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RESUMO

O fitol, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l), é um
diterpeno pertencente ao grupo dos alcoois aciclicos
insaturados de cadeia longa e ramificada. E um
componente da molécula da clorofila, presente em
folhas verdes de varias plantas medicinais. Entretanto,
pouco é descrito na literatura sobre os possiveis efeitos
toxicoldgicos produzidos pelo fitol. O objetivo do nosso
estudo foi avaliar a toxicidade aguda do fitol, apés
administracdo intraperitoneal para determinacio da
dose letal 50% (DL, ) e os efeitos sobre os parimetros
bioquimicos, hematolégicos e histopatolégicos no
hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos
tratados com fitol nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg. Os
testes para determinacio do grau de toxicidade aguda,
bem como a investigacido da DL, , revelou que o valor
é aproximadamente 1153.39 mg/kg. Os camundongos
tratados com as doses selecionadas do fitol a partir da
DL, apresentaram todos os parametros hematologicos
dentro da faixa de referéncia, observando-se alteracoes
nos valores dos linfécitos. Por sua vez, a maioria dos
valores dos pariametros bioquimicos diminuiu em
todas as doses testadas (p<0,05). Em nosso estudo,
apenas os animais tratados com fitol na dose de 75 mg/
kg demonstraram uma discreta vacuoliza¢cio no corpo
estriado e um discreto comprometimento caracterizado
por vacuolizacdo no hipocampo em apenas um dos
animais. Nossos resultadosindicam que o tratamento com
fitol ndo produz alteracdes hematologicas, bioquimicas
e histopatolégicas cerebrais em camundongos. O
estudo toxicolégico pré-clinico com fitol demonstrou
que o produto avaliado possui discreta toxicidade
aguda por via intraperitoneal, sendo estes dados uma
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contribuicio para pesquisas com compostos obtidos
de plantas medicinais com potencial farmacologico.
Porém, ressalta-se a necessidade de futuras pesquisas
que possibilitem comparar os resultados em outras vias,
bem como para realizar analises anatomopatolégicas
dos animais tratados com fitol, para assegurar o uso
seguro deste diterpeno.
Palavras-chave:  Fitol.  Bioquimica.
Histologia. Toxicidade aguda.

Hematologia.

INTRODUCAO

O fitol, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol), ¢é
um diterpeno de formula molecular C, H, O, pertencente
pertence ao grupo dos alcoois aciclicos insaturados de cadeia
longa e ramificada (Figura 1). Este diterpeno apresenta as
seguintes caracteristicas fisico-quimicas:, encontra-se no
estado liquido a temperatura ambiente, com densidade de
0.8533 g/cm’ e ponto de ebuli¢do de 202 °C. A solubilidade
aquosa do fitol foi determinada em aproximadamente de
0.00327 mg/l (Mcginty et al., 2010).

H, CHs H_CHy §Hs

CHsy

Figura 1. Estrutura quimica do fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-
2-en-1-ol).

O fitol ¢ particularmente interessante porque ¢
um componente da molécula da clorofila, presente em
folhas verdes de varias plantas medicinais, sendo a ela
complexado por uma ligacdo do tipo éster em sua cadeia
lateral e, portanto, estd presente na natureza de forma
abundante. O fitol e seus produtos de degradagio tém sido
frequentemente usados como biomarcadores em processos
quimicos ¢ bioldgicos. Além disso, ¢ considerado a
principal fonte de isoprenoides, com 20 atomos ou menos
de carbonos (Hansen, 1980; Rontani & Volkman, 2003).

Em sua rota de degradacdo, o fitol pode ser
convertido a acido fitdnico, o que pode ser associado
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com uma desordem metabodlica dos lipideos, de carater
recessivo, denominada de “Sindrome de Refsum”, em que
os individuos sdo incapazes de metabolizar o acido fitdnico
e 0 acumulam em quantidades muito elevadas desse acido
graxo no sangue e em diversos 6rgdos, incluindo figado
e rins. Corroborando com esses estudos, nos avaliamos
a toxicidade aguda deste diterpeno em camundongos
(Verhoeven & Jakobs, 2001; Van den Brink & Wanders,
2006; Gloerich et al., 2007).

Estediterpeno éusadonaindustriacomo componente
de cosméticos, xampus, sabonetes, detergentes, entre
outros. O uso do fitol em nivel mundial ¢ aproximadamente
de 0,1 a 1,0 toneladas por ano (Mcginty, Letizia & Api,
2010). Sob o ponto de vista terapéutico, o fitol e seus
analogos demonstraram atividade contra micobactérias e
no tratamento da tuberculose. Outros estudos demonstram
que o fitol é capaz de induzir a expressdao de genes-alvo
envolvidos em anormalidades lipidicas em varias doengas
comuns, incluindo a obesidade, o diabetes ¢ as dislipidemias
(Goto et al., 2005; Saikia et al., 2010).

Porém, pouco ¢ descrito na literatura sobre os
possiveis efeitos toxicoldgicos produzidos pelo fitol em
ensaios pré-clinicos. Diante disto, este estudo teve como
objetivo determinar a dose letal 50% (DL,), avaliar a
toxicidade aguda sobre os pardmetros bioquimicos e
hematologicos, bem como realizar analises histopatologicas
no hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos
tratados por via intraperitoneal com fitol.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados, por experimento, camundongos
Swiss machos com dois 2 meses de idade e com peso
variando entre 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Piaui. Os animais receberam agua e dieta (Labina®)
ad libitum ¢ foram mantidos sob condi¢des controladas
de iluminacdo (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (25
+ 2 °C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo com Animais da Universidade Federal do
Piaui (n° 013/2011).

Determinacdo da Dose Letal 50% (DL,) do fitol em
camundongos

No  protocolo  experimental da  triagem
farmacoldgica comportamental, foram utilizados 40
camundongos, divididos em grupos de 10 animais. Foram
estabelecidos alguns critérios comparativos para uma
série de comportamentos, que na sua maioria sao exibidos
normalmente pelos animais. De forma que, ocorrendo
qualquer alteragdo comportamental em decorréncia de
tratamentos foi possivel inferir uma relagdo com atividade
no SNC (Almeida et al., 1999; Almeida, 2006).

O grupo controle foi tratado com solugdo de
Tween 80 a 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%
(veiculo; n=10). Apods as respectivas administragdes, 0s
camundongos foram colocados em gaiolas de polipropileno
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(em grupos de cinco animais cada) e observados a cada
trinta minutos (30; 60; 120; 180 e 240 min), durante
quatro horas., Aapds os respectivos tratamentos, seguiu-
se seguindo-se um protocolo experimental padrio de
avaliacdo comportamental.

Para a determinacdo da DL,  os animais foram
divididos em quatro grupos de 10 camundongos (cinco
5 machos e cinco 5 fémeas) e separados em gaiolas de
acordo com o sexo. Cada grupo, em jejum de 12 horas,
recebeu fitol por via intraperitoneal nas doses de 250,
500, 1000 e 2000 mg/kg (quatro doses). Em seguida, os
animais foram colocados em gaiolas com ragdo ¢ agua ad
libitum e observados durante as primeiras 72 horas e por
um periodo de 14 dias para observagdo dos parametros
comportamentais, segundo teste hipocratico descrito por
Malone & Robichaud (1962).

O numero de mortes de cada grupo foi expresso
como o percentual do numero total de animais que
receberam o produto. A determinagdo da DL foi realizada
por meio da interpolagdo semi-logaritmica, sendo postos no
eixo das ordenadas os valores dos probitos correspondentes
ao percentual de mortes e, no eixo das abcissas, as doses
administradas de produto.

Estudo da toxicidade aguda do fitol em parimetros
bioquimicos e hematologicos

Quarenta camundongos correspondendo a quatro
grupos (n=10/grupo) foram tratados, por via intraperitoneal,
com fitol nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg emulsionado em
Tween 80 0,05% e dissolvido em solugdo salina 0,9%
(grupos FIT 25, FIT 50 e FIT 75), respectivamente. Por sua
vez, o grupo controle foi tratado com veiculo (Tween 80
0,05% dissolvido em solugao salina 0,9%).

Apos 14 dias do tratamento agudo, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.), e
em seguida foi feita a a coleta de sangue por rompimento
do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro
(Waynforth, 1980). O sangue foi acondicionado em dois
tipos de tubo, um com anticoagulante HB (Laborlab®) para
determinag@o dos parametros hematoldogicos e o outro, sem
anticoagulante, para obtengdo do soro para avaliagdo dos
parametros bioquimicos.

Para analise bioquimica, o material foi centrifugado
a 3500 rpm durante 10 minutos e, em seguida, determinados
os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST)
colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP),
bilirrubinas total e direta, proteinas totais e acido urico. Os
ensaios foram realizados em aparelho automatico Labmax
240 com sistemas comerciais da LABTEST®.

Os valores para eritrocitos, leucdcitos, plaquetas,
hemoglobina, hematocrito e os indices hematimétricos
de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram determinados
imediatamente ap6s a coleta, por meio do analisador
automatico de células hematoldgicas Advia 120/hematology
(Siemens). A contagem diferencial de leucécitos foi
realizada em extensdes coradas com May-Griinwald-
Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e
contadas (Malone, 1977; Al-Habori et al., 2002).
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Estudo da toxicidade aguda do fitol em cérebros de
camundongos

Os animais foram divididos em quatro grupos. O
primeiro grupo foi tratado com veiculo (i.p., n=8, grupo
controle). Os outros trés grupos foram tratados com fitol nas
doses de 25, 50 e 75 mg/kg (i.p.; n=8). ApOs os tratamentos,
os grupos foram colocados em gaiolas para observacao
dos parametros de toxicidade na triagem farmacologica
comportamental discutida anteriormente.

Apds o periodo de observagdo de 14 dias, todos os
grupos foram eutanasiados por anestesia. Seus cérebros
foram removidos e fixados em formalina a 10% por 72
h para a realizagdo das andlises histopatologicas. Cortes
sagitais, feitos em intervalos de 1 mm, foram obtidos a
partir de um corte inicial proximo aos corpos mamilares.
Para o estudo microscopico, secgdes de 10 um foram feitas,
coradas em hematoxilina - eosina (HE), e analisadas com
auxilio de um microscopio Optico em um aumento de 40. As
areas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo
com as descrigdes do Atlas de Paxinos & Watson (1986). O
grau de lesdo foi expresso através de uma escala percentual
de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada hipocampo e corpo
estriado analisados de acordo com o método descrito
anteriormente (Malone, 1977; Al-Habori et al., 2002). Os
animais foram definidos como tendo lesdo cerebral quando
havia pelo menos 50% de alteragdo no hipocampo ou corpo
estriado conforme descrito anteriormente por Campélo et
al., (2011).

Analises estatisticas

Os valores foram expressos como média £ erro
padrao da média (E.P.M.). As diferengas entre os grupos
foram determinadas por meio da Analise de Variancia
(ANOVA), seguida, quando detectada diferenga, pelo teste
t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Os valores
foram considerados significativos quando p<0.05.

RESULTADOS
Determinacdo da Dose Letal 50% (DL, )

O fitol ndo alterou de forma significativa a massa
corporea dos animais. Durante o tratamento, ndo foram
observados sinais clinicos de toxicidade e nenhuma morte
foi registrada. Nao houve alteragdo no consumo de agua e
racdo dos animais.

Os resultados mostram que a administragdo
intraperitoneal, do fitol, de forma geral, ndo produz efeitos
toxicos no comportamento de camundongos Swiss adultos,
uma vez que durante o tratamento, nenhum sinal clinico
visivel de toxicidade comportamental foi observado.
Apos o tratamento com as doses de 25, 50 e 75 mg/kg,
foi observada a presenga de analgesia, bem como ndo
verificamos a presenga de alteragdes na resposta ao toque e
ambulacdo. Além disso, a atividade geral dos camundongos
ndo foi alterada.

O ensaio para determinacdo do grau de toxicidade
aguda, bem como a investigagdo da dose letal 50% (DL, ),
revelou que o valor ¢ de aproximadamente 1153.39 mg/kg
para camundongos tratados com fitol por via intraperitoneal
e observados durante 14 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados da determinagdo da dose letal 50% (DL,)
em camundongos Swiss, tratados com fitol por via intraperitoneaci.

Grupos Dose . Numero de animais Numero de mortes
(mg kg™) por grupo por grupo
Veiculo 00 10 00
Fitol 250 10 01
500 10 02
1000 10 06
2000 10 10

Determinagdo da dose letal 50% (DL, ) em camundongos machos e fémeas Swiss, tratados por via
intraperitoneal de forma aguda com veiculo (Controle, n = 10) e com fitol nas doses 250, 500, 1000
€ 2000 mg/kg observados durante 14 dias.

Resultados das analises dos parimetros hematologicos e bioquimicos de camundongos tratados com fitol

Os camundongos tratados com a dose de 25, 50 e 75 mg/kg (i.p), do fitol apresentaram todos os pardmetros
hematologicos dentro da faixa de referéncia, observando-se pequenas alteragdes no valor dos linfécitos, mas sem importancia

clinica (p<0,05; Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados com fitol por via intraperitoneal.

Parametros Controle FIT 25 FIT 50 FIT75
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glicose (mg dL™") 93,67+ 1,69 92,50 + 1,32 95,40 + 2,53 91,40 + 1,65
Uréia (mg dL™") 50,89 + 1,45 38,70 + 3,807 43,60 + 4,442 40,60 * 3,43°
Creatinina (mg dL") 0,56 + 0,01 0,57 + 0,42 0,42 + 0,052 0,44 + 0,052
Acido trico (mg dL-") 2.61+0,04 0,87 + 1,222 0,87 + 1,222 0,86 + 0,102
Triglicerideos (mg dL") 100,6 + 3,12 60,60 + 8,092 81,30 + 8,582 82,80 + 3,322
CT (mg dL™) 86,07 + 0,57 87,27 + 11,51 83,91+9,19 86,91+ 11,73
Proteinas totais (mg dL™") 6,64 +1,03 6,60 +0,13 6,89+0,12 6,44 £0,16
AST (U mL") 49,67+ 3,62 46,90 + 1,86° 46,60 + 4,18° 44,50 + 5,942
ALT (U mL") 91,67 + 1,92 83,40 + 3,012 83,60 + 2,932 88,50 + 2,772
Fosfatase alcalina (U I'") 157,6 £ 0,97 106,1 + 1,30? 13,4 £4,722 118,4 £4,172
Bilirrubina total (mg dL") 0,26 + 0,02 0,15 + 0,062 0,05 + 0,022 0,21 +0,032
Bilirrubina direta (mg dL") 0,15+ 0,02 0,05 + 0,0042 0,02 + 0,0052 0,02 + 0,0052

Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss, tratados de forma aguda por via intraperitoneal com veiculo (Controle, n = 10) e com fitol nas doses 25 mg/kg (FIT 25, n =10), 50
mg/kg (FIT 50, n =10) e 75 mg/kg (FIT 75, n =10). Os valores representam a média = E.P.M. do numero de animais usados nos experimentos. n — representa o nimero de animais em cada grupo. p<0,05,
quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste ¢-Student-Newman-Keuls como post hoc teste).

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2012;33(3):421-428

423



Toxicidade aguda do fitol

A tabela demonstra os valores obtidos da
avaliagdo dos parametros bioquimicos em camundongos
submetidos aos ensaios toxicologicos pré-clinicos, por via
intraperitoneal., houve pequenas alteragdes nos parametros
analisados (p<0,05) sem indicativo de importancia clinica.
Os valores de uréia, acido urico, triglicerideos, AST, ALT,
fostatase alcalina, bilirrubina total e direta, diminuiram em
relacdo ao controle em todas as doses testadas (p<0,05;
Tabela 3).

Tabela 3. Resultados dos pardmetros hematologicos de
camundongos Swiss, tratados com fitol por via intraperitoneal.

Parametros Controle FIT 25 FIT 50 FIT 75
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Hemicias (mm’) 8,60 +0,23 8,91+0,30 8,62+ 0,44 8,78 £0,39
Hemoglobina (g dL™") 14,00 £ 0,15 13,83 £0,47 13,91+0,55 14,50 £ 0,68
Hematocrito (%) 43,33+0,28 46,56 + 1,61 47,97+ 1,85 42,21+£2.27
VCM (fL) 48,78 £ 0,27 49,86 + 0,60 49,20 £ 1,20 45,67+0,41
HCM (pg) 15,56 £ 0,34 17,14+ 0,16 16,36 + 0,44 18,22+0,13
CHCM (gdL™) 34,22+0,62 34,37+£0,43 31,93+041 32,76 £0,31
Plaquetas (mm®) 392,4+0,83 383,4+52,73 386,8 + 96,63 397,6 79,04
Linfécitos (%) 78,12+0,31 83,36 +2,02 76,63 +4,28 75,57+3,75

Pardametros hematologicos obtidos de camundongos machos Swiss, tratados de forma aguda por via
intraperitoneal com veiculo (Controle, 7 = 10) e com fitol nas doses 25 mg/kg (FIT 25, n =10), 50
mg/kg (FIT 50, n =10) e 75 mg/kg (FIT 75, n =10). Os valores representam a média += E.P.M. do
namero de animais usados nos experimentos. n — representa o nimero de animais em cada grupo.
*p<0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste #-Student-Newman—Keuls como
post hoc teste).

Resultados das  analises
camundongos tratados com fitol

histopatologicas em

A figura 2 demonstra as alteragdes histopatologicas
no corpo estriado de camundongos adultos. Em nosso
estudo, apenas os animais tratados com fitol (75 mg kg;
FIT 75) demonstraram uma discreta vacuoliza¢do no corpo
estriado em apenas um dos animais (12,5%). Também foi
detectado um comprometimento de 12% do corpo estriado
nesse mesmo grupo, quando comparado ao controle (Figura
2).

D

Figura 2. Avaliagdo da toxicidade aguda no corpo estriado de
camundongos tratados com fitol.

A - Auséncia de alteragdes histopatologicas no corpo estriado de camundongos adultos observados
por 24 h apos administragao do veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solug@o salina 0,9%, i.p.;
n=8, Controle; Hematoxilina — Eosina (HE) X40; Barra de Escala = 10 pm). B e C - Auséncia de
alteragdes histopatologicas no corpo estriado de camundongos adultos tratados com fitol nas doses
de 25 ¢ 50 mg/kg (FIT 25 e FIT 50, i.p.; n=8; HE X40; Barra de Escala = 10 um), respectivamente.
D — Alteragdo histologica demonstrado discreta vacuolizagdo (seta preta) no corpo estriado de
camundongos adultos tratados com fitol na dose de 75 mg/kg (FIT 75, i.p.; n=8; HE X40; Barra
de Escala =10 pm).
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Ja na figura 3, releva as principais mudangas
histopatologicas no hipocampo dos camundongos adultos.
Por sua vez, apenas nos animais tratados com fitol, na
dose de 75 mg/kg (FIT 75), apresentaram alteracao
histopatologica (12,5%) em um dos animais com um
discreto comprometimento caracterizado por uma discreta
vacuolizagdo no hipocampo (16%; Figura 3). Por sua vez,
os grupos tratados somente com veiculo (grupo controle) ou
fitol nas doses de 25 mg/kg (FIT 25) e 50 mg/kg (FIT 50) ndo
apresentaram nenhuma alteracdo histopatologica no corpo
estriado e hipocampo (Figuras 2 e 3, respectivamente).

C

Figura 3. Avaliacdo do efeito do tratamento com fitol no
hipocampo de camundongos adultos.

A - Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no hipocampo de camundongos observados por 24 h
apos administragdo do veiculo - (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%, i.p.; n=8,
Controle; Hematoxilina — Eosina (HE) X40; Barra de Escala = 10 um); B ¢ C - Auséncia de
alteragdes histopatologicas no hipocampo de camundongos tratados com fitol nas doses de 25 e
50 mg/kg (FIT 25 e FIT 50, i.p.; n=8; HE X40; Barra de Escala = 10 um), respectivamente. D -
Alteragio histopatologica demonstrando um discreto comprometimento caracterizado por discreta
vacuolizagdo (seta preta) no hipocampo de camundongos tratados com fitol na dose de 75 mg/kg
(FIT 75, i.p.; n=8; HE X40; Barra de Escala = 10 pm).

DISCUSSAO

Os resultados demostram que a administracao
aguda do fitol, de forma geral, ndo produziu efeitos toxicos
em camundongos Swiss adultos, uma vez que durante o
tratamento, nenhum sinal clinico visivel de toxicidade
foi observado. O acompanhamento da massa corporal
do animal ¢ um importante indicador para a avalia¢do da
toxicidade de uma substancia (Jahn & Giinzel, 1997).

Embora alguns pardmetros do perfil bioquimico
dos animais estivessem dentro dos valores de referéncia
(glicose, colesterol total e proteinas totais), houve uma
diminui¢do dos valores de uréia, creatinina, acido trico,
triglicerideos, AST, ALT, fostatase alcalina, bilirrubina
total e direta.

A uréia, o produto final do metabolismo protéico,
¢ excretada pelos rins. Os tibulos renais reabsorvem
40% desse produto, portanto, os niveis sanguineos desse
parametro constituem uma indica¢do da fungdo renal e
podem servir como indice da taxa de filtragdo glomerular
(Schossler et al., 2001), teoricamente, a creatinina ¢ a
mais indicada para verificar a fungao renal, uma vez que a
quantidade de creatinina presente nos rins ¢ mais constante,
porém ndo ¢ reabsorvida nos tubulos renais como a uréia
(Steven & Scott, 2002).
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A reducdo nos niveis plasmaticos de uréia e acido
urico fornecem indicios de uma melhora da fungdo
renal, sugerindo o seu uso no tratamento da insuficiéncia
renal aguda ou, ainda, pode indicar uma diminui¢do do
catabolismo protéico (Dantas et al., 2006). No entanto,
a eclevagdo nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina
fornece indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal
aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo protéico
(Vijayalakshmi et al., 2000; Adebayo et al., 2003). No nosso
estudo observou-se uma diminuicdo nos niveis séricos de
creatinina, uréia e acido Urico. Dessa forma podemos ainda
sugerir que ndo ha sobrecarga renal. No entanto, ainda sdo
necessarios mais estudos sobre a toxicidade aguda com
doses repetidas, e para a avaliagao da toxicidade subcronica
e cronica em roedores.

Os triglicerideos sao depdsitos de combustivel
metabolicos armazenados por células especializadas
chamadas adipdcitos, estas células formam o tecido adiposo
que esta presente sob a pele, na cavidade abdominal e nas
glandulas mamarias (Lehninger et al., 2005). A maior parte
da estocagem de gordura no tecido adiposo e nas células
musculares ¢ na forma de triglicerideos (Champe & Harvey,
2000). O aumento dos niveis séricos dos mesmos ¢ um fator
de risco independente para doengas cardiovasculares ¢ ha
urgente necessidade de baixar os niveis de triglicerideos no
plasma, diminuindo, assim, o risco de doencas cardiacas
(Austin et al., 1998).

Com relagdo aos niveis séricos dos triglicerideos foi
detectada uma diminuicdo significativa nos camundongos
tratados com todas as trés doses de fitol. Diante dos efeitos
na redugdo sérica dos triglicerideos pode ser sugerido o uso
do fitol no tratamento das dislipidemias. No entanto, essa
avaliagdo precisa ser investigada de forma mais detalhada,
inclusive em modelos animais de dislipidemia.

Na pratica clinica de pequenos animais ¢ comum
a deteccdo de anormalidades nas atividades séricas das
enzimas hepaticas, as quais sdo consideradas indicadores
sensiveis de perturbagdes hepatobiliares. Muitos processos
patologicos envolvendo o figado podem causar elevagdes
proporcionalmente distintas nas enzimas hepaticas, uma
vez que ha a variacdo na distribuicdo de cada enzima
especifica no 16bulo hepatico, bem como essas mudangas
podem ser induzidas por agentes exogenos quimicos
incluindo farmacos (Sharon & Center, 1995).

As analises das enzimas transaminases (ALT e
AST) e da fosfatase alcalina sdo importantes indicadores
de lesdes nas células hepaticas (Martin et al., 1981). As
transaminases estdo amplamente distribuidas nos tecidos,
a AST predomina no figado, coragdo, musculo cardiaco,
musculo estriado, rim e pancreas, € a ALT no figado, rim
e coracdo. A AST esta presente no citosol e na mitocondria
dos hepatocitos. A AST e ALT sao considerados sensiveis
indicadores de dano hepatocelular e dentro dos limites
pode fornecer uma avaliagdo quantitativa do grau de danos
sofridos pelos hepatdcitos (Miller & Gongalves, 1999; Al-
Habori et al., 2002). O presente estudo sugere que o uso
do fitol de forma aguda pode ndo ser hepatotoxico, uma
vez que foi observada uma diminuicdo significativa da AST
e ALT, sugerindo que o composto pode induzir um efeito
hepatoprotetor que precisa ser melhor investigado.

A fosfatase alcalina (FAL) ¢ uma enzima
fosfohidrolase, encontrada em varios tecidos, com maiores

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2012;33(3):421-428

concentragdes no figado, no epitélio do trato biliar e nos
ossos. Geralmente qualquer hepatopatia ativa pode aumentar
os valores de FAL, mas as maiores elevagdes nos niveis
da enzima ocorrem nos casos de obstrucdo do trato biliar
que pode ser induzida por medicamentos. Portanto, essa
enzima pode ser um marcador importante da atividade da
membrana plasmatica e do reticulo endoplasmatico durante
tratamentos farmacologicos e em algumas condigdes
patolégicas. O aumento da atividade sérica de FAL pode
ocorrer em condigdes de colestase, intra e extrahepatica,
por indug¢do com drogas ou hormonios, pela hieratividade
osteoblastica e em processos necroticos (Wright & Plummer,
1974; Miller & Gongalves, 1999). Como foi observado no
presente estudo ocorreu uma diminuicdo significativa na
fosfatase alcalina em todas as doses testadas, indicando que
o fitol pode ser usado de forma segura ja que ndo induziu
nenhuma alteragdo bioquimica indicativa de hepatopatias
no soro dos camundongos.

A bilirrubina ¢ um pigmento tetrapirrolico. Cerca
de 70 a 80% ¢ derivada da degradagdo da hemoglobina
(Hb) de hemacias senescentes (< 300 mg/dia); 20 a 30%
sdo derivados das células eritroides da medula destruidas
prematuramente ¢ de hematoproteinas de outros locais
do organismo (principalmente figado). A degradagdo das
hemacias nas células reticuloendoteliais (RE) da origem
a bilirrubina, que se liga a albumina para o transporte ao
figado, sendo entdo conjugado com acido glicurénico que
sdo transportados aos canaliculos biliares e, em seguida,
ao duodeno. No intestino, a bilirrubina € hidrolisada a
bilirrubina ndo conjugada e reduzida a urobilinogénios por
bactérias; 80 a 90% sdo excretados nas fezes inalterados
ou oxidados (urobilinas); 10 a 20% sdo reabsorvidos,
retornam ao figado e sdo reexcretados. Menos de 3 mg/dL
sao filtrados por meio dos glomérulos para a urina como
urobilinogénio. Bilirrubina conjugada (direta) ¢ aumentada
em doengas hereditarias e durante o dano celular hepatico.
Bilirrubina ndo conjugada (indireta) pode estar aumentada
em doengas hemoliticas, doengas hereditarias e durante o
tratamento com medicamentos (Wallach, 2009).

Quanto ao estudo hematolégico, todos os
parametros hematologicos estdo dentro da faixa de
referéncia, observando-se um pequeno aumento no valor
dos linfécitos. A contagem diferencial para neutréfilos,
linfocitos e mondcitos revelou, embora, dentro dos limites
de referéncia (Harkness & Wagner, 1993), discretas
alteragdes, porém sem indicativo de importancia clinica,
sugerindo o seu uso de forma segura em humanos no
tratamento de doengas.

Estudos anteriores demonstram que a fisiopatologia
das doengas neurodegenerativas envolve varias alteragdes
em nivel neuroquimico e histolégico em regides cerebrais
que precisam ser investigadas fazendo uso de compostos
naturais com possivel efeito neuroprotetor (Barros et al.,
2007; Xavier et al., 2007; Freitas et al., 2011).

Dessa forma, decidimos investigar os efeitos
do fitol em cérebros de camundongos, para avaliar a sua
neurotoxicidade contra neurénios hipocampais e estriatais,
uma vez que, a literatura demonstra varias propriedades
farmacoldgicas para esse diterpeno em estudo (Kitareewan
et al., 1996; Chinetti et al., 2000; Hurberle et al., 2009).

Em nossos estudos histopatoldgicos observamos
um pequeno nimero de animais com lesdo cerebral € um
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comprometimento de forma ndo significativa das areas
investigadas apenas no grupo tratado com fitol na maior
dose. Além disso, foi possivel detectar que no corpo
estriado e hipocampo de animais tratados com as doses
de 25 e 50 mg/kg de fitol, ndo houve nenhuma alteracao
histopatologica, bem como nao foi detectado nenhum grau
de comprometimento das areas analisadas desses animais.

A morte neuronal observada no hipocampo e corpo
estriado dos animais durante o estabelecimento de desordens
neurodegenerativas pode ser atribuida a excitoxicidade
produzida pelo sistema glutamatérgico (Tomé et al., 2010).
Entretanto, nossos estudos histopatologicos de animais
tratados com fitol, ndo demonstraram produzir dano neuronal
no corpo estriado e hipocampo de forma significativa,
sugerindo que esse diterpeno ndo produz neurotoxicidade.
A literatura sugere que o estresse oxidativo pode estar
envolvido na instalacdo de véarias doengas do sistema
nervoso central (SNC), provavelmente pelo aumento
da produgdo de radicais livres, ¢ ha uma diminui¢do da
atividade das defesas antioxidantes enzimaticas (Shults &
Haas, 2005; Freitas et al., 2005; Chatuverdi & Beal, 2008).

Nossos resultados indicam que o tratamento com
fitol ndo produz alteracdes hematoldgicas, bioquimicas
e histopatologicas cerebrais em camundongos adultos.
O tratamento agudo com fitol demonstrou auséncia de
toxicidade em parametros hepaticos, renais e neuronais,
bem como reduziu os niveis de triglicerideos que precisam
ser melhores investigados em modelos animais de
hipercolesterolemia. Devido a auséncia de toxicidade aguda
proeminente verificada em nossos experimentos durante
14 dias de observag@o, novos estudos comportamentais
e neuroquimicos com esse diterpeno precisam ser
realizados, para esclarecer seu mecanismo de agdo e
justificar o uso do fitol de forma segura e eficaz, como um
potencial agente terapéutico para o tratamento de doengas
neurodegenerativas.
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ABSTRACT

Assessment of acute toxicity and histopathological
changes in mice treated with phytol

Phytol (3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-en-1-0l) is a
diterpene belonging to the group of acyclic unsaturated
long-chain branched alcohols. It is a component of the
chlorophyll molecule, present in green leaves of various
medicinal plants. However, there is little in the literature
about the possible toxic effects produced by phytol.
The aim of our study was to assess the acute toxicity
of phytol after intraperitoneal (ip) administration,
by determining its 50% lethal dose (LD_) and effects
on biochemical parameters, hematology and the
histopathology of the hippocampus and corpus striatum
of adult mice treated with doses of 25, 50 and 75 mg/
kg phytol. The acute toxicity tests and investigation of
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the LD, revealed its value to be approximately 1153.39
mg/kg. Mice treated with sublethal doses of phytol
based on the LD_, showed all hematological parameters
within their reference ranges, with small changes in
the lymphocyte count. In turn, most of the biochemical
parameters decreased at all doses tested (p<0.05). In
our study, only those animals treated with phytol at
a dose of 75 mg/kg showed slight vacuolation in the
corpus striatum and a slight impairment characterized
by vacuolation in the hippocampus in one animal. Our
results indicate that treatment with phytol produces no
hematological, biochemical or brain histopathological
changes in the mice. The preclinical toxicological study
with phytol showed that it has slight acute toxicity
when injected ip. These data contribute to research on
natural compounds obtained from medicinal plants
with pharmacological potential. However, we emphasize
the need for future research to enable results obtained
by other routes to be compared, as well as to conduct
pathological analysis in animals treated with phytol, to
ensure the safe use of this diterpene.

Keywords: Acute toxicity. Biochemistry. Hematology.
Histology. Phytol.
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