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Resumo

Introducao: Avaliou-se a toxicidade aguda de 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1),
composto obtido de Platonia insignis Mart. (bacurizeiro), apés administracao
oral em ratos Wistar. Métodos: A toxicidade aguda foi analisada através dos
parametros hematolégicos e bioquimicos. A analise de citotoxicidade in vitro
foi feita pelo método do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT). Os tecidos cerebrais e hepéaticos foram avaliados histopato-
logicamente. Resultados: O tratamento agudo com TGI(dose de 30 mg kg') nédo
produziu alteragdes hematoldgicas e histopatoldgicas nas areas cerebrais e hepa-
ticas. A reducdo dos niveis das enzimas transaminase (AST) e fosfatase alcalina
(ALKP) pode sugerir protecao hepética. As analises bioquimicas da aspartato
aminotransferase, ALKP e do acido trico apresentaram seus niveis reduzidos,
conferindo preservacado dos rins e figado dos animais (p<0,05). TG1 nao revelou
potencial citotéxico pelo método MTT. Conclusdo: O tratamento com TG1 nédo
produz alteragdes hematolégicas, bioquimicas, histopatolégicas cerebrais e hepa-
ticas em ratos o que caracteriza uma baixa toxicidade.

Descritores: Bioquimica; Toxicidade aguda; Platonia insignis; Fitoterapia.

Abstract

Introduction: The aim of this study was to assess the acute toxicity of 1,3-dis-
tearoyl-2-oleoylglycerol (TG1), a compound isolated from Platonia insignis Mart.
(bacurizeiro). Methods: The acute toxicity was analyzed by biochemical and
hematological parameters. The cytotoxic study was conducted by the MTT
method. The histopathological study was conducted in brain and liver tissues.
Results: Acute treatment with TG1 (dose of 30 mg. kg?) did not change the general
behavior pattern of rats and not result in hematological and histological changes
in the liver. The reduced levels of transaminase and alkaline phosphatase (ALKP)
enzymes may suggest even certain liver protection. The biochemical analyzes
demonstrated low levels of aspartate aminotransferase, ALKP and uric acid,
providing preservation of kidneys and livers of animals (p<0.05). TG1 this study
did not reveal cytotoxic potential by MTT method. Conclusion: These results
indicate that treatment with TG1 not produce hematological, biochemical and
histopathological alterations in rats suggesting low toxicity.

Key words: Biochemistry; Acute toxicity; Platonia insignis; Phytotherapy.
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Introducéo

A avaliagdo do potencial terapéutico de
plantas medicinais e de alguns de seus consti-
tuintes tem sido meta de grandes estudos, uma
vez que comprovando-se a¢des farmacolédgicas
por meio de testes pré-clinicos com animais,
muitas dessas substancias tém grandes possibi-
lidades de futuramente virem a ser aproveitadas
como agentes medicinais'®.

Em estudos preliminares importantes pes-
quisas foram divulgadas sugerindo que a banha
do bacuri (Platonia insignis Mart.) apresentou
excelente acdo cicatrizante in vivo 2, esta acao
foi atribuida a acidos presentes nesta banha,
que é extraida das sementes do fruto desta es-
pécie. Em pesquisas recentes uma formulagdo
farmacéutica semisélida foi desenvolvida para
avaliar a acdo cicatrizante in vivo, nesta formula-
¢do utilizou-se o composto 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol (TG1) (Figura 1) e os resultados foram
bastante promissores>.

O composto TG1, um triglicerideo isolado
da banha do bacuri é, um derivado da trioleina
e soltivel em solventes apolares *!. A trioleina
constitui em um triacilglicerol que pode ser ob-
tida da espécie Persicae semen (Rosaceae), apon-
tada como promissora na terapéutica antitrom-
botica>®.

Diante desse potencial farmacolégico e da
necessidade da realizagdo da avaliacao toxicold-
gica de espécies vegetais é de grande interesse
cientifico e comercial a determinagdo da toxici-
dade da trioleina em ensaios pré-clinicos, uma
vez que os resultados obtidos podem servir ao
conhecimento e desenvolvimento de um fitote-
rapico a partir do triacilglicerol TGI, isolado de
uma espécie vegetal amplamente utilizada pela
populacao de nosso Estado com finalidade tera-
péutica e alimenticia. A Anvisa publicou o Guia
para a Realizacdo de Estudos de Toxicidade Pré-
clinica de Fitoterapicos (RE N° 90)". E nesse estu-
do foram seguidos os padrdes estabelecidos por
esse guia para a avaliacdo da toxicidade aguda
do triacilglicerol TG1.

Apbs revisdo da literatura foi verificado
que ndo hé disponiveis analises toxicoldgicas
sobre o composto TGl, justificando a necessi-
dade e a importancia da realizagdo do presente
estudo. Diante disso, é importante um estudo
mais detalhado sobre as propriedades toxico-
l6gicas dessa espécie, bem como de compostos
obtidos a partir de analise fitoquimica.

Neste contexto, esta pesquisa teve como
objetivo avaliar a toxicidade aguda sobre os
parametros bioquimicos e hematolégicos, bem
como realizar analises histopatoldgicas em are-
as cerebrais como hipocampo, corpo estriado e
tecido hepatico de ratos adultos tratados por via
oral com 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol (TG1) e
analisar a citoxicidade in vitro deste composto
em 2 linhagens de células tumorais. Além disso,
durante o ensaio pré-clinico também foram ava-
liados os parametros comportamentais em ratos
adultos para melhor avaliar sua seguranca e cor-
roborar com os resultados divulgados.

Figura 1: Estrutura quimica do
1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1)

Metodologia

Animais

Foram utilizados, por experimento, Ratos
Wistar machos adultos com peso variando entre
200 a 250 g de 2 meses de idade, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Piaui. Os animais



receberam agua e dieta (Purina®) ad libitum e fo-
ram mantidos sob condi¢des controladas de ilu-
minacao (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura
(25 £ 2 °C). O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacio com Animais da
Universidade Federal do Piaui (n° 004/2012).

Determinacgdo estrutural do
1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1)
O composto em estudo foi isolado da ba-
nha das sementes do bacuri, sendo identificado
como um triglicerideo derivado da trioleina.
TGl apresenta férmula molecular: C, H O,
identificado por técnicas espectroscopicas de
RMN H e C13 e espectros bidimensionais.

Células e metodologia pra
determinacédo da citotoxicidade in
vitro

As linhagens tumorais utilizadas, NCIH
(carcinoma de pulmao - humano), HEP-2 (car-
cinoma de laringe humano) foram obtidas do
banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suple-
mentados com 10 % de soro fetal bovino e 1 %
de antibiéticos, mantidas em estufa a 37 °C e at-
mosfera contendo 5% de CO,. O TG foi diluido
em DMSO puro estéril e testado na concentra-
¢do de 25 pg/mL. A citotoxicidade foi avaliada
pelo método do MTT descrito inicialmente por
Mosman?, este método verifica a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma analise colo-
rimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-di-
metil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetra-
zolium (MTT) em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas
células metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentra-
¢ado de 1 x 10° células/mL. O TGI1 previamente
dissolvido em DMSO foi diluido em série no
meio RPMI para obten¢do das concentragdes fi-
nais e adicionado em placa de 96 pogos (100uL/
poco). As placas foram incubadas por 72 horas
em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, fo-

ram adicionados 25 mL da solucdo de MTT (sal
de tetrazolium), e as placas foram incubadas por
3h. A absorbancia foi lida apds dissolugdo do
precipitado com DMSO puro em espectrofoto-
metro de placa a 595nm.

Determinagdo dos Pardmetros
comportamentais em Ratos

No protocolo experimental da triagem
farmacolégica comportamental, foram utiliza-
dos dois grupos de 10 ratos. Esse protocolo visa
avaliar o comportamento dos animais frente a
administracdo de substancias isoladas de espé-
cies vegetais e/ou sintéticas. Foram estabelecidos
alguns critérios comparativos para uma série de
comportamentos, que na sua maioria sao exibidos
normalmente pelos animais. Dessa forma foi ve-
rificada a presenga ou ndo de determinadas alte-
ragdes comportamentais em decorréncia do trata-
mento, possivelmente estd relacionada ou nao a
atividade sobre o sistema nervoso central de roe-
dores. Essa triagem inicial do composto estudado
viabiliza a realizagao de testes mais especificos’.

O grupo controle foi tratado via oral com
solucao de Tween 80 a 0,05% dissolvido em so-
lucéo salina 0,9% (veiculo; n=10) durante 30 dias
consecutivos. E no segundo grupo, os animais
os animais foram tratados com TGI na dose de
30 mg kg ! emulsionado no veiculo durante 30
dias consecutivos. Em seguida, os animais fo-
ram colocados em gaiolas com ragdo e dgua ad
libitum e observados durante as primeiras 72 ho-
ras e por um periodo de 30 dias para observagao
dos parametros comportamentais, segundo tes-
te hipocrético descrito na literatura '.

Estudo da toxicidade aguda
em pardmetros bioquimicos e
hematolégicos de ratos tratados
com do 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol (TGI1)

Nesse protocolo experimental, dois grupos
de dez ratos foram tratados da seguinte forma: o
primeiro grupo foi tratado por via oral com TG1
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na dose de 30 mg kg” em veiculo durante 30 dias
consecutivos. O grupo controle foi tratado com
veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solugao
salina 0,9%) durante 30 dias consecutivos.

Ap6s 30 dias do tratamento agudo, os ani-
mais foram anestesiados com 0,3 mL de pento-
barbital sédico (40 mg kg?, i.p.) e em seguida foi
feita a coleta de sangue por rompimento do plexo
retro-orbital com auxilio de capilar de vidro®. O
sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo,
um com anticoagulante HB (Laborlab®) para de-
terminagao dos pardmetros hematolégicos e o
outro, sem anticoagulante, para obtengao do soro
para avaliacdo dos pardmetros bioquimicos.

Para anélise bioquimica, o material foi cen-
trifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e, em
seguida, determinados os pardmetros a saber:
glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotrans-
ferase (AST), alanina aminotransferase (ALT)
colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina
(ALKP), bilirrubinas total e direta e acido trico.
Os ensaios foram realizados em aparelho auto-
matizado Vitros 250 com sistemas comerciais da
Jonhson & Jonhson®.

A contagem de eritrdcitos, leucdcitos to-
tais, plaquetas, hemoglobina, hematocrito e os
indices hematimétricos volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpus-
cular média (CHCM) foram determinados ime-
diatamente apds a coleta por meio do analisador
automatico de células hematolégicas Advia 120/
hematology (Siemens).

Avaliacdo histopatolégica em
cérebros e tecido hepdtico e ratos
tratados com do 1,3-diestearil-2-
oleil-glicerol (TG1)

Dois grupos de seis ratos foram tratados
da seguinte forma: o primeiro grupo foi tratado
por via oral com TG1 na dose de 30 mg kg™ dis-
solvido em veiculo (Tween 80 0,05% em solugao
fisiologica 0,9%) durante 30 dias consecutivos. O
grupo controle foi tratado apenas com o veiculo
pelo mesmo periodo.

Apbs 30 dias de tratamento, todos os ani-
mais foram eutanasiados por anestesia com pen-
tobarbital sédico (50 mg kg?, i.p.). Os cérebros e
figados foram coletados e fixados em formalina a
4% por 24 h para a realizacao das analises histo-
patolégicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos
de 4 mm, coradas em hematoxilina - eosina (H
& E), e analisadas com auxilio de um microscé-
pio 6ptico. As regides cerebrais e hepaticas foram
observadas e classificadas de acordo com as des-
crigdes do Atlas de Paxinos e Watson (1986). O
grau de lesdo foi expresso através de uma escala
percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada
hipocampo, corpo estriado e figado analisados de
acordo com o método descrito na literatura '*'°.

Andlises estatisticas

Os valores foram expressos como média +
erro padrao da média (E.P.M.). As diferencas en-
tre os grupos foram determinadas por meio da
Anélise de Varidncia (ANOVA), seguida, quando
detectada diferenca, pelo teste t-Student-New-
man-Keuls como post hoc teste. Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05.

Andlise da citotoxicidade in vitro
Os experimentos foram analisados segun-
do suas médias e respectivos desvio no programa
GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em
duplicata. Uma escala de intensidade foi utiliza-
da para avaliar o potencial citotéxico das amos-
tras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20%
de inibi¢dao), com pouca atividade (inibicdo de
crescimento celular variando de 20 a 50%), com
atividade moderada (inibi¢do de crescimento ce-
lular variando de 50 a 70%) e com muita atividade
(inibicao de crescimento variando de 70 a 100%).

Resultados

Determinacgdo estrutural de TGl
(TG1). O
composto em estudo foi isolado da banha das se-

1,3-diestearil-2-oleil-glicerol



mentes do bacuri, sendo identificado como um
triglicerideo derivado da trioleina. TG1 apresenta
férmula molecular: C, H, O, identificado por téc-
nicas espectroscopicas de RMN H e C13 e espec-
tros bidimensionais a saber: NMR 'H NMR, *C
NMR, DEPT 135 COSY e HMBC C_H, O,. RMN
'H e 13C NMR (CDCL,, ppm, 125 MHz): ¢,, = 5.45-
5.35 (4H, m, -CH-CH>-), 5.30-5.28 (1H, m, -CH -CH-
CH,-), 4.34-4.30 (2H, dd, -CH,-CH(O)-CH,"), 4.19-
415 (2H, dd, -CH,-CH(O)-CH,-), 2.35-2.31 (6H, t,
-C(=0)-CH,-CH,-), 2.04-1.96 (4H, m, =CH-CH,-),
1.65-1.62 (6H, m, -C(=0)-CH,-CH,-), 1.32-1.29 (nH,
m, -CH,-), 0.92-0.89 (9H, t, -CH,)). NMR spectra des-
cription of *C is *C NMR (CDCL,, ppm, 500 MHz),
0. =173.31(C-1, sn 1,3); 172.87 (C-1, sn 2); 34.06 (C-2,
sn 1,3); 34.21 (C-2, sn 2); 24.88 (C-3, sn 1,3); 24.88 (C-
3,sn2);29.22 (C-4, sn 1,3); 29.14 (C-4, sn 2); 29.50(C-5,
sn 1,3); 29.50 (C-5, sn 2), 29.35 (C-6, sn 1,3); 29.35 (C-
6, sn 2); 29.70 (C-7, sn 1,3); 29.70 (C-7, sn 2); 29.72 (C-
8, sn 1,3), 29.72 (C-8, sn 2); 29.72 (C-9,sn 1,3); 129.69
(C-9, sn 2); 29.72 (C-10, sn 1,3); 130.03 (C-10, sn 2);
29.72 (C-11, sn 1,3); 29.72(C-11, sn 2); 29.72 (C-12, sn
1,3); 29.72 (C-12,sn 2); 29.38 (C-13, sn 1,3); 29.38 (C-
13, sn 2); 31.94 (C-14, sn 1,3); 31.94 (C-14, sn 2); 22.71
(C-15, sn 1,3); 22.71 (C-15, sn 2); 31.94 (C-16); 22.71
(C-17); 14.13 (C-18); 68.88 (C-2, CHO); 62.10 (C-1'e d
3, CH0) 2.

Determinac¢do da citotoxicidade in
vitro do TGl

O 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol (TG1)
apresentou um percentual de inibicao de 16%
com erro de 1,4 para a linhagem de células HEP-
2 (carcinoma de laringe humano) e para a linha-
gem NCI H2N2 (Carcinoma de pulmao humano
) inibicdo de 12,6 com erro de 1,3. De acordo com
a escala de intensidade para avaliagdo do po-
tencial citotoxico, esses valores o caracterizam
como uma substancia sem atividade citotoxica.
Esses achados sugerem inicialmente seguranga
no seu uso. No entanto, estudos complementa-
res com outras linhagens celulares sdo necessa-
rios para reforcar estas andlises.

Determinacgdo dos parGmetros
comportamentais em ratos pelo
método do Screening Hipocrdtico

O composto TG1 nao alterou o peso cor-
péreo dos animais durante os 30 dias de ob-
servagdo. Nao houve alteracdo no consumo de
agua e ragdo dos animais durante os 30 dias de
observagao. Dentre os sinais clinicos sugestivos
de toxicidade, o tnico observado foi piloerecao
e nenhuma morte foi registrada para a dose ad-
ministrada de 30 mg kg™ durante os dos 30 dias
consecutivos de tratamento. Aspectos quanto ao
estado de consciéncia e disposi¢do, coordenacao
motora, tonus muscular, reflexos, atividade do
sistema nervoso central e autdbnomo foram pre-
servados. De forma geral, o composto TG1 nao
produziu efeitos téxicos mais severos em outros
parametros comportamentais observados du-
rante 30 dias, sugerindo que o TG1 pode ser usa-
do de forma segura, uma vez que demonstrou
baixa toxicidade durante o ensaio pré-clinico.

Resultados das andlises dos
pardmetros hematolégicos e
bioquimicos de ratos tratados com
1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1)

O tratamento dos animais com a dose de
30 mg kg' (v.0) com TGI alterou apenas o HCM
e CHCM nos parametros hematolégicos, em
comparagao com o grupo controle (Tabela 1). Os
demais pardmetros analisados permaneceram
dentro dos valores de referencia e ndo demons-
tram importancia clinica. Estes indices por se-
rem produto de calculos, provavelmente estdo
mais suscetiveis a varia¢Oes analiticas

A tabela 2 apresenta os valores obtidos da
avaliacdo dos parametros bioquimicos em ratos
submetidos aos ensaios toxicolégicos, por via
oral com TGI durante 30 dias. Nesse grupo fo-
ram verificadas alteragdes nas andlises para o
4cido drico, AST, bilirrubina total e direta, fosta-
tase alcalina em comparacdo com o grupo con-
trole (p<0,05) na dose testada. Os valores de &ci-
do trico, triglicerideos, AST e fosfatase alcalina
dos ratos tratados com o TG1, diminuiram em
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Tabela 1: Par@metros hematolégicos de
ratos Wistar tratados com 1,3-diestearil-2-
oleil-glicerol (TGI) por via oral durante 30

Tabela 2: Pardmetros bioquimicos de ratos
Wistar tratados com 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol (TG1) por via oral durante 30 dias

dias consecutivos consecutivos
Pardmetros Controle TG1 Pardmetros Controle TG1
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Hemacias (mm?) 7,71 £ 0,19 7,51 £ 0,20 Glicose (mg dL") 149,50 + 8,92 | 141,56+ 5,42
Hemoglobina (g dL") | 12,60 + 0,27 13,01 £ 0,72 Uréia (mg dL") 45,70 £ 1,55 4714 + 1,27
Hematdcrito (%) 41,21 £ 0,94 | 39,96 £ 0,79 Creatinina (mg dL") | 0,51 +0,06 0,41 £ 0,03
VCM (fL) 53,70 £ 0,81 | 54,49 + 0,95 Acido urico (mg dL") | 9,06 + 0,55 1,04 + 0,18*
HCM (pg) 16,44 + 0,35 | 18,01 = 0,69 Tnghceg?os 711 + 11,08 59,4 + 8,23
CHCM (gdL?® | 30,62 +0,26 | 34,09 + 0,85* (mg dLY)
Plaquetas (mm?3) | 585,3 + 79,87 | 552,9 + 27,8 CT (mg dL) 7560 £8,64 | 7717+ 9,21
R L. : AST (U mL") 256,20 + 16,96/ 151,5 + 14,63*
Legenda: Parametros hematolégicos obtidos de ratos ;
wistar machos tratados de forma aguda por via oral ALT (U mLY) 77,00+ 1,35 | 950+ 10,76
com veiculo Tween 80 0,05% dissolvido em solugao Fosfatase alcalina %
salina 0,9% (Controle, n = 10 por grupo) e com TG1 (uL 6258+ 272112321 = 21,23
na dose 30 mg kg-1 e observados durante 30 dias. Bilirrubina total
Os valores representam a média + E.P.M. do nimero (mg dL) 0,39+0,06 | 0,80+0,03*
de animais usados nos experimentos. n - representa — - -
o nimero de animais em cada grupo. *p<0,05, Bilirrubina ?lreta 014+002 | 032+001*
quando comparados ao grupo controle (ANOVA e (mg dL)

teste t- Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

relacdo aos valores desses analitos quando com-
parados aos obtidos entre os animais do grupo
controle. A bilirrubina total e direta aumenta-
ram de forma significativa em comparagdo com
o grupo controle. Por outro lado, foi visto um
aumento no nivel de ALT, embora essa alteragdo
ndo tenha sido significativa. Ao passo que os
analitos como a glicose, ureia, creatinina e co-
lesterol total ndo sofreram alteracdo em compa-
racdo aos valores de referéncia.

Resultados das andlises
histopatolégicas em ratos Wistar
tratados com 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol (TG1) durante 30 dias
consecutivos

A figura 2 apresenta as alteragdes histo-
patoldgicas no tecido hepético de ratos adultos.
Nesse experimento, os animais tratados com
TG1 (30 mg kg') e com veiculo tiveram o tecido
hepatico analisado. Na analise histopatoldégica
do figado pode ser verificado um efeito vascular
importante e presente em todos os fragmentos
avaliados. Esse efeito pode ser descrito por uma

Legenda: Parametros bioquimicos obtidos de ratos
wistar machos tratados de forma aguda por via oral
com veiculo Tween 80 0,05% dissolvido em solucao
salina 0,9% (Controle, n = 10 por grupo) e com TG1
na dose 30 mg kg™ e observados por 24 horas. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero
de animais usados nos experimentos. n - representa
o0 numero de animais em cada grupo. *p< 0,05,
quando comparados ao grupo controle (ANOVA e
teste t- Student-Neuman-Keuls como post hoc test).

intensa congestao vascular (provavelmente por
aumento da pressdo), bem como pelas discretas
areas de esteatose em microgotas. No geral, a ar-
quitetura do figado foi detectada de forma pre-
servada. Além disso, observa-se uma discreta
poliploidia nas células hepéticas, que é comum
em um 6rgado como o figado, que possui enorme
capacidade de regeneragdo. Ja o grupo tratado
com veiculo ndo apresentou nenhuma alteragao
histolégica.

A figura 3 mostra o estudo histopatolégico
no corpo estriado de ratos adultos. Nesse estudo
nao foi observada nenhuma alteragao histopatolo-
gica no corpo estriado dos ratos tratados com TG1
e veiculo durante 30 dias com doses repetidas.

Na figura 4 demonstramos as analises
histopatolégicas no hipocampo de ratos adul-
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Figura 2: Avaliagdo histopatolégicas do efeito do tratamento durante 30 dias com TGl e

veiculo no tecido hepdticos de ratos adultos.

Legenda: A, B e C - Alteragbes histopatolégicas no figado de ratos adultos tratados com TG1 durante 30 dias
consecutivos. Observado um efeito vascular importante representado por uma intensa congestao vascular, bem
como pelas discretas areas de esteatose em microgotas (seta preta): Hematoxilina - Eosina (H & E) 40X e 100X
respectivamente;. D — Auséncia de alteracoes histopatoldgicas no figado de ratos adultos tratados com veiculo
durante 30 dias consecutivos, Imagens analisadas em ImageJ2.

tos. Nesse estudo foi verificado apenas no hipo-
campo algumas células com niticleos picnéticos.
Além disso, nao foi observada nenhuma altera-
¢ao histopatologica no corpo estriado.

Discussdo

O Estudo da citotoxicidade pelo método do
MTT vem sendo utilizada no programa de scre-
ening do National Cancer Institute dos Estados
Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras
a cada ano . E um método rapido, sensivel e ba-
rato. Este método tem a capacidade de analisar

ConScientiae Saude, 2015;14(4):555-567.

a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E
uma analise colorimétrica baseada na conver-
sao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamen-
te ativas. Esse estudo citotdxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade,
mas ndo o mecanismo de acao V. Os resultados
do TGI1 neste estudo, confrontam com os efeitos
moderadamente citotdxicos revelados nos estu-
dos frente a Artemia salina leach do extrato hexa-
nico (EH), do qual foi isolado o composto TG1. Ja
a fragdo acetato de etila do extrato etandlico das
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Ensaios pré-clinicos em ratos tratados com 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, constituinte isolado de Platonia insignis

Figura 3: Avaliac¢do do efeito do tratamento com TGl e veiculo no corpo estriado de ratos

adultos

Legenda: A e B - Auséncia de alteragdes histopatolégicas no corpo estriado de ratos tratados com TG1. Ce D
—Auséncia de Alteracoes histopatolégicas no corpo estriado de ratos tratados com veiculo, Hematoxilina - Eosina
(H & E) 40 e 100X, respectivamente; Imagens analisadas em ImageJ2.

sementes do bacuri apresentou efeitos modera-
damente citotoxicos e a fragdo diclorometano
fortemente citotdxica. Além disso, os extratos e
as fracoes de P. insignis apresentaram-se geno-
toxicos aos fibroblastos pulmonares de hamster
chinés (céls.V79)%. Nos nossos estudos, o com-
posto TGl fora testado de forma pura, sugere-se
que haja um sinergismo nestas fra¢des, poten-
cializando o efeito citotoxico do composto. Além
disso, é visto que algumas das linhagens celula-
res utilizadas no teste de citotoxicidade do TG1
ndo sdo as mesmas utilizadas para as fragdes.

A piloerecao pode ser um indicativo cli-
nico sugestivo de toxicidade, e foi o tinico sinal
observado durante a administracdo via oral de
forma aguda com TGIl. A preservacao das ati-

vidades motora e do sistema nervoso central
observadas nesse estudo com administracao
oral de TG1 divergiu dos resultados encontra-
dos com a fragdo acetato de etila, derivada do
bacuri, apés administragdo intraperitoneal em
roedores, que exerceu efeitos estimuladores so-
bre a atividade locomotora e o sistema nervoso
central. Outros estudos sugerem que o aumento
sObre a atividade locomotora pode ser explicado
pela auséncia de efeito relaxante muscular ner-
voso periférico'™.

Complementando esses dados encontra-
dos durante o periodo de observagdo, os ani-
mais ndo perderam massa corporal, e ndo houve
alteragdo no consumo de ragdo e dgua. Esse dado
pode reforgar inicialmente a hipétese de que o

ConScientiae Saude, 2015;14(4):555-567.
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Figura 4: Avaliagéo do efeito do tratamento com TGl e veiculo no hipocampo de ratos adultos.

d)

Legenda: A e B - Alteracoes histopatoldgicas no hipocampo de ratos tratados com TG1, nessa lamina podem ser
observadas células com nucleos picnéticos (seta preta — figura B). C e D- Auséncia de alteragdes histopatoldgicas
no hipocampo de ratos tratados com veiculo. Hematoxilina - Eosina (H & E) 40 e 100X, respectivamente; Imagens

analisadas em ImageJ2.

TG1 pode ser usado de forma segura na indus-
tria farmacéutica e alimenticia, uma vez que o
fruto do bacuri é usado regularmente pela po-
pulagdo do estado do Piaui e outras regides do
Nordeste brasileiro com essas duas finalidades.
A literatura demonstra que a massa corporal do
animal é um importante indicador para a ava-
liagdo da toxicidade de uma substédncia isolada
de espécies vegetais e/ou ndo. Portanto, o moni-
toramento de espécies vegetais e de compostos
isolados dessa espécie é importante durante as
pesquisas farmacolégicas e toxicolégicas como
forma de ampliar as informagdes quanto a segu-
ranca e eficacia®.

Os parametros hematolégicos e bioquimi-
cos podem sofrer alteragdes devido a vdrios fa-

ConScientiae Saude, 2015;14(4):555-567.

tores, dentre eles, a linhagem e a cepa de uma
dada espécie, bem como em func¢do do método
de coleta de sangue. Assim, é fundamental de-
terminar os valores de referéncia para animais
de diferentes biotérios de acordo com a espécie,
a dieta, a linhagem, o sexo e a faixa etdria. Os
roedores tém sido os animais mais utilizados
pelos centros de pesquisa, uma vez que consti-
tuem o grupo de animais disparadamente mais
utilizados para estudos cientificos em diversas
areas, por possuirem caracteristicas fisiologicas
e genéticas semelhantes a dos humanos .

Os niveis de glicose no sangue fornecem
dados sobre a homeostase geral desse carboidra-
to no sangue. A ureia resulta do metabolismo
proteico, o seu nivel sanguineo, bem como o nivel
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da creatinina pode ser caracteristico de insufici-
éncia renal e, portanto, podem ser usados como
marcadores em diagnostico ?'. Teoricamente, a
creatinina é mais indicada como marcador da
fungdo renal, uma vez que a quantidade presente
nos rins é mais constante, além de nédo ser reab-
sorvida nos tibulos renais como a ureia . Nesse
estudo a ureia e a creatinina nado tiveram seus
niveis aumentados, sugerindo que o TGl pode
ser administrado de forma aguda sem produzir
sobrecarga da funcgdo renal em roedores. A in-
suficiéncia renal, naturalmente acarreta acimu-
lo de ureia, creatinina e acido urico®. A reducado
dos valores plasmaticos de acido trico e ureia,
sugerem uma melhora da performance renal #.
Diante desses dados, sugere-se que nao houve
comprometimento da fungao renal, embora mais
ensaios sobre a toxicidade subcronica e cronica
sejam necessarios para consolidar esse achado.

Os principais componentes lipidicos do
sangue sdo o colesterol, triglicérides e os fosfo-
lipideos. Suas determinagdes sdo cada vez mais
comuns entre os médicos e leigos, no intuito de
avaliar o risco de doengas cardiacas ?'. Os adip6-
citos correspondem as células do tecido adiposo,
encontrado sob a pele, nas glandulas mamarias
e cavidade abdominal. Essas células respon-
dem pela estocagem de triglicerideos que serve
como combustivel para as reagdes metabdlicas
no organismo*. Nas células musculares tam-
bém podem ser encontrados grandes depdsitos
de triglicérides®™. Um dos fatores de risco mais
enfatizados nas doencgas cardiovasculares, é o
aumento de triglicérides. A reducdo do seu nivel
é de grande necessidade e urgéncia para o tra-
tamento dessas doencas *. Com rela¢do aos ni-
veis séricos dos triglicerideos nédo foi detectada
alteragao significativa nos animais tratados com
TG1, embora tenha sido visto uma diminuicao
sem importancia clinica ja4 que os valores per-
maneceram dentro dos valores de referencia.

O figado € o 6rgao central do metabolismo
no organismo?, é comum pesquisar a atividade
das enzimas hepaticas em clinica de pequenos
animais, para detectar anormalidades na ativi-
dade dessas enzimas, uma vez que sdo conside-

radas marcadores sensiveis de altera¢gdes hepa-
tobiliares. As patologias que acometem o figado
acabam por alterar o perfil das enzimas hepa-
ticas elevando seus valores séricos, e essas mu-
dangas podem ser induzidas por agentes exdge-
nos quimicos, como por exemplo, um farmaco

As enzimas transaminases (ALT e AST)
e fosfatase alcalina sdo de grande importancia
como marcadores de lesdes nas células hepati-
cas® . A fosfatase alcalina é a enzima mais fre-
quentemente associada a obstrugdo do ducto
biliar # e as transaminases estdo amplamente
distribuidas nos tecidos, sendo que a AST predo-
mina no figado, cora¢do, musculo cardiaco, mus-
culo estriado, rim e pancreas, ao passo que a ALT
predomina no figado, rim e coragdo. As transa-
minases sdo consideradas indicadores sensiveis
de dano hepatocelular,”. A administracdo agu-
da do TG1 provocou uma diminuigao significati-
va da AST e ALKP. Sugerindo certa preservagao
do tecido hepatico, ou seja, um possivel efeito
hepatoprotetor. No entanto, esses achados pre-
cisam ser mais investigados. A ALT nao sofreu
nenhuma alteracdo de interesse clinico. Um estu-
do recente aponta que a AST, pode apresentar-se
mais elevada, possivelmente pela influéncia da
anestesia e estresse muscular aos quais os ratos
sao submetidos para a coleta de sangue *.

A fosfatase alcalina (ALKP) é uma enzima
fosfohidrolase, presente em vérios tecidos, com
maiores concentracdes no figado, no epitélio do
trato biliar e nos ossos. O aumento da ativida-
de sérica de FAL pode ocorrer em condigdes
de colestase, intra e extrahepatica, por indugao
com drogas ou hormonios, pela hiperatividade
osteoblastica e em processos necréticos *. Essa
enzima pode ter seu aumento associado aos dis-
turbios intestinais®.

A bilirrubina é um pigmento tetrapirréli-
co. Aproximadamente 70 a 80% resulta do me-
tabolismo da hemoglobina (Hb) de hemdcias
senescentes (< 300 mg/dia); uma outra fragao,
20 a 30% sdo derivadas das células eritréides da
medula prematuramente e de hematoproteinas
de outros locais do organismo (principalmente
figado). As hemacias ao sofrerem metabolisno



nas células reticuloendoteliais (RE) originam a
bilirrubina. Esta é transportada ao figado ligada
a albumina, para ser conjugada com acido gli-
curdnico e transportada aos canaliculos biliares
e, em seguida, ao duodeno. No intestino, a bi-
lirrubina é hidrolisada a bilirrubina nao conju-
gada e reduzida a urobilinogénios por bactérias
e aproximadamente 80 a 90% sdo excretadas
nas fezes inalteradas ou oxidadas. Uma fracdo
bem pequena, menos de 3 mg/dL sdo filtradas
por meio dos glomérulos para a urina como
urobilinogénio. Bilirrubina conjugada (direta) é
aumentada em doencgas hereditdrias e durante
o dano celular hepatico. Bilirrubina ndo conju-
gada (indireta) pode estar aumentada devido ao
uso de medicamentos®. Nesse estudo observou-
se uma elevagao tanto da bilirrubina total, quan-
to da direta, ap6s o tratamento com TG1. Como
esse aumento ndo foi acompanhado nenhuma
elevacao dos niveis da AST, ja que pode ser con-
siderada como um importante marcador de toxi-
cidade hepatica. Dessa forma, os resultados en-
contrados nao indicam que essa alteragdo pode
ser uma manifestagdo toxicoldgica, mas apenas
uma variagdo fisiolégica.

Estudos apontam que os parametros he-
matoldgicos dos ratos da linhagem Wistar po-
dem ser semelhantes aos dos humanos, com ex-
cecdo da quantidade de hemacias e de plaquetas.
Os ratos possuem uma quantidade maior destes
dois parametros hematolégicos, o que confere
maior viscosidade ao sangue e rapida coagu-
lacdo. Assim os indices hematimétricos (VCM,
HCM e CHCM) que sao calculados a partir das
hemadcias, hemoglobina e hematécrito sofrem
também uma pequena alteracdo quando compa-
rados aos valores de referéncia para humanos®*

Estudos anteriores mostraram que a fisio-
patologia das doengas neurodegenerativas en-
volve vdrias alteragdes em nivel neuroquimico
e histolégico em regides cerebrais que precisam
ser investigadas, por meio da administracao
de compostos naturais, buscando um possivel
efeito neuroprotetor **. Em estudo recente, o
composto garcinielliptona FC (GFC) isolado a
partir de sementes do bacurizeiro, apresentou

resultados promissores, quanto a possiveis efei-
tos antioxidantes em hipocampo de ratos®*. O
hipocampo é uma das areas cerebrais mais sus-
cetiveis ao estresse oxidativo™. O figado tem um
papel importante no equilibrio homeostatico
dos processos bioldgicos, uma vez que regula as
fungdes metabdlicas envolvidas com a sintese,
armazenamento e o catabolismo de substancias
quimicas endégena e exdgena. A peroxidagao li-
pidica contribui para o desenvolvimento de pro-
cessos isquémicos e uma série de outros eventos
patolégicos causadores de lesao hepatica *.

Nos estudos histopatolégicos foram ob-
servadas apenas no hipocampo algumas célu-
las com ntcleos picnéticos. E ndo foi observada
nenhuma alteragao histopatolégica no corpo es-
triado. Dessa forma, o uso do TG1 nado causou
alteracOes as areas cerebrais estudadas, reve-
lando seguranga quanto ao seu uso. Na analise
histopatolégica do figado pode ser verificado
um efeito vascular importante e presente em
todos os fragmentos avaliados. Este efeito pode
ser descrito por uma intensa congestao vascular
(provavelmente por aumento da pressdo), bem
como pelas discretas areas de esteatose em mi-
crogotas. No geral, a arquitetura do figado foi
detectada de forma preservada. Além disso, foi
observada a presenga de uma discreta poliploi-
dia nas células hepaticas, que é comum em um
6rgao como o figado, que possui enorme capa-
cidade de regeneragdo sugerindo, assim, que
ndo houve nenhum grau de comprometimento
desses 6rgdos. Mas esses achados devem ser re-
forcados com estudos em um periodo de trata-
mento subcrdnico e cronico em doses repetidas.

Conclusodes

Esses resultados indicam que o tratamen-
to agudo com - TGl na dose de 30 mg kg' nao
alterou de forma geral o padrdo comportamen-
tal dos ratos, e ndo produziu alteragdes hema-
tolégicas, e histopatolégicas nas dreas cerebrais
e hepaticas analisadas. A reducdo dos niveis da
AST e ALKP pode sugerir até mesmo certa pro-
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tecdo hepatica, que devera ser melhor investiga-
da em modelos animais de hepatotoxicidade. O
aumento da bilirrubina total e direta ndo chega
a caracterizar uma toxicidade, provavelmente
apenas uma alteracdo fisiolégica. Tanto as are-
as cerebrais, como o figado foram mantidas de
forma preservadas durante o tratamento. TGl
nao apresentou atividade citotdxica in vitro pelo
método MTT . Diante disso, a continuagao dos
estudos com essa substancia, apontam para um
possivel agente terapéutico no tratamento de do-
encas inflamatorias e particularmente as neuro-

degenerativas.
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