µM since 24 h, increasing this toxicity to all concentration tested for 

72 h in a dose dependent manner. The Rosenfeld stain showed that astrocytes treated with 0.1 µM

MCT for 72 h shrank their cell body and developed thing extending processes of different sizes; this

effect was amplified with an increase of MCT concentration and reached about 80% of the cells

treated with 500 µM MCT. Cells exposed to DHMC also changed their morphology: about 30% of

astrocytes treated with 0.1 or 1  µM DHMC showed an enlargement of cell  body and extending

processes; some of the cells treated with 0.1 or 1  µM DHMC loosed the characteristic astrocyte

morphology; 500µM DHMC induced a shrank of cell body and its extending processes. Changes in

expression of the astrocyte cytoskeleton protein GFAP were observed by immunocytochemistry and

by western  immunoblot,  specially  after  72h  of  treatment:  MCT  induced,  in  a  dose-dependent

manner, changes in GFAP distribution, occurring closer to the nuclei, and decreased approximately

40% of its GFAP expression in all ranging concentration when compared to non-treated cells or

control condition (0.5% DMSO); low concentrations of DHMC (0.1 or 1 µM) induced a qualitative

increase  in  GFAP stain,  with  an  enlargement  of  cell  body and  a  strong  tendency on  forming

extending processes, along with an increase in the expression levels of this protein (22-40%); these

alterations were also observed at 10 or 100 µM DHMC, although a greater proportion of cells (60-
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70%) presented  a  weak stain  of  this  protein,  restricted  to  the  area closer  of  nuclei;  astrocytes

exposed to 500 µM DHMC presented a qualitative decrease in GFAP stain, distributed over the cell

body but  stronger in few cells (±15%) with extending processes; a  strong decrease  (± 50%) in

GFAP expression levels  was also observed on astrocytes after exposure to 10,  100 or 500  µM

DHMC. The nuclear chromatin stain by Hoechst-33258 dye revealed condensed or multiple nuclei

in astrocytes treated with 100-500 µM.MCT. On the other hand, an important proportion (±30%) of

astrocytes exposed to 100 or 500  µM DHMC, showed a condensed and fragmented chromatin,

which may be an indicative of apoptosis.  A marked decrease  (±20%) in GFAP expression and

viability of cells exposed to 1 % DMF was also observed after 72 h exposure, which may suggest

that the DHMC vehicle may have been amplifying the observed effects. Our results suggests a direct

action of the alkaloids MCT and DHMC on cortical rat astrocytes, inducing or a reactive gliosis or a

decrease in cell viability. Moreover, these compounds may be directly involved in the neurological

clinical signs sometimes showed by Crotalaria intoxication. However, complementary studies must

be developed to turn clear how these effects are triggered on astrocytes and if there is any relation

between  the  damages  observed  in  CNS  and  the  developing  of  neurological  clinical  signs  in

intoxicated animals.

Keywords: astrocytes, monocrotaline, glia, pyrrolizidine alkaloid
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INTRODUÇÃO

Plantas  do gênero  Crotalaria pertencem à família  Leguminosae e  crescem abundantemente em

zonas  tropicais  e  subtropicais.  Por  serem  plantas  invasoras,  as  Crotalárias  são  facilmente

encontradas  em  plantações  de  grãos  e  em  pastagens  (CHEEKE,  1988).  No  Brasil  já  foram

encontradas em torno de 40 espécies, sendo muitas vezes consumidas pelos animais principalmente

nos  períodos de escassez de alimentos  (HOEHNE, 1939;  TOKARNIA  et  al,  2000).  Plantas  do

gênero  Crotalaria também são  de  grande interesse  devido  às  perdas  econômicas  causadas por

intoxicação do gado e devido à exposição da população humana, que usa muitas dessas plantas na

medicina popular (ATAL & SAWHNEY, 1973;  MATTOCKS, 1986). Essas plantas são ricas em

alcalóides pirrolizidínicos (AP), as principais toxinas derivadas de plantas que acometem humanos e

animais (MATTOCKS, 1986; HUXTABLE, 1990). 

AP constituem um grande grupo de moléculas de caráter básico que contém nitrogênio em sua

estrutura, normalmente formando um anel heterocíclico, o núcleo pirrolizidínico, e são amplamente

disseminados tanto geograficamente quanto botanicamente (McLEAN, 1970; CHEEKE & SHULL,

1985; PRAKASH et al.,  1999). Muitos destes alcalóides são hepatotóxicos, e muitos outros são

pneumotóxicos, neurotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos (CHEEKE, 1998; PRAKASH  et al.,

1999, YAN & HUXTABLE, 1995). Entretanto, postula-se que para exercerem os efeitos tóxicos, os

AP necessitam ser ativados pelo sistema enzimático citocromo P450 dos hepatócitos, que ativam

esses compostos aos chamados dehidroalcalóides ou pirróis (MATTOCKS, 1986). Esses compostos

por sua vez funcionam como agentes alquilantes de macromoléculas celulares, formando adutos que

iniciam uma toxicidade aguda ou crônica (CULVENOR et al., 1962). A monocrotalina (MCT) é o

principal  AP  encontrado  nas  plantas  do  gênero  Crotalaria,  e,  embora  seja  um  alcalóide

primariamente  hepatotóxico,  efeitos  pneumotóxicos,  nefrotóxicos,  cardiotóxicos,  fetotóxicos  e

carcinogênicos também estão relacionados a esse alcalóide (MATTOCKS, 1986; THOMAS et al.,

1996; RIBEIRO et al., 1993; CHEEKE, 1998; MEDEIROS et al., 2000). Eqüinos intoxicados com

MCT muitas vezes apresentam sinais clínicos nervosos, o que tem sido associado a um quadro de

encefalopatia  hepática  devido  à  impossibilidade  de  metabolização  da  uréia  seguido  de

hiperamonemia. Por outro lado, metabólitos da MCT já foram encontrados e dosado em cérebros de

ratos experimentalmente intoxicados, o que demonstra a capacidade destas moléculas em atravessar

a barreira hemato-encefálica (YAN & HUXTABLE, 1995).
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As  células  gliais,  principalmente  os  astrócitos,  são  fundamentais  para  o  desenvolvimento,

homeostasia e detoxificação do SNC (LETOURNEL-BOULLAND et al., 1994). Além disso, estas

células  são conhecidas por suas funções de aporte energético e  resposta imune no SNC contra

agentes  químicos,  infecciosos  ou  traumatismos  (ASCHNER,  1998).  Já  foi  demonstrado  que

astrócitos reagem a danos químicos ou físicos por sofrerem ativação, um fenômeno conhecido como

astrogliose (EDDLESTON & MUCKE, 1993; COOKSON & PENTREATH, 1994; LEFRANÇOIS

et al., 1997; MEAD & PENTREATH, 1998; COSTA et al., 2002). Culturas primárias de astrócitos

são largamente empregadas para avaliar suas funções em desordens do SNC (ASCHNER, 1998;

SANFELIU et al., 1999), e astrócitos derivados do córtex de ratos ou de camundongos neonatos e

cultivados  in vitro constituem um modelo confiável para o estudo de propriedades e resposta a

agentes externos (COOKSON et al., 1994). 

Até o presente momento nenhum estudo foi realizado para avaliar a ação direta da monocrotalina ou

do seu derivado pirrólico em células do SNC. Tendo em vista as propriedades farmacológicas desse

alcalóide,  e,  devido  à  estreita  relação  entre  a  sua  intoxicação  e  a  presença  de  sinais  clínicos

neurológicos em espécies mais sensíveis, tornou-se importante avaliar seus efeitos diretos sobre

células gliais. Neste estudo, avaliaram-se os efeitos diretos da MCT extraída de Crotalaria retusa e

da DHMC, utilizando como modelo de estudo cultura primária de astrócitos obtidos a partir do

córtex cerebral de ratos neonatos da linhagem Wistar. Foram avaliadas as propriedades citotóxicas

dessa moléculas através de modificações morfológicas e bioquímicas observadas nas células gliais. 

37



MATERIAIS E MÉTODOS

Obtenção da MCT e DHMC. 

A MCT foi isolada a partir do extrato aquoso liofilizado de sementes de crotalaria retusa segundo

método de CULVENOR & SMITH (1957) modificado, onde hexano foi utilizado no lugar de éter

de petróleo e as possíveis formas N-óxido não foram convertidas à sua base livre. A obtenção da

DHMC foi realizada através da técnica preconizada por MATTOCKS (1989). Brevemente, 20 mg

do alcalóide foi pesado e dissolvido em 5 ml de clorofórmio. A essa solução adicionou-se então 5

ml  de  uma solução clorofórmica contendo  25  mg de  tetracloro 1,2-bezoquinona  (o-cloranil),  o

agente oxidante. Decorridos 2 minutos,  essa mistura foi agitada vigorosamente por 15 segundos

com 1 ml de uma solução resfriada de 70% de KOH e 2% de boridreto de sódio, sendo este último o

agente redutor  da  reação.  A fase  orgânica  foi  então separada num funil  de  separação,  e,  após

desidratação com sulfato de sódio (Na2SO4) e adsorção com carvão ativado, a fase clorofórmica foi

recristalizada  em  rotavaporizador,  resultando  no  dehidroalcalóide  praticamente  puro.  A

caracterização  da  MCT foi  realizada  por  ressonância  magnética  nuclear  do  13C  e  1H,  além de

espectro infravermelho. A DHMC foi confirmada por ressonância magnética nuclear do 1H.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar neonatos, obtidos do Biotério do Instituto de Ciências da Saúde da

UFBA (ICS-UFBA). O procedimento esteve em acordo com as normas do Comitê de Ética em

Experimentação Animal.

Cultura Primária de Astrócitos e Tratamentos

Culturas  primárias  de  astrócitos  foram  preparadas  de  acordo  com  método  de  COOKSON  &

PENTREATH (1994) modificado. Ratos neonatos foram decapitados e seus hemisférios cerebrais

foram expostos e isolados assepticamente. A paquimeninge e vasos sangüíneos foram retirados do

córtex com auxílio de tesouras e pinças e, em seguida, este foi passado  em uma membrana de Nitex

estéril  de 75µm  φ.  O córtex foi  dissecado mecanicamente com uma tesoura e  as células foram

suspensas em meio Dulbecco modificado (DMEM, Cultilab, SP, Brasil), suplementado com 100

UI/ml penicilina G, 100 µg/ml estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 0,011 g/L piruvato e 10% soro
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fetal  bovino  (Gibco,  Grand  Island,  NY).  As  células  foram semeadas  em placas  de  cultura  de

poliestireno (Cultilab, SP, Brasil) de 35 mm φ a uma densidade inicial de 5 x 105 células/placa e de

100 mm φ à uma densidade de 3 x 106 células/placa, cultivadas em câmara úmida com 5% CO2 a 37

ºC ao longo de 15 dias. A cada 48 h o meio de cultura em mesmas condições foi trocado. Como

determinado pela imunocitoquímica usando anticorpo anti-GFAP, mais de 95% das células da placa

foram positivas para GFAP (GFAP(+)). A MCT foi dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma,

St. Louis, MO) obtendo-se uma solução-mãe à concentração de 100 mM, conservada ao abrigo da

luz à –20 ºC. A DHMC foi obtida após reação acima descrita e dissolvida em dimetilformamida

(DMF) na razão de 20 mg/ml pouco tempo antes do tratamento das células. Para o tratamento das

células durante 24 e 72 h, a MCT e DHMC foram diluídas em meio de cultura suplementado em

concentrações exponenciais finais entre 0,1 a 500 µM, já que essas concentrações abrangem aquelas

adotadas em outros estudos in vitro com AP, em outros sistemas celulares .  O volume final de

DMSO não ultrapassou 0,5% do volume final de meio de cultura, e o volume de DMF ficou em 1%

do volume final do meio de cultura.

Avaliação da Citotoxicidade pelo teste do MTT

Após desenvolvimento, os astrócitos cultivados em placas de 100 mm  φ foram replaqueados em

placas de 96 poços, utilizando-se uma solução de tripsina (EC 3.4.21.4) 0,05% e EDTA 0,02%

diluídos em PBS, a uma densidade inicial de 2 x 104 células/placa de 96 poços. Após nova adesão às

placas,  estas  células  foram  expostas  à  MCT  e  DHMC  por  24  e  72  h,  a  fim  de  avaliar  a

citotoxicidade destas moléculas. Para avaliar a viabilidade celular foi realizado o teste do brometo

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). O teste do MTT (HANSEN et al., 1989)

baseia-se no princípio da conversão do substrato amarelo pelas desidrogenases mitocondriais de

células vivas em cristais de formazan, de cor violácea. Três horas antes do término do tempo de

exposição, o meio de cultura tratado contendo a MCT ou DHMC foi removido e substituído por

uma solução de MTT (100 µl/poço) a uma concentração final de 1 mg/ml diluído em DMEM sem

suplementação (Sigma, St Louis, MO). Para a completa dissolução dos cristais de formazan, após as

três horas em contato com o MTT, foi acrescido um volume de 100 µl/poço de um tampão contendo

20% SDS, 50% DMF, pH 4,7, mantendo-se as placas por 12 h a 37 ºC. A absorbância óptica de

cada amostra foi medida usando um espectrofotômetro BIO-RAD 550PLUS em um comprimento

de onda de 492 nm. Os experimentos foram realizados em no mínimo triplicata e os resultados

apresentados como a porcentagem da viabilidade (média ± desvio padrão) em relação ao controle.

39



Avaliação de alterações morfológicas

Imunocitoquímica e coloração pancrômica de Rosenfeld

Modificações  morfológicas  foram  observadas  analisando  as  células  através  da  coloração  de

Rosenfeld e através de imunocitoquímica para a proteína majoritária do citoesqueleto de células

maduras, a GFAP. 

Todas as células, controle e tratadas, foram lavadas três vezes com PBS, fixadas e permeabilizadas

com metanol gelado a –20 ºC por 20 minutos. As células fixadas foram incubadas por 1 hora com

anticorpo  policlonal  de  coelho  ou  monoclonal  de  camundongo  anti-GFAP  (1/500  em  PBS,

Boehinger, Manheim, Alemanha).  Anticorpo conjugado com tetrametilrodamina isotiocianato de

caprino anti-IgG de coelho e anti-IgG de camundongo(Biomakor, 1/250 em PBS, Israel) foram

incubados por 30 minutos à temperatura ambiente,  ambos procedimentos  sob agitação lenta.  A

integridade da cromatina ou a fragmentação/condensação nuclear foi analisada corando a cromatina

das células fixadas com o corante fluorescente intercalante do DNA, Hoechst 33258 (Sigma, St

Louis, MO). Uma solução de Hoechst 33258 foi preparada em PBS, a uma concentração final de 5

µg/ml, e deixadas em contato com as células por 10 minutos, à temperatura ambiente, em câmara

escura. Em seguida, as células foram analisadas por microscopia fluorescente (Olympus AX70).

As  células  fixadas  foram  também  coradas  segundo  protocolo  estabelecido  por  ROSENFELD

(1947). O corante foi adicionado às placas previamente fixadas com metanol gelado a –20 ºC em

volume suficiente para cobrir completamente o tapete celular. Decorridos 3 minutos, adicionou-se

um pouco de água à solução corante, deixando agir por 20 minutos em temperatura ambiente. As

placas foram então lavadas, secas e analisadas por microscopia óptica.

Análise da expressão da GFAP
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Western blot

Os efeitos da MCT e DHMC também foram avaliados por western blotting (WB). Para extração e

quantificação de proteínas totais, as células foram cultivadas em placas de 35 mm φ ao longo de 15

dias.  Após  atingirem  confluência,  as  células  foram  moduladas  com  MCT  ou  DHMC  em

concentrações exponenciais  que atingiram 0,1 a 500 µM durante 24 e 72 h.  Após o tempo de

exposição, as células foram lavadas duas vezes com PBS e retiradas da placa com um tampão de

lise Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, contendo 2% (p/v) SDS, 2 mM EGTA, 4 M uréia, 0,5% (v/v) Triton

X-100 suplementado com 1 µl/ml de um cocktail de inibidores de proteases (Sigma, St.  Louis,

MO). A suspensão protéica foi homogeneizada com um poterizador do tipo “Potter Thomas”. A

quantificação protéica foi obtida por kit DC de dosagem de proteínas totais (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA), segundo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) modificado. Para análise da GFAP, 5 µg

de proteínas totais foram separadas por eletroforese (200 V por 45 minutos) por método descontínuo

utilizando-se  um  gel  de  empilhamento  a  4%  e  um  gel  de  migração  a  10%  de  acrilamida-

bisacrilamida 30% (SDS-PAGE). Em seguida, as proteínas foram transferidas para uma membrana

de polivinilideno fluoretada (PVDF), por uma hora a 100 V. O bloqueio de sítios inespecíficos das

membranas foi realizado com uma solução de Tris salino 20 mM em pH 7,5 contendo 0,05% de

Tween 20 (TBS-T) e 1% de BSA, por uma hora à temperatura ambiente. Para a análise da expressão

de proteínas de astrócitos tratados com a MCT e DHMC, as membranas foram incubadas por uma

hora, sob agitação lenta, à temperatura ambiente, com anticorpo monoclonal de camundongo anti-

GFAP (1:5000,  Boehringer,  Mannheim).  Após  lavagem em TBS-T, foi  adicionado o  anticorpo

secundário anti-IgG de camundongo conjugado à fosfatase alcalina (1:10000, Promega Corporation,

WI, USA), por 30 minutos sob as mesmas condições. Para a análise da expressão de proteínas de

astrócitos tratados com a DHMC, as membranas foram incubadas com o mesmo anticorpo primário

anti-GFAP, e com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado à fosfatase alcalina

(1:10000,  Biorad Laboratories, Hercules,  CA,  USA). Bandas imunorreativas  foram visualizadas

usando o substrato do kit Protoblot II AP System (Promega Corporation, WI, USA), de acordo com

as instruções do fabricante. As membranas foram escaneadas e a análise densitométrica das bandas

imunorreativas foi realizada utilizando o software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of

Health,  USA),  e  os  resultados  foram  expressos  em  percentual  de  Unidades  Densitométricas

Arbitrárias  em relação ao controle  não tratado.  Como controle do depósito  de  proteínas  foram

realizadas eletroforeses idênticas cujos géis foram corados com nitrato de prata, segundo protocolo

estabelecido  por  BLUM (1989).  Esta  análise  foi  realizada  em  pelo  menos  três  experimentos

independentes, e os resultados correspondem a um experimento representativo.

41



Análises Estatísticas

Para comparação entre dois grupos, foi  realizado teste não paramétrico de Mann-Whitney. Para

comparar efeito dose resposta, foi realizado teste one way-ANOVA seguido pelo pós-teste Student-

Newmann-Keuls. Valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significantes.
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RESULTADOS

Viabilidade celular como determinado pelo teste do MTT.

Os efeitos da MCT e DHMC sobre a viabilidade celular foram avaliados pelo teste do MTT. A

MCT não demonstrou toxicidade em cultura primária de astrócitos corticais de ratos em nenhuma

das concentrações testadas ao longo de 24 h de exposição, sendo esta a mesma observação para o

tratamento controle (0,5% DMSO). Nesse tempo de exposição a viabilidade percentual expressa em

relação ao controle esteve em torno de 100% para todos os tratamentos (Figura 7A). A análise da

viabilidade celular após 72 h de exposição à MCT (Figura 7B) também não evidenciou toxicidade

significativa, embora um percentual de 10% a menos de viabilidade em relação ao controle tenha

sido registrado na concentração 0,1µM e de 10% a mais tenha sido observado a 1µM.

Em relação aos efeitos citotóxicos da DHMC nessas células após 24 horas, pôde-se observar que

não houve alteração da viabilidade celular após 24h de exposição ao controle (1% DMF) quando

comparado com células não tratadas (Figura 8A). O tratamento com DHMC na concentração de

0,1µM por 24 horas também não induziu alteração significativa no percentual de viabilidade em

relação ao controle, embora uma alteração de 10% pra menos tenha sido registrado. (Figura 8B). Por

outro lado, houve uma diminuição significativa da viabilidade celular nas demais concentrações.

DHMC a 1µM causou uma redução de 25% em relação ao controle. DHMC a 10µM reduziu a

viabilidade celular em 30%, enquanto que DHMC 100µM e 500µM a reduziram em 40% e 35%,

respectivamente, quando comparada ao controle (Figura 8B). Após 72h de tratamento, observou-se

que o controle (1%DMF) induziu uma toxicidade nos astrócitos, reduzindo a viabilidade celular em

30% em relação às células não tratadas (Figura 9A). Ainda, comparando os tratamentos em relação

ao  controle  após  72h  de  exposição  (Figura  9B),  foi  observado  que  a  DHMC  induziu  uma

diminuição  significativa  da  viabilidade  celular  em  todas  as  concentrações  testadas  quando

comparadas ao controle, entretanto não houve evidência de um efeito dose-resposta.
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Modulação  da  morfologia  de  astrócitos  analisada  através  da  coloração  pancrômica  de

Rosenfeld

Para demonstrar alterações na morfologia de astrócitos em resposta ao alcalóide MCT e ao pirrol

DHMC, foi realizada uma coloração pelo método de ROSENFELD (1947) nas culturas primárias de

astrócitos corticais de rato. A análise por microscopia óptica das células coradas revelou que a

maioria dos astrócitos não tratados ou expostos ao veículo DMSO (0,5%) e à MCT na concentração

mais baixa (0,1 µM) apresentaram uma forma estrelada típica, com as células apresentando alguns

finos  processos celulares.  A coloração dos  astrócitos  pode  também evidenciar  que a  MCT em

concentrações  entre  1-500  µM  foi  capaz  de  induzir  mudanças  na  morfologia  nestas  células,

especialmente verificadas após 72 h de tratamento (Figura 10). Os astrócitos tratados com 

1µM MCT, por 72 h, apresentaram uma leve tendência a contrair o corpo celular e a desenvolverem

prolongamentos. Este efeito foi ampliado em função do aumento da concentração de MCT adotada

(dose-dependente), sendo observado em um grande número de astrócitos tratados com 100µM MCT

(± 45%)  e  na  maioria  das  células  tratadas  com  500  µM MCT  (>  80%),  que  apresentaram o

citoplasma totalmente contraído e finos processos celulares de tamanho variável (Figura 10 F e G,

respetivamente).

Mudanças morfológicas nos astrócitos tratados com concentrações crescentes do pirrol DHMC (0,1-

500  µM) e seu veículo de diluição (1% DMF) foram também melhor evidenciadas após 72 h de

tratamento (Figura 11). As células expostas durante 24 h ao veículo DMF não revelaram qualquer

mudança  na  morfologia (dado não mostrado),  no  entanto,  a  exposição  mais  prolongada a  este

composto foi  capaz de induzir  uma reação dos astrócitos,  com uma proporção significativa das

células (± 28 %) apresentando uma diminuição do corpo celular e forma atípica (Figura 11 B).

Igualmente,  foram  observadas  modificações  na  morfologia  dos  astrócitos  expostos  à  DHMC,

especialmente após 72 h de tratamento, as quais variaram em função da concentração adotada: uma

proporção significativa de astrócitos (>30%) tratados com as concentrações mais baixas de DHMC

(0,1 e 1  µM) tenderam a apresentar um aumento do corpo celular, acompanhado de aumento e

espaçamento  dos  processos  celulares  (Figura 11  C  e  D,  respectivamente);  por  outro  lado,  nas

culturas  de  astrócitos  tratados  com as  concentrações  intermediárias  de  10  e  100  µM pôde ser

verificado tanto células ainda apresentando alguns finos processos quanto células atípicas em forma

de losango, revelando uma perda da morfologia caracteristicamente astrocitária (Figura 11 E e F,
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respectivamente); finalmente, a maioria (> 85 %) das células nas culturas de astrócitos tratadas com

a concentração mais alta de DHMC (500  µM) apresentaram uma diminuição do corpo celular e

retração dos processos (Figura 11 G).

Modificações na expressão da proteína do citoesquelto GFAP 

Imunocitoquímica

Para demonstrar a expressão de GFAP em astrócitos e a reatividade ao alcalóide MCT e ao pirrol

DHMC, uma marcação imunocitoquímica foi realizada nas culturas primárias de astrócitos corticais

de rato. A análise da distribuição intracelular da GFAP através de microscopia em fluorescência,

revelou que este filamento intermediário está distribuído de forma homogênea em mais de 90 % dos

astrócitos  não tratados (dado não mostrado) ou submetidos  a condição controle (0,5% DMSO)

durante todo o experimento (Fig. 12 A), e são considerados como GFAP positivos (GFAP(+)). Por

outro  lado,  a  imunomarcação  evidenciou  que  quando  os  astrócitos  foram  tratados  com

concentrações  crescentes  de  MCT,  houve  uma  distribuição  da  GFAP  mais  peri-nuclear  e  nos

processos  celulares,  caracterizando  um  fenótipo  mais  bipolar  das  células  com o  corpo  celular

contraído e longos processos celulares. Este fenômeno pode ser verificado desde 24 h de tratamento

com a MCT (dado não mostrado),  no  entanto,  foi  mais  evidente  após  72  h de tratamento nas

concentrações mais altas de MCT (10-500 µM) (Figura 12 G; H; I). Ainda, a contra coloração da

cromatina nuclear com o agente intercalante Hoechst 33258 pôs em evidência uma sub-população

de células que apresentou-se negativa quanto à expressão da GFAP (GFAP(-)), representando 13 a

32% do total de células contadas (Figura 12 E, J, L); células com o núcleo contraído (picnótico) e

formação de núcleos múltiplos também foram verificadas (Figura 12 F, L).

A análise ICQ da GFAP nas culturas primárias de astrócitos corticais de rato tratados com o pirrol

DHMC, revelou que o veículo DMF (1%) não induziu modificações no perfil de expressão desta

proteína após 24 h de tratamento (dado não mostrado), no entanto, após 72 h de exposição, pôde ser

verificado que cerca de 30% das células apresentaram uma imunomarcação fraca para a GFAP, e as

células  consideradas  GFAP(+) apresentavam uma marcação especialmente no corpo celular,  que

estava mais contraído, e nos processos celulares quando estes estavam presentes (Figura. 13 A).

Esta análise também revelou que os astrócitos tratados com a DHMC nas concentrações mais baixas

(0,1 e 1 µM) apresentaram um aumento qualitativo da marcação da GFAP e uma alteração marcante
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na morfologia, com aumento do corpo celular e uma forte tendência em formar processos desde 24

h de tratamento (dado não mostrado) e especialmente após 72 h de tratamento (Figura 13 B e C,

respectivamente); estas modificações também foram evidenciadas em uma sub-população (30-40%)

das células tratadas com a DHMC nas concentrações intermediárias (10-100 µM), porém uma maior

proporção de células (60-70%) apresentaram uma marcação fraca desta proteína,  mais  restrita à

região peri-nuclear (Figura 13 G e H, respectivamente). Por outro lado, a maiorias dos astrócitos

expostos à DHMC na concentração mais alta (500 µM) apresentam uma diminuição qualitativa na

marcação da GFAP que apresentou-se difusa no corpo celular,  estando mais  forte somente  em

algumas poucas células (± 15%) que ainda possuíam processos celulares (Figura 13 L).

A coloração da cromatina nuclear com o Hoechst 33258 de culturas irmãs nas mesmas condições de

tratamento, revelou que não houveram maiores modificações nesta estrutura em astrócitos tratados

durante todo o período experimental com a DHMC nas concentrações de 0,1-1 µM. No entanto, foi

evidenciado que alguns astrócitos (10-15%) tratados com as concentrações mais altas de DHMC

(100-500 µM) apresentavam cromatina condensada e fragmentada, o que pode ser um indicativo de

apoptose (Figura 13 J; L; M).

Níveis de expressão de GFAP analisados por Western Blot

Visando analisar  de  forma semi-quantitativa  as  alterações  nos  níveis  de  expressão  da  proteína

GFAP em astrócitos corticais de ratos, induzidas pela MCT e pela DHMC, foi realizada uma a

extração de proteínas totais e western blot. A exposição dessas células à MCT por 72 h revelou uma

redução  de  aproximadamente  40%  nos  níveis  de  expressão  dessa  proteína  em  todas  as

concentrações  testadas,  quando  comparado  aos  níveis  expressos  nos  astrócitos  em  condições

controle ou em presença do veículo DMSO (0,5 %) (Figura 14)

A análise por western blot da expressão da GFAP em astrócitos tratados com a DHMC ou com seu

veículo DMF (1 %), revelou que após 72 h de tratamento, a DMF por si só induziu uma redução

significativa (± 20 %) na expressão desta proteína. Por outro lado, esta análise também revelou que

em comparação aos níveis de expressão das células não tratadas, este pirrol induz um aumento dos

níveis  de  expressão  da  GFAP (22-40  %)  quando  adotado  nas  concentrações  de  0,1  e  1  µM.

Entretanto, um efeito oposto ocorreu quando a DHMC foi adotada nas concentrações de 10, 100 e
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500  µM, havendo uma drástica redução, em torno de 50 %, nos níveis de expressão da GFAP

(Figura 15).
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Figura 7 - Teste do MTT em células tratadas com MCT. A: Comparação entre os
tratamentos e o controle DMSO após 24 h de exposição pelo teste One way ANOVA. Não
houve significância. B: Comparação entre os tratamentos e o controle DMSO após 72 h de
exposição pelo teste One way ANOVA. Resultados expressos como média ± desvio
padrão. Não houve significância em nenhum dos tempos.
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Figura 8 - Teste de toxicidade pelo teste do MTT em células tratadas com a DHMC durante 24 h.
A: Comparação entre células não tratadas e o controle do solvente (DMF) através do teste não
paramétrico de Mann-Whitney. Resultado expresso em mediana ± percentis (25-75). Sem
significância; B: Comparação entre os tratamentos com DHMC e o controle DMF pelo teste one
way-ANOVA seguido do teste Student-Newmann-Keuls. O eixo da abcissa representa o
logaritmo da concentração e o eixo da ordenada representa representa a viabilidade percentual em
relação ao controle DMF. *, p< 0,05 comparado ao controle DMF.
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Figura 9- Teste de toxicidade pelo teste do MTT em células tratadas com a DHMC durante
72h. A: Comparação entre células não tratadas e o controle do solvente (DMF) através do teste
não paramétrico de Mann-Whitney. Resultado expresso em mediana ± percentis (25-75). p<
0,005; B: Comparação entre os tratamentos com DHMC e o controle DMF pelo teste one way-
ANOVA seguido do teste Student-Newmann-Keuls. *, p< 0,05 comparado ao controle DMF.
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Figura  12 - Fotomicrografia da análise imunocitoquímica da expressão da proteina GFAP em
astrócitos em condições controle (DMSO 0,5%) ou expostos à MCT (0,1-500 µM), por um período de
72 h, e da coloração da cromatina nuclear das mesmas células com o agente intercalante do DNA
Hoechst 33258. A coloração da cromatina nuclear (D, E, F, J, L, M) permitiu evidenciar células
negativas para a GFAP (    ), bem como células com compactação da núcleo (     ), e com núcleos
múltiplos (    ). Objetiva x 20.
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Figura  13 - Fotomicrografia da análise imunocitoquímica da expressão da proteina GFAP em
astrócitos em condições controle (DMF 1%) ou expostos à DHMC (0,1-500 µM), por um período de
72 h, e da coloração da cromatina nuclear de culturas irmãs com o agente intercalante do DNA
Hoechst 33258. A coloração da cromatina nuclear (J, L e M) permitiu evidenciar células com
condensação e fragmentação da cromatina (     ). Objetiva x 20.
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Figura 14 - Análise por Western imunoblotting da expressão da proteína do citoesqueleto
GFAP em astrócitos  em condições controle (DMSO 0,5%) ou tratadas com diferentes
concentrações da MCT (0,1 a 500 µM) por 72 h. A: Imagem do imunoblot referentes à
proteína GFAP de 49 kD; controle do depósito de proteínas feito pela coloração com
nitrato  de  prata  de  um  gel  de  eletroforese  idêntico  ao  utilizado  para  o  western
imunoblotting da proteína GFAP, aqui representado pelas bandas referentes ao fundo de
migração. B: Representação da análise densitométrica de um experimento representativo
de  tres;  os  resultados  são  expressos  em percentual  de  Unidades  Densitométrica   em
relação ao controle (100); (*) p> 0,01.
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Figura 15 - Análise por Western imunoblotting da expressão da proteína do citoesqueleto
GFAP  em  astrócitos  em  condições  controle  (DMF  1%)  ou  tratadas  com  diferentes
concentrações da DHMC (0,1 a  500 µM) por 72 h. A: Imagem do imunoblot referentes à
proteína GFAP de 49 kD; controle do depósito de proteínas feito pela coloração com
nitrato  de  prata  de  um  gel  de  eletroforese  idêntico  ao  utilizado  para  o  western
imunoblotting da proteína GFAP, aqui representado pelas bandas referentes ao fundo de
migração. B: Representação da análise densitométrica de um experimento representativo
de tres; os resultados são expressos em percentual de Unidades Densitométrica em relação
ao controle (100); (*) p> 0,01.
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DISCUSSÃO

Muitas  plantas  do  gênero  Crotalaria possuem  o  alcalóide  pirrolizidínico  (AP)  monocrotalina

(MCT) como seu principal composto tóxico. A MCT é um alcalóide primariamente hepatotóxico,

entretanto,  animais  mais  sensíveis à  intoxicação por esse composto químico,  como os  eqüinos,

podem apresentar sinais clínicos nervosos normalmente associados a um quadro de encefalopatia

hepática  (ROSE  et  al.,  1957;  JALAN  et  al.,  2003).  Recentemente,  foi  demonstrado  um

comprometimento  de  astrócitos  no  núcleo  caudato  e  no  córtex  de  equídeos  naturalmente  ou

experimentalmente  intoxicados  com  Crotalaria  retusa,  sendo  evidenciado  uma  hiperplasia  e

formação  de  núcleos  vesiculares  nessas  células  (NOBRE  et  al.,  2004).  Estudos  para  melhor

compreensão dos efeitos biológicos e tóxico da MCT e seus metabólitos têm sido conduzido há

algumas décadas (ADAMS & ROGERS, 1939; ROSE et al, 1957; SMITH and OSBORN, 1962;

WILLIAMS  &  MOLYNEUX,  1987;  RIBEIRO  et  al.1993;  YAN  &  HUXTABLE,  1995;

MEDEIROS et al. 2000), entretanto, não se sabe se esse alcalóide pode exercer um efeito direto

sobre células do SNC durante a patogênese da intoxicação. Postula-se que a MCT necessita ser

ativada pelo complexo enzimático citocromo P450 dos hepatócitos antes de exercer seus efeitos

tóxicos,  gerando  o  composto  eletrofílico  dehidromonocrotalina  (DHMC),  capaz  de  alquilar

macromoléculas celulares e, dessa forma, iniciar uma toxicidade aguda ou crônica. Resultados de

um estudo preliminar  in vitro,  conduzido no nosso laboratório, sugerem que a MCT é capaz de

induzir  megalocitose e  apoptose em células humanas de origem astrocitária,  a linhagem GL-15

(BARRETO et al., submetido). Existem evidências cada vez mais fortes de que os astrócitos são

fundamentais para a manutenção da homeostasia no SNC. Estas células podem funcionar como

parceiros íntimos de neurônios adjacentes, provendo nutrientes e fatores neurotróficos, auxiliando

na  eficiência  da  transmissão  sináptica,  bem  como  agindo  como  um  elemento  de  controle  na

captação  de  xenobióticos,  ou  influenciando  nos  efeitos  cerebrais  por  estes  causados  após

atravessarem  a  barreira  hemato-encefálica  (TRAVIS,  1994).  Neste  contexto,  este  estudo  foi

desenvolvido para avaliar os efeitos de uma exposição celular direta ao alcalóide MCT, extraído de

C.  retusa,  e  ao  seu derivado quimicamente  ativo,  a  DHMC, em cultura  primária  de astrócitos

corticais de ratos.

As concentrações de MCT e DHMC adotadas neste estudo variaram entre 0,1 e 500 µM, e o tempo

de tratamento das células variou entre 24 e 72 h. Estes parâmetros foram adotados em função deles
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abrangerem aqueles adotados em outros estudos in vitro com alcalóides pirrolizidínicos, em outros

sistemas celulares (THOMAS et al., 1998; KIM et al., 1999; WILSON et al., 2000; JI et al., 2002).

Nós  observamos após 24  h  e  72  h  de  tratamento,  que  a  MCT não foi  capaz de  induzir  uma

citotoxicidade  precoce  em astrócitos,  não  sendo verificada  qualquer  alteração na  atividade  das

desidrogenases mitocondriais destas células, mesmo na mais alta concentração (500 µM). Ainda, a

análise da morfologia das células pela coloração pancrômica de Rosenfeld revelou que os astrócitos

reagem à MCT com contração do citoplasma e afinamento dos processos celulares, um efeito mais

evidente após 72 h da aplicação da droga, e que foi amplificado com o aumento da concentração de

MCT.  Para  investigar  os  efeitos  diretos  do  principal  metabólito  ativo  da  MCT  em  astrócitos

corticais, o pirrol DHMC foi obtido através de oxidação da MCT extraída de C. retusa, e as células

tratadas  imediatamente  após a  obtenção e  dissolução  no  veículo  DMF, nas  mesmas  condições

experimentais que a MCT. A análise da citotoxicidade pelo teste do MTT revelou que a DHMC, na

mais baixa concentração (0,1  µM), não interferiu significativamente na viabilidade dos astrócitos,

quando comparada com astrócitos em condições controle. No entanto, este pirrol, diferentemente da

MCT, foi capaz de diminuir a viabilidade de astrócitos de forma dose-dependente, desde 24 h de

tratamento nas demais concentrações. Em paralelo, alterações na morfologia dos astrócitos foram

detectadas desde 24 h de exposição a doses crescentes de DHMC (dado não mostrado), sendo mais

evidentes após 72 h de tratamento. Quando a DHMC foi adotada nas mais baixas concentrações (0,1

e 1 µM), estas modificações variaram dentro da população de células em cultura: uma subpopulação

(± 30%) dos astrócitos apresentou hipertrofia e outra subpopulação, mais representativa, apresentou

contração do corpo celular. As modificações morfológicas observadas nos astrócitos tratados com

concentrações intermediárias de DHMC (10 e 100  µM) foram mais homogêneas, a maioria das

células apresentando morfologia atípica ou uma contração do corpo celular. No entanto, a maioria

das  células  tratadas  com a  concentração  mais  alta  de DHMC (500  µM) apresentaram o  corpo

contraído  e  encurtamento  dos  processos  celulares,  indicando  uma  maior  citotoxicidade.  Estes

resultados corroboram com nossos estudos sobre ação da MCT em células de glioma de origem

astrocitária  da  linhagem  GL-15,  que  revelam  que  células  gliais  são  capazes  de  responder

diretamente  à  MCT (BARRETO et  al.,  submetido)  e  revelam uma  resposta  heterogênea dose-

dependente dos astrócitos corticais à DHMC. Um efeito similar da DHMC foi observado em células

do endotélio arterial pulmonar, quando a presença de células megalocíticas foram detectadas a partir

de 48 h de tratamento e em uma concentração que induziu citotoxicidade moderada (TAYLOR et

al., 1997).
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Já  esta bem estabelecido que alterações em astrócitos podem ser usadas como marcadores para

vários  tipos  de  danos  no  sistema  nervoso  (COOKSON  et  al,  1994).  Entre  estas  alterações,

particularmente  um conjunto  de  respostas  hiperplásicas  e  hipertróficas  conhecidas  como gliose

reativa (astrogliose) ocorre em resposta a danos físicos ou exposição a substancias tóxicas e em

alguns estados patológicos no sistema nervoso central (NORTON,1992). Um marcador consistente

para a astrogliose é a acumulação de filamentos intermediários contendo a proteína especifica de

astrócitos,  a  GFAP.  Inúmeros  estudos  têm  mostrado  que  a  expressão  da  GFAP  é  regulada

positivamente (com aumento da expressão) após a exposição destas células a uma diversidade de

compostos,  a  exemplo  do  ácido  cainico  (RATABOUL  et  al.,  1989),  acetato  de  chumbo

(LUTHMAN et  al.,  1991)  e  trimetilina  (O’CALLAGHAN  & JANSEN,  1992).  A  análise  por

western immunoblot, dos extratos protéicos obtidos de culturas de astrócitos tratados com as mais

baixas concentrações de DHMC (0,1 e 1 µM) durante 72 h, revelou um aumento significativo nos

níveis de expressão da GFAP. Este aumento na quantidade de GFAP foi refletido em um aumento

qualitativo na imunomarcação em uma importante sub-população de células hiperplásicas, como

avaliado pela imunofluorescência, as células apresentando uma forte marcação da GFAP em todo o

corpo celular e nos processos. Os resultados aqui apresentados não foram suficientes para esclarecer

sobre  o  mecanismo  (ou  mecanismos)  que  induziram  um  aumento  da  GFAP.  No  entanto,  as

concentrações de DHMC que induziram um aumento da GFAP estão bem correlacionadas com uma

toxicidade moderada, verificada através da medida da atividade das desidrogenases mitocondriais

pelo teste do MTT. As mudanças morfológicas (hipertrofia) e fenotípicas (aumento da expressão de

GFAP)  aqui  verificadas,  são  similares,  de  alguma forma,  às  alterações  glióticas  que  têm sido

descritas em estudos in vivo, como resultado de danos no SNC (EDDLESTON & MUCKE, 1993).

Contudo, como a gliose reacional é um fenômeno complexo e heterogêneo que inclui alguns outros

marcadores  além  da  GFAP  (NORTON  et  al.,  1992;  EDDLESTON  &  MUCKE,  1993),  uma

conclusão  definitiva  de  que  o  pirrol  DHMC  induz  astrogliose  deve  esperar  que  investigações

complementares neste sistema sejam realizadas.

Ainda que a indução de astrogliose pela DHMC seja sugerida pelo aumento da expressão da GFAP

e hiperplasia dos astrócitos (também verificada pela coloração de Rosenfeld), um efeito citotóxico

dose-dependente  deste  pirrol  também  foi  evidente:  a  análise  da  atividade  das  desidrogenases

mitocondriais, medida pelo teste do MTT, revelou claramente uma diminuição dose-dependente da

atividade  destas  enzimas,  e  portanto  da  viabilidade,  desde  24  h  de  tratamento  nas  culturas  de

astrócitos tratados com a DHMC. Nós também observamos que os astrócitos expostos à DHMC nas
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concentrações a partir de 10 µM apresentaram uma redução significativa nos níveis de expressão da

GFAP, verificados  tanto  pelo  western immunoblot  quanto  pela marcação imunocitoquímica:  as

bandas imunorreativas para a GFAP apareceram com uma intensidade muito fraca na marcação do

western blot, quando comparadas às condições controle; a ICQ revelou a proteína nos citoplasmas e

nos  processos  nas  células  disformes,  e  restrita  à  região  perinuclear  naquelas  células  que

apresentavam o corpo celular retraído. Este efeito foi mais evidente nas culturas expostas à mais alta

concentração de DHMC (500  µM): as culturas apresentaram os menores valores de atividade de

desidrogenases  mitocondriais,  indicando  uma  grande  redução  no  número  de  células

metabolicamente  viáveis,  e  a  maioria  das  células  apresentaram  um  fenótipo  sugestivo  de

citotoxicidade,  caracterizado  pela  contração  do  corpo  celular,  encurtamento  dos  processos  e

diminuição da expressão da GFAP. Uma regulação negativa na expressão da proteína GFAP foi

também  verificada  na  análise  pela  técnica  de  western  immunoblot  dos  extratos  protéicos  dos

astrócitos tratados com a MCT em todas as concentrações, que foi especialmente evidente após 72 h

de tratamento. A análise por marcação imunocitoquímica, por outro lado, permitiu evidenciar que a

MCT induz um aumento significativo no número de células GFAP(-), e uma modificação no padrão

de distribuição da marcação nas células GFAP(+), que ficou mais restrita à região perinuclear e nos

longos  e  finos  processos  celulares.  Respostas  heterogêneas  a  agentes  neurotróficos  e/ou

neurotóxicos também têm sido descritas em astrócitos corticais in vitro tratados com cloroquine ou

5-hidroxidopamina (COOKSON & PENTREATH, 1994) e com organotinas trimetilina, trietilina e

tributilina (ROHL et al., 2001). Estes achados sugerem que fenômenos distintos podem estar sendo

desencadeados nas  células tratadas com o alcalóide na sua forma nativa (MCT) ou com o seu

derivado DHMC.

A  contra  coloração  da  cromatina  com  agente  intercalante  Hoechst-33258,  permitiu  detectar  o

aparecimento de células com núcleos múltiplos nas culturas de astrócitos tratados com a MCT,

especialmente nas concentrações de 1, 10 e 100 µM. Modificações nos núcleos, conhecidas como

astrócitos  Alzheimer  tipo  II (HASEL et  al.,  1999),  foram também recentemente detectadas em

intoxicações naturais e experimentais de eqüídeos com a Crotalaria retusa (NOBRE et al., 2004).

No entanto, este fenômeno não foi verificado em astrócitos tratados com a DHMC, em nenhuma das

concentrações adotadas e durante todo o tempo de experimentação. Por outro lado, uma proporção

significativa de astrócitos nas culturas tratadas com as mais altas concentrações de DHMC (100 e

500  µM), apresentaram núcleos com a cromatina condensada ou fragmentados, sugerindo que a

ação deste pirrol pode orientar as células para uma via apoptótica. Ainda que este efeito não tenha
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sido  detectado em astrócitos  tratados  com a  MCT em nossas  condições  experimentais,  nossos

resultados corroboram com os nossos estudos realizados nas  células gliais  da linhagem GL-15,

quando células em apoptose foram verificadas após tratamento com 500 µM MCT (BARRETO et

al., submetido). A indução de apoptose pela MCT foi também verificada em hepatócitos in vivo

(COPPLE et al., 2004) e em estudos in vitro realizados em células hepáticas da linhagem L-02

tratadas com o alcalóide pirrolizidínico clivorina (JI et al., 2005) e em células endoteliais da artéria

pulmonar  tratadas  com  a  DHMC  (THOMAS  et  al.,  1998).  Como  a  apoptose  é  um  processo

complexo, altamente estruturado e especificamente regulado por vários genes (JACOBSON, 1997),

estudos complementares são necessários a cerca dos mecanismos envolvidos neste processo que

possam ser associados aos efeitos do alcalóide MCT e seu derivado pirrol DHMC em astrócitos. 

Um dos elementos clássicos que tem sido descrito como característicos da intoxicação crônica por

alcalóides  pirrolizidínicos  (APs)  em  animais  é  o  desenvolvimento  de  células  aumentadas,  ou

megalocitose, especialmente nos hepatócitos (BULL, 1955), o que tem sido considerado como o

resultado de uma possível associação de efeitos distintos dos APs nestas células: um estimulo à

regeneração após lesão do parênquima e a ação antimitótica dos pirróis produto do metabolismo de

APs (MATTOKS, 1986). Tem sido sugerido que a formação de megalocitose é o resultado da ação

do metabólito pirrólico (MATTOCKS, 1986). Acredita-se que o pirrol interrompe o ciclo celular

induzindo danos em genes chaves que controlam a divisão celular, levando a um desvio mitótico e

síntese  continuada  de  DNA e  proteínas  (SAMUEL,  1975;  SKILLETER & MATTOKS,  1988;

PRAKASH et al., 1999). Uma outra importante propriedade que tem sido atribuída a produtos do

metabolismo de APs, tal como o metabólito pirrol da MCT, é a capacidade que estas moléculas

possuem em induzir  ligações  cruzadas  entre  moléculas  de  DNA e  entre  moléculas  de  DNA e

proteínas (PETRY et al., 1984). Em um estudo desenvolvido por COULOMBE e colaboradores

(1999), ficou claro que a DHMC pode ligar-se ao DNA e à proteína do citoesqueleto actina de

células  renais  e  de  carcinoma  de  mama,  propriedade  correlacionada às  atividades  citotóxicas,

antimitóticas e megalocítica de alcalóides pirrolizidínicos e seus metabólitos (HINCKS et al., 1991;

KIM et al., 1993).

A presença de isoformas de citocromos P450 no SNC tem sido descrito em diferentes espécies,

inclusive em ratos (GHERSI-EGEA et al., 1988; NICHOLSON & RENTON, 1999) e em células de

glioblastoma  de  origem  astrocitária  (GENG  & STROBEL,  1998).  Ainda  que  a  atividade  dos

citocromos P450 presentes no cérebro correspondam a 1-10% daquela verificada no fígado dos

animais  (STROBEL  et  al.,  1995),  tem  sido  demonstrado  que  a  atividade  desses  sistemas
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enzimáticos  pode  ser  modulada,  e  está  associada  a  vários  fenômenos  no  SNC,  tais  como  a

neurotransmissão, neuroendocrinologia, e especialmente neurotoxicidade, participando amplamente

na transformação de xenobióticos (WARNER & GUSTAFSSON, 1995; STROBEL et al.,  1995;

GENG & STROBEL, 1998, MINN et al.,  2000). Tendo em vista que a DHMC, um metabólito

facilmente oxidável e de meia vida curta em meio aquoso, já foi encontrado ligado ao tecido do

cérebro de ratos experimentalmente intoxicados (YAN & HUXTABLE, 1995), pode-se sugerir que

esse composto esteja sendo produzido no local onde dá-se essa ligação ao tecido. Entretanto, uma

possível origem via metabolismo hepático não pode ser descartada, considerando que essa molécula

atravessa livremente a  barreira hemato-encefálica (HUXTABLE et  al.,  1996).  Como em nossos

achados as modificações morfológicas foram observadas de forma dose-dependente nos astrócitos

expostos a MCT especialmente após 72 h, pode-se sugerir a hipótese de que a MCT estaria sendo

metabolizada pelos citocromos P450 dos astrócitos corticais, e seus metabólitos reativos estariam

desencadeando uma resposta celular expressa em modificações da morfologia. Estudos utilizando

drogas dependente de metabolismo via citocromo P450, tal como o agente neurotóxico fenitoína,

mostram uma capacidade de reduzir a viabilidade de astrócitos somente após 7 dias de tratamento

(MEYER et al., 2001). No entanto, como já demonstrado em hepatócitos (PRAKASH et al., 1999),

a MCT pode estar seguindo outras vias metabólicas nos astrócitos, seja a hidrólise pela ação de

estearases, gerando o derivado retronecina, seja conjugação com o glutation, gerando o conjugado

pirrol-glutationa; a retronecina também pode ser oxidada pelo sistema P450 gerando o metabólito

secundário reativo dehidroretronecina. Neste sentido, os efeitos observados nos astrócitos expostos

à MCT podem também ser o resultado da ação adicional do conjunto de metabólitos gerados nestas

células.

Ainda que danos em células gliais tenham sido descritos e indiretamente associados à intoxicação

pela C. retusa, pouco se sabe como estas células reagem aos seus principais componentes tóxicos, e

se  estão envolvidos  nos fenômenos neuropatológicos desencadeados. O conjunto dos resultados

aqui  expostos  revela  que  astrócitos  corticais  de  ratos  respondem de  forma direta  ao  alcalóide

pirrolizidínico  MCT com modificações fenotípicas  (diferenciação) e  regulação do  seu  principal

componente  do  citoesqueleto,  as  proteínas  dos  filamentos  intermediários  GFAP.  Este  estudo

permitiu igualmente demonstrar que astrócitos corticais respondem ao metabólito ativo DHMC de

forma heterogênea em função da concentração a que são expostos, seja através de modificações que

sugerem  uma  astrogliose  (hiperplasia  e  aumento  da  expressão  de  GFAP),  seja  por  perda  da

viabilidade quando fenômenos de citotoxicidade são desencadeados e podem estar conduzindo estas

células para uma via apoptótica. Estudos complementares, no entanto, deverão ser desenvolvidos
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para esclarecer sobre como estes efeitos são desencadeados em astrócitos e sua possível relação com

os danos no SNC observados e com aparecimento de sinais clínicos em animais intoxicados.
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4.  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Danos em células gliais de equídeos intoxicados com MCT já foram descritos,  o que tem sido

associado a um quadro de encefalopatia hepática e conseqüente hiperamonemia. Entretanto, pouco

se sabe como estas células reagem a esse alcalóide, ou se o mesmo está envolvido diretamente nos

fenômenos neuropatológicos desencadeados. Em razão dessa carência de informação na literatura a

respeito  da ação direta  da MCT em células  gliais,  tornou-se importante  averiguar a  ação desta

molécula  e  do  seu  metabólito  mais  ativo  sobre  células  gliais.  O conjunto  dos  resultados  aqui

expostos,  revela  que  astrócitos  corticais  de  ratos  respondem  de  forma  direta  ao  alcalóide

pirrolizidínico MCT, ocorrendo modificações fenotípicas e regulação do seu principal componente

do citoesqueleto, a proteína GFAP. Dado que a literatura postula que a MCT é quimicamente inerte,

e que, astrócitos de ratos possuem isoformas de citocromos P450, podemos sugerir então que esse

composto estaria sendo ativados pelas células ao pirrol e este por sua vez estaria interferindo no

metabolismo celular. Este estudo permitiu igualmente demonstrar que astrócitos corticais de ratos

respondem a DHMC de forma heterogênea em função da concentração a que são expostos, seja

através de modificações fenotípicas que sugerem uma astrogliose, seja por uma perda da viabilidade

celular associada ou não com o condensação da cromatina nuclear, o que sugere uma entrada das

células em uma via apoptótica.

Os  resultados  aqui  apresentados  não  foram suficientes  para  esclarecer sobre  o  mecanismo (ou

mecanismos) que induziram essa toxicidade da DHMC ou à possível astrogliose, que ficou sugerida

principalmente pela aumento da expressão da GFAP revelada pelo western imunoblot.  Contudo,

como  a  gliose  reacional  é  um  fenômeno  complexo  e  heterogêneo,  que  inclui  alguns  outros

marcadores além da GFAP, uma conclusão definitiva de que o pirrol DHMC induz astrogliose deve

esperar  que  investigações  complementares  neste  sistema  sejam  realizadas.  Ainda,  apesar  dos

astrócitos tratados com a DHMC apresentarem sinais de apoptose, este é um processo complexo,

altamente estruturado e especificamente regulado por vários genes, e estudos complementares são

necessários  para  que  se  possa  relacionar  uma  ação  da  DHMC à  indução  desse  fenômeno  em

astrócitos corticais de ratos. O tratamento das células com a DHMC veiculada em volume menor de

DMF também seria desejável, uma vez que este veículo por si só já foi capaz de induzir toxicidade

nos astrócitos.
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Finalmente, faz-se necessário uma investigação mais apurada sobre a possibilidade de ocorrência de

efeitos diretos da MCT em componentes celulares, onde seria sensato investigar o envolvimento do

complexo citocromo P450 nos fenômenos observados. 
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