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RESUMO

Produtos medicinais derivados de plantas exibem grande contribuicéo
para assisténcia médica, apresentando amplo uso terapéutico e grande
aceitacdo pela populacdo. A espécie Bixa orellana Linné, conhecida
popularmente como urucum, € um arbusto nativo da regido tropical das
americas, amplamente utilizado na medicina tradicional para tratar diversas
doencas, como asma e diarreia. A bixina € o principal pigmento extraido das
sementes do urucum, representando mais de 80% de seus carotenoides totais.
Estudos realizados com a bixina isolada ja evidenciaram seu potencial efeito
protetor sobre células e tecidos, entretanto, apesar do alto potencial bioldgico,
S80 escassos 0s estudos que descrevam as propriedades farmacoldgicas da
mesma. Com base no exposto, o objetivo do trabalho foi investigar o potencial
efeito anti-inflamatério e antinociceptivo da bixina em modelos pré-clinicos de
inflamagé&o e nocicepgao. O potencial antinociceptivo da bixina foi avaliado nos
testes de contorcdo abdominal induzido por acido acético, formalina e placa
guente. O tratamento com a bixina, nas duas doses testadas (15 ou 30 mg/kg,
via oral), diminuiu significativamente o numero de flinches induzidos pela
formalina, nas duas fases do teste, e o0 niumero de contor¢cbes abdominais
induzidas pelo acido acético. Somente a dose de 30 mg/Kg promoveu um
aumento significativo no tempo de laténcia na placa quente. O potencial anti-
inflamatorio da bixina foi avaliado pelo edema de pata induzido por carragenina
e pela atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). A maior dose de bixina (30
mg/Kg) promoveu tanto a diminui¢do significativa do edema de pata induzido
pela carragenina, quanto a diminuicdo da atividade da MPO. O teste do campo
aberto foi realizado para avaliar a atividade locomotora espontanea dos
animais, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos. Esses
resultados sugerem que a bixina possui efeitos anti-nociceptivos e anti-
inflamatoérios em modelos pré-clinicos de nocicepcéao e inflamacao, e estes ndo

parecem estar relacionados a déficit locomotor dos animais tratados.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Urucum. Carotenoides. Apocarotenoides.



ABSTRACT

Medicinal products derived from plants exhibit great contribution to
medical care, presenting wide therapeutic use and great acceptance by the
population. The species Bixa orellana Linné, popularly known as annatto, is a
shrub native to the tropical region of the Americas, widely used in traditional
medicine to treat various diseases, such as asthma and diarrhea. Bixin is the
main pigment extracted from annatto seeds, accounting for more than 80% of
its total carotenoids. Studies with isolated bixin have already demonstrated its
potential protective effect on cells and tissues. However, despite the high
biological potential, studies describing the pharmacological properties of bixin
are scarce. Based on this, the aim of the study was to investigate potential anti-
inflammatory and antinociceptive effects of bixin. The antinociceptive potential
of bixin was evaluated in abdominal writhing induced by acetic acid and formalin
tests and in the hot plate. Treatment with bixin at the both tested doses (15 or
30 mg/kg) significantly decreased the number of formalin-induced flinches in the
two test phases and the number of abdominal writhes induced by acetic acid.
Only the 30 mg/kg dose promoted a significant increase in the latency time on
the hot plate. The anti-inflammatory potential of bixin was assessed by
carrageenan-induced paw edema and the myeloperoxidase (MPO) activity. The
higher dose of bixin (30 mg/kg) promoted a significant decrease in
carrageenan-induced total paw edema and a decrease in the MPO activity after
administration of carrageenan. The open field test was performed to evaluate
the animals' spontaneous locomotor activity, however, there was no significant
difference between the groups. These results suggest that bixin has anti-
nociceptive and anti-inflammatory effects in pre-clinical models of nociception
and inflammation, which does not appear to be related to locomotor deficits in

animals.

Keywords: Medicinal plants. Urucum. Carotenoids. Apocarotenoids.
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1. INTRODUCAO

A dor é a principal razdo pela qual pacientes acometidos por doencas
inflamatdrias procuram atendimento médico, e a terapéutica medicamentosa
mais comum para 0 tratamento dessa condicdo clinica, é utilizacdo de
antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs), como ibuprofeno. Esses
medicamentos desempenham seu papel farmacoldgico principalmente pela
inibicdo das isoformas da enzima cicloxigenase (COX), e sdo conhecidos por
sua acao anti-inflamatoria, analgésica e antipirética (OKUSE, 2007; FELDMAN
& MCMAHON, 2000). Os principais fatores limitantes na utilizacdo dos AINEs
sdo seus efeitos colaterais, que vao desde problemas gastrointestinais até
hemorragia severa, e sdo especialmente restritivos quando prescritos para uso
continuo e/ou pacientes idosos (FELDMAN & MCMAHON, 2000). Nesse
sentido, torna-se crescente o interesse de grandes industrias farmacéuticas em
buscar, especialmente nos produtos naturais, compostos bioativos eficazes,
mas especialmente mais seguros, com menores efeitos adversos
(VERPOORTE, 1998).

As plantas séo utilizadas para aliviar sintomas e curar doencas desde
milhares de anos antes de Cristo. A Papaver somnniferum, por exemplo,
conhecida popularmente como papoula, da origem a opiaceos como a morfina
e tem sido utilizada para fins medicinais ha pelo menos 4 mil anos. Atualmente,
mesmo com grandes avancos na medicina moderna, produtos medicinais
derivados de plantas apresentam grande contribuicdo para assisténcia médica
e geram um mercado global estimado em 20 bilhdes de dodlares por ano,
especialmente porgue esses produtos apresentam amplo uso terapéutico e
grande aceitacdo pela populacdo. Por esses e outros motivos, dentre os
produtos naturais, ha um grande interesse no estudo de plantas superiores,
com o objetivo de investigar novas estruturas em potencial e desenvolver
novos medicamentos (CALIXTO, 2000; DUTRA et al., 2016; STROHL, 2000).

As plantas medicinais estao distribuidas por todo o globo, mas podem
ser encontradas em maior quantidade nos paises tropicais. Dentre estes, o
Brasil destaca-se por apresentar a maior biodiversidade do planeta, contando
com aproximadamente 20% do total das plantas superiores existentes no

mundo, o que representa mais de 45.000 espécies, e consequentemente um



alto potencial econémico e de desenvolvimento para o pais (CALIXTO, 2003;
DUTRA et al.,, 2016) A espécie Bixa orellana Linné, pertence a familia
Bixaceae, género Bixa e ordem Malvales. Conhecida popularmente como
urucum, € um arbusto nativo da regido tropical das Américas, ocorrendo em
paises como Brasil, Peru e México (JOLY, 2002). Caracterizada pela tonalidade
avermelhada de suas sementes, apresenta como principais pigmentos 0s
apocarotenoides bixina e norbixina, comumente utilizados para proporcionar
cores atrativas a alimentos de consumo diario, como queijos e manteiga
(RODRIGUEZ et al., 2014). A semente € a maior responsavel pelo interesse
comercial da planta, sendo amplamente utilizada no Brasil e no mundo para
diversos fins, como farmacéuticos, téxteis e cosméticos, mas principalmente
como matéria prima de corantes alimenticios naturais. Rica em carotenoides,
mais de 24 substancias ja foram isoladas da semente do urucum. Dentre estas,
as mais conhecidas sdo a bixina e a norbixina, mas o beta-caroteno, a luteina,
o triptofano e o componente oleoso geranilgeraniol, também se destacam como
constituintes importantes e de grande interesse econémico (OLIVEIRA, 2005;
VILAR et al., 2014)

A bixina ( C,sH3004) € o principal pigmento do urucum, representando
mais de 80% de seus carotenoides totais. Com coloracdo avermelhado-
alaranjada, confere a tonalidade caracteristica das sementes e atualmente é
considerada o segundo corante natural mais utilizado do mundo (REHBEIN et
al., 2007). Apresenta alta solubilidade em solventes orgénicos e € utilizada em
uma ampla gama de produtos, desde geleias e refrigerantes a cosmeéticos e
produtos téxteis, especialmente por sua facil mistura em solugdes lipossoluveis,
utilizados para consumo ou uso humano (VILAR et al., 2014).

Na medicina tradicional, o extrato de Bixa orellana L. € amplamente
utilizado para tratar doencas como asma, diarreia, queimaduras, constipacao,
febre, gonorreia e como antidoto para venenos de algumas cobras
(VENUGOPALAN et al.,, 2011). J4& estudos com a bixina isolada, tém
evidenciado seu potencial efeito protetor sobre células e tecidos, com acéo
antioxidante, antimieloma, de antigenotoxicidade e anticlastogenicidade (XU &
KONG, 2017).



1.1JUSTIFICATIVA

Os AINEs, estdo entre as classes de drogas mais prescritas e
utilizadas no mundo, indicados para combater a febre e para alivio da dor
aguda ou cronica. Entretanto, podem apresentar efeitos adversos
consideraveis, como problemas gastricos, insuficiéncia renal, toxicidade
hepética, alergias, e problemas pulmonares. Alguns destes efeitos, podem ser
atenuados e suprimidos com a utilizacdo de AINEs seletivos para COX-2,
entretanto, além de custos muito elevados, estes apresentam alta incidéncia de
complicagfes cardiovasculares, especialmente em pacientes idosos (GADDI et
al., 2004; HILARIO et al., 2006). Dessa forma, a busca por drogas mais
seguras, capazes de atenuar sintomas como a dor e inflamagéo, sao a principal
razao pela qual grandes industrias procuram especialmente nas plantas, novos
compostos bioativos. No Brasil, aproximadamente 80% da populacdo busca
nas plantas, sua fonte principal ou Unica de recurso terapéutico. Entretanto,
apesar do pais possuir uma extensa biodiversidade e apresentar um numero
consideravel de publicacbes cientificas relacionadas a produtos medicinais
derivados de plantas nativas, estes representam menos de 5% dos
medicamentos comercializados no pais (DUTRA et al., 2016; VIEGAS et al.,
2006), e apenas um fitoterapico brasileiro se encontra entre os vinte principais
produtos do mercado, sendo o restante importado de paises europeus e
africanos (DUTRA et al., 2016).

Atualmente o Brasil detém a maior producdo mundial de sementes e
corantes de urucum. Diversos estudos, utilizando o extrato metanolico da folha
de Bixa orellana L., ja demonstraram sua atividade anticonvulsivante,
analgésica, antidiarreica e antimicrobiana em modelos murinos, além de sua
eficacia em diminuir o estresse oxidativo (CHISTE et al., 2011; FLEISCHER et
al., 2003; SHILPI et al.,, 2006). JA4 a bixina isolada é considerada um
neutralizador biolégico de oxigénio reativo, com relevante efeito protetor em
células e tecidos, e tem sido utilizada como fitoterapico para o tratamento de
doencas cardiovasculares, constipacéo intestinal, hemorragias, e outras (SILVA
et al., 2001). Entretanto, apesar dos promissores efeitos farmacoldgicos e do
amplo potencial biol6gico, sdo escassos 0s estudos que descrevam as

propriedades farmacolégicas da bixina.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial anti-inflamatoério e antinociceptivo da bixina,

um carotenoide isolado das sementes de Bixa orellana L.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo da bixina no modelo de
nocicepcgao induzida por formalina em ratos;

e Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo da bixina no modelo de
nocicepcgao induzida por acido acético em camundongos;

e Avaliar o efeito da bixina sobre o comportamento nociceptivo no
modelo de placa quente, em ratos;

e Avaliar o efeito da bixina sobre a atividade locomotora no teste de
campo aberto em ratos.

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vivo da bixina isolada da
semente da Bixa orellana L. através da avaliacdo do efeito da
mesma sobre o modelo de edema de pata induzido por
carragenina, em ratos;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoéria in vivo da bixina através da
avaliacdo do efeito da mesma sobre o recrutamento de neutroéfilos
(atividade de mieloperoxidase) induzido por carragenina, em

ratos;



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFLAMACAO

O processo inflamatério pode desenvolver-se mediante lesdo e necrose
tecidual, em resposta a agentes patologicos ou a reacdes imunoldgicas.
Apresenta como objetivo central restaurar a condicdo de homeostase tecidual,
possuindo assim um importante carater protetor associado (HIGGINS, LEES,
1984). Considerando as manifestacbes externas da inflamacgédo, Aulus
Cornelius Celsus (30 a.C — 50 a.C) a descreveu como um processo
caracterizado por 4 sinais, a dor, o calor, o rubor e o edema, os quais foram
denominados como “sinais cardinais da inflamacéo”. Posteriormente, Claudio
Galeno (138 d.C — 201 d.C) propés a “perda de fungado” como um quinto sinal,
gue surge como consequéncia dos anteriores (SILVA & MOTA, 2003). O
reconhecimento do agente ou estimulo nocivo pelo sistema imune, promove a
ativacao de células e a liberacdo de mediadores quimicos de forma local e
sistémica. Ambos serdo responsaveis por desencadear a resposta inflamatéria
e posteriormente restaurar a funcéo fisioldgica do tecido lesado (VANEGAS &
SCHAIBLE, 2004).

A inflamacé&o pode ser classificada, de forma geral, como crénica ou
aguda, dependendo de aspectos como a duracdo do processo e componentes
celulares associados. A inflamacédo aguda, € resultante da acdo de um estimulo
guimico ou fisico, e caracteriza-se por apresentar inicio rapido e curta duracéo.
Neste caso, apOs esse estimulo, macréfagos e mastécitos residentes nos
tecidos, atuam como células sentinelas e, pela liberacdo de mediadores
guimicos, iniciam processos como recrutamento de leucécitos e aumento da
permeabilidade vascular. Didadicamente, a inflamacéo aguda pode ser dividida
em 3 estagios principais: o primeiro, caracterizado pela ocorréncia de
diferentes alteracbes vasculares; o segundo pela migracdo celular,
especialmente de leucécitos e fagodcitos; e o terceiro e Ultimo estagio, pelo
crescimento celular e regeneracdo tecidual (KOLACZKOWSKA & KUBES,
2013; SUZUKI et al., 2003; KUMAR et al., 2013).

No primeiro estagio da inflamacdo aguda, predominam os eventos de

vasodilatacdo, com consequente aumento do fluxo sanguineo, e aumento da



10

permeabilidade vascular, muito importantes para facilitar o deslocamento de
células e proteinas para o local da lesdo. Tanto a vasodilatacdo quanto o
aumento da permeabilidade vascular, ocorrem em resposta a liberacdo de
diversos mediadores quimicos, como prostaglandinas, cininas, histaminas, e
outros. Como consequéncia do processo de expansado vascular e liberacao de
mediadores, desenvolvem-se o rubor e o calor caracteristicos do processo
inflamatoério. Além disso, o aumento da permeabilidade vascular promove o
extravasamento de liquido rico em proteinas para o meio extravascular e, como
resultado desse exsudato, hd edema local, o qual facilita a amplificacdo da
resposta inflamatoria por estimular a liberacdo de diversos mediadores
guimicos no local da lesdo (MONTANHER, 2006; KUMAR et al., 2013).

No segundo estagio, ha migracéo de leucocitos e fagocitos para o sitio
da inflamacédo, o qual comumente esta situado no meio extravascular (Figura
1). Para que ocorra a passagem dessas celulas sanguineas para o local da
lesdo, a liberacdo de diversos mediadores quimicos (por exemplo, citocinas,
especialmente as quimioaderentes), e a ativacao do sistema do complemento,
s80 cruciais para que o0 processo de quimiotaxia ocorra. Nesse processo,
inicialmente os leucdcitos e fagoécitos, mediados por selectinas, sédo atraidos
para a periferia do vaso e rolam sobre esse endotélio vascular. A seguir, ocorre
adesado dos leucotcitos as céulas endoteliais, por meio da interacdo entre
integrinas, presentes na superficie dos leucécitos, e receptores na superficie
celular do endotélio, ocorrendo posterior diapese. Ja no tecido conjuntivo,
ocorre a migracdo dos leucotcitos em direcdo ao estimulo quimiotatico
(quimiocinas), foco do processo inflamatério agudo, a partir do gradiente

guimico gerado (MONTANHER, 2006; KUMAR et al., 2013).
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Figura 1: O processo de diapedese. FONTE: Kumar et al., 2013.

Na maior parte das inflamacgfes agudas, o tipo celular predominante
nas primeiras 6 a 24 horas, sdo os neutrdfilos (KUMAR et al., 2013). Estes,
também chamados de leucdcitos polimorfonucleares, sdo os leucécitos mais
abundantes do sangue, e tipicamente os primeiros glébulos brancos a serem
recrutados durante uma inflamag&o aguda. Capazes de eliminar patdgenos por
meio de multiplos mecanismos de acdo, sdo classificados como células
fagociticas, as quais possuem nuacleo segmentado e citoplasma rico em
granulos e vesiculas. Durante o periodo de maturacdo do neutrdfilo, trés tipos
de granulos sao formados: os granulos primarios, chamados de azurdéfilos, sao
conhecidos por possuirem uma enzima chamada de mieloperoxidase; Os
granulos secundarios, contém a glicoproteina lactoferina, e sdo conhecidos
como “especificos” e os granulos terciarios chamados de “gelatinase”, séo
conhecidos pela presenca de gelatinase B (também chamada de MMPy). As
vesiculas citoplasmaticas dos neutrofilos contém proteinas derivadas do
plasma, como a albumina, e servem como reservatorio para diversas moléculas
utilizadas durante a migracdo desse tipo celular (AMULIC ET AL., 2012
KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Na membrana celular dos neutréfilos existem diversos tipos de
receptores, 0s quais permitem o reconhecimento de diferentes estimulos
extracelulares, cruciais para que ocorra a ativacdo do neutrofilo apdés sua
migracdo até o local da inflamacédo. A chamada “ativacao leucocitaria” pode
promover muitas funcdes celulares como fagocitose de microorganismos e
particulas, degranulacdo (exocitose de produtos granulares), producdo de
mediadores quimicos, que amplificam a resposta inflamatoria, e outros.
Entretanto, os neutréfilos possuem um tempo de meia vida curto e
aproximadamente 24 horas apdés o inicio do processo inflamatério sdo, em
grande parte, substituidos pelos macrofagos. Quando a resposta inflamatoria
aguda é terminada, ha liberacdo de mediadores quimicos especificos que
estimulam a proliferacao celular e posterior cicatrizac&o, no intuito de restaurar
a integridade tecidual local (AMULIC ET AL., 2012.; KOLACZKOWSKA &
KUBES, 2013; KUMAR et al., 2013).
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2.1.1 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima heme catibnica, expressa em
grande quantidade em promielécitos, mas, a medida que ocorre a diferenciacao
nas linhagens celulares subsequentes, ha diminuicdo da expressdo dessa
proteina. Dessa forma, é encontrada majoritariamente nos granulos primarios
de neutréfilos e, em menor quantidade, nos lisossomos primarios de
mondcitos. A medida em que ocorre a diferenciacdo de mondcitos a
macréfagos, esse conteddo enzimatico é perdido (ARATANI, 2018;
KLEBANOFF et al., 2013).

No processo inflamatério, a MPO exerce um importante papel sobre os
leucécitos. Durante a fagocitose, apOs ativacao celular, ha fusdo entre o
fagossomo e o lisossomo, de forma que 0S microorganismos Sao expostos a
diversas moléculas, dentre elas os granulos citoplasmaticos dos neutrofilos.
Esse processo estimula a célula a ativar o metabolismo oxidativo, também
chamado de “Burst respiratério”, o qual promove uma cascata de eventos
celulares, que culminam no expressivo aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Essas, atuam como radicais livres sobre os
patdgenos e, por ativacdo enzimatica, estimulam a producdo de peroxido pela
célula. Na presenca de MPO e algum haloide, como ion cloreto, ha conversao
do peréxido em radical hipocloroso (HOCI), um agente antimicrobiano e
oxidante muito mais potente do que o peréxido de hidrogénio sozinho (CRUZ,
2011; KUMAR et al., 2013; KLEBANOFF et al., 2013).

Dessa forma, a principal funcéo fisiolégica da enzima mieloperoxidase
€ potencializar a destruicdo e degradacdo dos microorganismos fagocitados
pelos neutrdfilos, jA que em sua auséncia, além de ocorrer a producao limitada
de perdéxido, insuficiente para morte da maioria dos microorganismos, nao ha
producdo de radical hipocloroso. Ja foram descritos na literatura, também,
alguns efeitos sinalizadores da enzima com papel na imunomodulacéo,
resultado de produtos gerados a partir do HOCI (CRUZ, 2011; GAUT, et al.
2001; KLEBANOFF et al., 2013).

Durante um processo infeccioso, a quantidade de neutréfilos presentes
na pele pode ser considerada uma medida da intensidade do processo

inflamatoério agudo. Entretanto, a falta de medidas e técnicas que permitam
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quantificar o ndmero total de neutréfilos presentes no tecido lesionado como
um todo, dificultam a avaliagcdo da quantidade desses leucdcitos presentes no
tecido inflamado. A partir disso, desenvolveu-se a técnica da avaliagdo da
atividade da mieloperoxidase, em que relaciona-se de forma diretamente
proporcional a quantidade total da enzima extraida do tecido, com o numero de
neutrofilos presentes no mesmo. Desta forma, a MPO é considerada um
marcador tecidual de neutréfilos no tecido lesado, sendo a técnica muito
utilizada para avaliar a infiltracdo desses leucdcitos polimorfonucleares no
tecido inflamado (DE YOUNG et al., 1989; BRADLEY et al., 1982).

2.1.2 Dor

A dor, principal razdo pela qual pacientes procuram atendimento
médico, especialmente quando apresenta um componente inflamatério
associado (OKUSE, 2007), é definida segundo a Associacgao Internacional para
o Estudo da Dor (IASP, International Association for the Study of Pain) como
‘uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada ou
relacionada a leséo real ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tal
dano”.

Considerada um dos cinco sinais cardinais da inflamacéo, a dor aguda
possui um importante carater protetor associado, sendo caracterizada por ser
autolimitante. E considerada uma sensacdo subjetiva de cada individuo,
resultado tanto da nocicepcdo, ou seja, 0 processamento e codificacdo do
estimulo nocivo pelas células nervosas, quanto do processamento cognitivo e
emocional pelo sistema nervoso central (VANEGAS & SCHAIBLE, 2004). Os
receptores para dor estdo localizados nas terminacdes nervosas de fibras C e
Ad. Essas transduzem os estimulos nocivos periféricos, suficientemente
intensos, de origem quimica, térmica ou mecanica, em estimulos elétricos.
Esses neurbnios sensoriais primarios terminam no corno dorsal da medula e
entdo podem ativar tanto uma resposta reflexa pela medula espinal, quanto
ativar as vias ascendentes. Essa informacdo € entdo transmitida a
interneurdnios, ou neurdnios secundarios, 0s quais realizam sinapse com

neurdnios do sistema nervoso central, mais especificamente do talamo e
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depois no cértex cerebral, onde a informagcdo serd interpretada como dor
(ROCHA et al., 2007; VANEGAS & SCHAIBLE, 2004).

A dor aguda € uma resposta adaptativa que pode acontecer em
decorréncia de diversos estimulos como danos teciduais, sintoma de diferentes
doencas, entre outros. Quando ocasionada por dano tecidual, ocorre o
desenvolvimento do processo inflamatério e a liberacdo de diversos
mediadores quimicos como as cininas, prostaglandinas, substancia P, e
diversas outras substancias algogénicas. Essas, sensibilizam os nociceptores
(fibras C e AJ), diminuindo seu limiar de excitabilidade, promovendo a
“sensibilizacdo periférica” da dor. Dessa forma, um estimulo considerado
inécuo em condi¢cBes normais, durante o processo inflamatério pode ativar as
fibras nociceptivas e causar dor, sendo esse processo chamado de alodinia.
Além disso, um estimulo considerado nocivo, em condi¢cdes normais, durante a
inflamacédo pode promover uma resposta de dor exacerbada, em relacdo a
condicdo de homeostase tecidual, sendo esse processo chamado de
hiperalgesia (RADNOVICH et al., 2015; ROCHA et al., 2007).

Durante o processo inflamatorio ocorre também o recrutamento de
nociceptores silenciosos, os quais ndo respondem a estimulos mecanicos ou
térmicos durante a homeostase tecidual, mas passam a fazé-lo apods
sensibilizacdo pelos mediadores inflamatorios. Tanto no processo de
sensibilizagdo das fibras C e Ad, quanto dos nociceptores silenciosos, esses
mediadores atuam sobre receptores especificos presentes na membrana das
fibras nervosas, promovendo a formacdo de segundos mensageiros. Estes,
promovem uma cascata de eventos celulares, que culminam em ac¢des sobre
diferentes canais idnicos, e consequentemente em modificacbes sobre o
potencial de membrana dos neurbnios, que levam a reducdo do limiar
necessario para que ocorra disparo ou ativacdo da fibra nervosa (ROCHA et
al., 2007; VANEGAS & SCHAIBLE, 2004).

2.1.3 Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) estdo entre a classe de
medicamentos mais prescritos pelos médicos para o tratamento da dor,

especialmente quando esta é acompanhada de um componente inflamatorio
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(KUMMER & COELHO, 2002). Durante o processo inflamatério, o estimulo
nocivo promove a ativacdo da enzima fosfolipase A, a qual libera acido
araquidénico no citoplasma, pela hidrélise dos fosfolipideos de membrana. O
acido araquidénico, por sua vez, é utilizado como substrato pelas enzimas COX
(ciclo-oxigenase), produzindo prostaglandinas e tromboxano, e também pela
enzima LOX (lipo-oxigenase), produzindo leucotrientos e outros compostos. Os
AINES atuam principalmente sobre as duas isoformas da enzima COX (COX-1,
constitutiva e COX-2, induzida durante inflamagdes), bloqueando-as. Assim,
durante o periodo de administracdo desses anti-inflamatérios, de forma geral,
h& baixissima converséo de acido araquiddnico em prostaciclinas pela enzima,
as quais exerceriam um importante papel no desenvolvimento dos sinais
cardinais da inflamagdo (KUMMER & COELHO, 2002; BATLOUNI, 2009;
GADDI, CICERO, PEDRO, 2004).

Apesar dos promissores efeitos dos AINES, principalmente sobre o
alivio da dor, inflamagéo e febre, esses medicamentos podem causar efeitos
colaterais severos, que vao desde problemas gastrointestinais até ao infarto do
miocéardio. Isso ocorre porque as enzimas COX também desempenham
importantes papéis durante a homeostasia tecidual, por exemplo, produzindo
tromboxano A2 nas plaguetas (COX-1), o qual promove agragacéao plaquetaria,
prostacilina nas células endoteliais (COX-2) com importante acéo
vasdilatadora, prostaciclina na mucosa gastrica (COX-1) com acao protetora
sobre o tecido, entre outros (BATLOUNI, 2009; FELDMAN & MCMAHON,
2000; KUMMER & COELHO, 2002).

Nesse sentido, atualmente h& grande interesse das industrias
farmacéuticas, em se buscar compostos bioativos que sejam eficazes, mas,
especialmente mais seguros, com efeitos adversos atenuados. Levando em
consideracdo que os principais medicamentos atualmente utilizados como
analgésicos, sdo derivados de plantas, ou foram sintetizados a partir de
componentes presentes em produtos naturais, hd um grande potencial no
estudo de principios ativos presentes em plantas superiores (DUTRA et al.,
2016; VERPOORTE, 1998).

2.3 Bixa orellana L.
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A espécie Bixa orellana L. (Figura 2), conhecida popularmente como
“Urucum”, “Achiote”, “Bixa”, “Anatto” e outros, é nativa do Brasil, mas ocorre
também em outros paises tropicais e neotropicais, como Peru e México. E
considerada um arbusto ou arvore de rapido crescimento, podendo atingir um
comprimento de 2 a 10 metros de altura, e apresenta como caracteristicas
principais os tricomas de coloragdo marrom-avermelhada sobre seus ramos,
frutos do tipo capsula, deiscentes, recobertos por espiculos maleaveis pardos,
sementes capsuladas com sarcotesta avermelhada, e a producédo de flores e
frutos durante o ano inteiro (RIBEIRO & LOIOLA, 2017; VENUGOPALAN et al.,

2011).

Figura 2: Caracteristicas morfolGgicas gerais da espécie Bixa orellana L. FONTE: Felippe,
2012. Nota: A: Aspecto geral do ramo florifero; B: Folha; C: Fruto; D: Fruto cortado

longitudinalmente, com sementes no interior.

Diversas industrias utilizam a semente do urucum como insumo para
diversos fins comerciais, como farmacéuticos, téxteis e cosméticos, mas
principalmente como corante alimenticio natural. Considerando o alto potencial
carcinogénico e mutagénico de corantes sintéticos, e a proibicdo da
comercializacdo de alguns desses em paises como Estados Unidos e Japéao,

ha grande interesse da industria nesse insumo, especialmente por apresentar
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baixo custo de producéo, alto perfil de seguranca para o consumo humano
(tanto para uso tépico como sistémico), e por ser biodegradavel
(VENUGOPALAN et al., 2011; VILAR et al., 2014).

Por esses e outros motivos, A Bixa orellana L. apresenta alta
importancia econdomica mundial, com uma alta demanda tanto interna quanto
externa. Atualmente o Brasil detém a maior producdo mundial de sementes e
corantes de urucum, apresentando altas taxas de exportacdo, especialmente
pelo alto teor de bixina presente nas sementes (VENUGOPALAN et al., 2011;
CARVALHO, 2018). Segundo Neves e Mansim (2018), essa qualidade superior
das sementes nacionais pode ser atribuida ao prosseguimento do “Projeto
Urucum Brasil”, especialmente pelo desenvolvimento do cultivar denominado
‘Ana 177, o qual possui alta produtividade e sementes com até 6% de bixina,
muito superior a média mundial de 2,5%.

Além disso, 0 urucum apresenta ainda uma importancia cultural e
historica, especialmente para os indios da Ameérica do sul e central, os quais
utilizam a coloracdo das sementes para cobrir o corpo, realizar cerimdnias
festivas, e para uso na medicina tradicional (VENUGOPALAN et al., 2011).
Segundo Vilar e colaboradores (2014), indios da América do Sul
tradicionalmente ja utilizavam extratos de folhas, raizes e sementes do urucum
para fins medicinais, tratando doencas como asma e diarreia. Tribos
colombianas, utilizavam especialmente o arilo, substancia que recobre as
sementes, para o tratamento de queimaduras, constipacao, febre, gonorreia, e
até como antidoto para venenos de algumas cobras, ha muitas décadas
(VENUGOPALAN et al., 2011).

A semente de urucum apresenta em sua composi¢cao uma mistura de 8
corantes do grupos dos carotenoides, os quais lhe conferem sua coloracdo
caracteristica. Dentre estes, a bixina é considerada seu pigmento principal,
entretanto, mais de 24 substancias ja foram isoladas das sementes de Bixa
orellana L, e mais de 100 compostos volateis, dos extratos aquosos da planta.
Dentre as substancias isoladas nas sementes do urucum destaca-se a
presenca de compostos como a norbixina, 0 componente oleoso
geranilgeraniol, alfa e beta-caroteno, orelina, flavonoides, luteina, &cido
salicilico, fenilalanina e triptofano. Essa riqueza de substancias conferem a

planta um alto potencial farmacoldgico, sendo sua eficacia terapéutica diversas
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vezes atribuida especialmente aos altos niveis de carotenoides (VILAR et al.,
2014; VENUGOPALAN et al., 2011; SHAHID-UL-ISLAM et al., 2016). Além
disso, o tratamento com extrato metandlico de urucum parece ser seguro para
0 consumo humano uma vez que ndo promove nenhum efeito toxico sobre
células e tecidos apds tratamentos crbénicos e subcrénicos além de nao
promover toxicidade reprodutiva ou carcinogenicidade em modelos animais
(*BAUTISTA et al., 2004; STOHS, 2014).

O extrato metandlico de Bixa orellana L. j& foi descrito como eficaz para
o tratamento e prevencao de diversas condicBes patoldgicas. O extrato exibe
acao gastro e hepatoprotetora, atividade anti-hipertensiva e um amplo espectro
de acao antimicrobiana, o qual justifica sua utilizagdo para dores de garganta,
por exemplo. Além disso, ja foram demonstrados na literatura os efeitos
antioxidante, anticoagulante, anti-inflamatorio, antimalarico e protetor contra
danos do DNA, além da sua eficacia no tratamento da gonorreia, febre,
verminoses e convulsdes. O extrato também é utilizado para o tratamento de
pacientes diabéticos (especialmente do tipo 2), devido a propriedade
hipoglicemiante que o mesmo pode apresentar, dependendo da parte da planta
utilizada para sua preparacdo, e do solvente urilizado, por exemplo.
(VENUGOPALAN et al., 2011; ULBRICHT et al. 2012; ZHAI et al. 2014).

2.3.1 Bixina

A bixina (C2sH3004 - Figura 3) € um diapocarotenoide lipossolavel, com
grande destaque entre os carotenoides naturais, especialmente por apresentar
a conformacdo cis, incomum entre os carotenoides, e pela presenca de 2
grupos carboxilicos em sua estrutura quimica, o que a torna mais polar do que
a maioria dos carotenoides disponiveis no mercado. E considerada o principal
pigmento das sementes de Bixa orellana L., correspondendo a
aproximadamente 80% dos carotenoides totais presentes em seu pericarpo,
sendo assim, a maior responsavel por conferir a tonalidade avermelhada-
alaranjada, caracteristica das sementes (VILAR et al.,, 2014; SILVA et al.,
2001).
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Figura 3: Estrutura quimica da bixina. FONTE: Merck Index, 1989.

O mecanismo de biossintese de apocarotenoides, como a bixina, ndo
esta completamente elucidado, entretanto, acredita-se que estes sejam
derivados da clivagem oxidativa e enzimatica de diferentes carotenoides.
Estudos publicados na litetura suportam a hipétese de que a clivagem
enzimatica do lycopeno (C4oHses), € sua extensa remodelagem oxidativa, dé
origem a molécula da bixina (BOUVIER et al., 2003; CARDENAS-CONEJO et
al. 2015), sendo sua provavel via de biossintese, descrita na figura 4.

Lycopene +
S LA e LN o > »CHO
OHC = ~
Bixin aldehyde *

g LA N LN S =~ CO0H
HDGC/\)\/\/I\/\/W\/
norBixin +

P LR LY. = % ~CO0CH4
HOOC ~ ~
Bixin *

. TS > > - C00C
HsCOOC N = s

Bixin dimethyl ester

Figura 4: Via de biossintese da bixina. FONTE: Bouvier, Dogbo & Camara, 2003.

Poucos trabalhos foram publicados a respeito da farmacocinética da
bixina, apesar disso, em humanos, Levy e colaboradores (1997) ja
demonstraram que duas horas apds a ingestdo oral de uma Unica dose de

bixina, ocorre seu pico de absor¢do. Além disso, na propria corrente sanguinea
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e especialmente durante o processo digestivo, h4 conversdo parcial da bixina
em norbixina, majoritariamente por enterases intestinais, assim como uma
isomerizagdo parcial cis-trans, da molécula. J& em modelos animais, Park e
colaboradores® (2016) demonstraram que o pico de absorcéo da bixina é mais
rapido, ocorrendo uma hora apds a administracdo oral da mesma, e que a
molécula possui um tempo de meia vida de trés e duas horas em cées e gatos,
respectivamente. Os niveis de bixina presentes no plasma, tornam-se
indectetaveis 8h apds a ingestdo oral de uma Unica dose da mesma.
Carotendides, de forma geral, ap6s absorcdo pela mucosa intestinal, sao
transportados para o figado e sdo posteriormente armazenados e/ou
transportados no sangue via lipoproteinas plasmaticas. A seguir sao
metabolizados e excretados pelas fezes e urina (OLSON, 1994).

Outra caracteristica importante da bixina € seu alto perfil de seguranca,
nao produzindo alteragdes clinicas, histoldgicas ou necroscopicas em ratos,
machos e fémeas, submetidos a tratamento subcronico de 13 semanas
("BAUTISTA et al., 2004). Além disso, a bixina exerce um efeito protetor contra
agentes carcinogénicos e mutagénicos, sobre células e tecidos, efeito este
intimamente associado ao potencial indutor da molécula sobre algumas
enzimas metabolizadoras, como a CYP1Al/2 e CYP1B1l/2, as quais
desencadeiam a rapida inativacdo desses compostos (MATUO et al., 2013;
SANTOS et al., 2016).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ORIGEM DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico foi coletado no Instituto Agronédmico do Parana,
Estacdo experimental de Morretes (EST.: Morretes/ COD.: 02548038/ LAT.:
25°30°’S/ LONG.: 48°49'W/ ALT.: 59 m). A extracdo da bixina isolada foi
realizada no setor de Ciéncias Farmacéuticas, campus Ill Jardim Botanico,

Universidade Federal do Parana.
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2.2 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais conduzidos no presente estudo
utilizaram ratos da variedade Wistar (Ratus novergicus, pesando de 180 a 220
g) ou camungondos da variedade Swiss (Mus musculus, pesando de 18 a 35 Q)
machos, provenientes no Biotério Central do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. O emprego dessas espécies esta
amplamente padronizado, sendo aceito na literatura a utilizacdo dos testes
mencionados a seguir para screening de propriedades anti-inflamatorias e
antinociceptivas de compostos naturais. Os animais permaneceram no minimo
dois dias no biotério do Departamento de Farmacologia, sob condi¢cdes de
temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a ra¢do padrao
e agua potavel, antes de terem sido submetidos aos ensaios. Estes, foram
alojados em nimero maximo de cinco (ratos) ou sete (camundongos) por caixa,
com trocas de maravalha trés vezes por semana. Todos 0s experimentos
comportamentais foram conduzidos no ciclo claro (das 8 as 17 h), em acordo
com as normas e legislacdes estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Bioldégicas da UFPR, sob aprovacdo do
CEUA/BIO — UFPR protocolo #1087.

3.2 TRATAMENTO

Apés um jejum de 12 h, os animais receberam veiculo (6leo de milho; 1
mL/Kg, para ambos os modelos animais, rato e camundongo) ou bixina por via
oral (gavagem), nas doses de 15 ou 30 mg/Kg para ratos, ou 27 e 53 mg/Kg
para camundongos (doses calculadas de acordo com a taxa metabdlica basal
dos camundongos, a partir do método proposto por Freitas & Carregaro, 2013).
Uma hora apos o tratamento, foi administrada a substancia indutora da
nocicepcao/inflamacédo, e ao final do periodo de observacdo dos testes

comportamentais, todos 0s animais foram imediatamente eutanasiados.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
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3.3.1 Contorcdo Abdominal Induzida Por Acido Acético

Para a investigar o possivel efeito antinociceptivo, avaliou-se o efeito do
tratamento agudo com a bixina sobre o namero de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético. Para isso, cinquenta minutos apés o tratamento
por via oral com veiculo ou bixina, nas doses de 27 ou 53 mg/Kg, os
camundongos foram colocados no aparato de teste da contorcdo abdominal, o
gual consiste de um funil de vidro invertido de 280 mm de largura e 400 mm de
altura, para aclimatacdo por 10 minutos. Em seguida, cada animal recebeu
uma injecao intraperitoneal de acido acético (0,6%; volume de 0,1 mL /10 g) e
as contorcbes abdominais, caracterizadas por uma sequéncia de contorcdes
abdominais, algumas vezes acompanhada por tor¢bes do tronco e extensao
dos membros posteriores do animal, foram contabilizadas durante os 30
minutos subsequentes, divididos em periodos de 5 minutos (adaptado de
Deraedt e colaboradores, 1980).

3.3.2 Teste Da Formalina

Para avaliar o possivel efeito anti-nociceptivo da bixina em outro modelo
de nocicepcao aguda, realizou-se o teste da formalina, de acordo com Tjglsen
(1992), com modifica¢des. Para isso, cinquenta minutos apés o tratamento oral
com veiculo ou bixina, nas doses de 15 ou 30 mg/Kg, os ratos foram colocados
no aparato de teste da formalina, o qual consiste de um funil de vidro invertido
de 280 mm de largura e 400 mm de altura, para aclimatacédo por 10 minutos.
Em seguida, cada animal recebeu uma injecdo unica de formalina (2,5%; 50 uL
por pata) no dorso de uma das patas traseiras. O numero de comportamentos
nociceptivos de chacoalhar ou lamber a pata traseira ipsilateral de ratos
(chamados de “flinches”) ap6s a administracdo do agente algogénico, foi
guantificado durante os 60 minutos subsequentes, divididos em periodos de 5
minutos. Durante esse teste, sdo observadas trés fases distintas de
comportamentos nociceptivos, sendo a primeira fase compreendida no periodo
de 0-5 minutos pos-injecdo, seguida pelo periodo quiescente (de 6 a 15

minutos pos-injecao) e entdo pela segunda fase (de 15 a 60 minutos).
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3.3.3 Teste Da Placa Quente

Para a avaliar um possivel efeito anti-nociceptivo central da bixina,
realizou-se o teste da placa quente. Nesse teste, os ratos sdo colocados
individualmente em contato com uma superficie metalica aquecida a uma
temperatura de 50 + 1°C, e avalia-se o tempo de resposta (em segundos)
necessario para que o animal apresente uma resposta tipica (como saltar da
superficie ou sacudir e/ou lamber as patas traseiras), frente ao estimulo
térmico. Esse tempo € cronometrado e marcado como indice de laténcia de
resposta térmica. Inicialmente avaliou-se o tempo de laténcia basal dos
animais, sem nenhum tratamento anterior e ao final desse procedimento, 0s
animais receberam veiculo ou bixina (15 ou 30 mg/Kg), e uma hora apds o
tempo de laténcia foi reavaliado. Utilizou-se 30 segundos como tempo de corte,
no intuito de prevenir possiveis danos teciduais (adaptado de Mothana e

colaboradores, 2012).

3.3.4 Teste Do Campo Aberto

Para excluir a possibilidade de que o tratamento com a bixina pudesse
promover um prejuizo no desempenho locomotor dos animais, avaliou-se a
atividade locomotora espontanea dos ratos no teste de campo aberto, como
descrito por Meotti e colaboradores (2006), com modificacbes. O aparato
consiste de uma caixa de madeira medindo 40 x 50 x 63 cm, sendo o fundo
dividido em 9 quadrantes idénticos. Uma hora apos o tratamento com veiculo
ou bixina (15 ou 30mg/kg), os ratos foram individualmente colocados no
guadrante central do aparato e o numero total de quadrantes, cruzados com as
guatro patas de cada animal, foi contabilizado durante os 5 minutos

subsequentes.

3.3.5 Edema De Pata Induzido Por Carragenina

O potencial efeito da bixina na inflamacdo aguda foi avaliada no

modelo de edema de pata induzido por carragenina, de acordo com método
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descrito anteriormente por Winter e colaboradores (1962) com modificacoes.
Uma hora apoOs tratamento com veiculo, bixina (15 ou 30 mg/Kg) ou
dexametasona (1 mg/Kg; injecdo subcutanea; controle positivo), 0s animais
receberam, via injecao intraplantar, a carragenina (200 pg/pata em 0,1 mL de
solugdo salina) em uma das patas traseiras. A pata contralateral foi utilizada
como controle e nessa foi administrada o volume equivalente de solugéo salina
(0,1 mi/pata). A espessura da pata foi mensurada com auxilio de paquimetro
digital antes da administracdo de carragenina/salina/tratamentos (medidas
basais) e novamente nos intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas apés a injecdo de
carragenina ou salina. A inflamacao foi avaliada como o aumento na espessura

da pata (edema) em cada intervalo de tempo em relagdo a medida basal.

3.3.6 Avaliacdo Da Atividade Da Mieloperoxidase

Para avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), inicialmente
foram realizados os mesmos procedimentos experimentais descritos para
inducdo de edema de pata via carragenina. Entretanto, 3h apos a injecéo de
carragenina/Salina, segmentos da regido sub-plantar das patas posteriores
direita e esquerda, foram coletados, pesados, armazenados em eppendorfs e
estocados a -80°C. Posteriormente realizou-se a determinacéo da atividade da
MPO conforme metodologia descrita por De Young e colaboradores (1989),
com modificacbes. As amostras de tecido foram homogeneizadas em 1,5 mL
de tampao fosfato de sédio (80 nM, 0,5% HTAB, pH 5,4) durante 15 segundos
a 0°C. O homogenato foi entdo centrifugado a 11.200xg em temperatura de
4°C durante 20 minutos. Em seguida, triplicatas de 30 pL do sobrenadante
foram transferidas para placas de 96 pocos, 0s quais previamente receberam
200 pL de solucdo peroxido (100 pL tampéo fosfato de sodio 80mM, 85 L
tampéo fosfato de sddio 0,22mM, 15 pL peréxido de hidrogénio 0,017%). A
reacao foi iniciada com a adi¢éo de 20 pL de solucdo TMB (18,4 nM dissolvidos
em dimetilformamida aquosa a 8%). A placa foi entdo transferida para estufa
por 3 minutos a 37°C e posteriormente a reacao foi interrompida pela adicdo de
30 uL de acetato de sédio (1,46 M) em cada poco. A atividade enzimatica foi
avaliada pelo método colorimétrico por meio de leitor de placas (Bio-Tek Ultra

Microplate reader EL808), com comprimento de onda de 620 nm. A média
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amostral foi anotada e esse valor dividido pelo peso da respectiva amostra,
sendo o resultado expresso como DO/peso.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como média + EPM de 6 a 14 animais por
grupo experimental. Os dados foram analisados por meio de ANOVA de uma
ou duas vias, com ou sem medidas repetidas. Caso observado alguma
diferenca entre os grupos, o teste de post-hoc de Bonferroni foi realizado para
comparacdes entre 0s grupos experimentais. Em todas as analises o nivel de
significancia foi de p < 0,05. Utilizou-se o GraphPad Prism 6.0 (San Diego,
Califérnia) como software para realizagdo dos graficos e analises.

4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE A
CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR ACIDO ACETICO EM
CAMUNDONGOS

Os camundongos foram submetidos ao teste de contorcdo abdominal
induzida por acido acético, uma hora apoés tratamento com bixina (nas doses
de 27 ou 53 mg/Kg) ou veiculo, e durante os trinta minutos subsequentes
avaliou-se o numero de contorcbes realizadas pelos animais (Figura 5).
Analisando a frequéncia de contor¢ces abdominais no decurso temporal do
teste (Painel A), ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo nos
grupos experimentais [F (2, 30)= 10,92; p < 0,0001], no tempo [F (s 150y = 239,8; p
< 0,0001], e interacéo [F (10, 145) = 11,72; p < 0,0001]. A andlise do post-hoc
de Bonferroni demonstrou uma diferenca significativa entre os grupos tratados
com bixina (nas doses de 27 e 53 mg/Kg) e veiculo 15, 20, 25 e 30 minutos
apos a injecéo de acido acético (p < 0,05) (Figura 5A; 5 minutos: VEH= 10,18 +
1,94, BIX 27= 1,77 £ 0,72; BIX 53= 4,09 + 0,61; 10 minutos: VEH= 30,45 *
3,15, BIX 27= 10,66 + 1,95, BIX 53= 18,36 *+ 2,25; 15 minutos: VEH= 49,00 +
3,73, BIX 27= 19,22 + 2,40, BIX 53= 30,45 + 2,83; 20 minutos: VEH= 65,00 *
3,89, BIX 27= 27,66 + 2,97, BIX 53= 39,63 + 3,20; 25 minutos: VEH= 81,00 *
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4,76, BIX 27= 34,66 + 3,87; BIX 53= 50,18 + 3,73; 30 minutos: VEH= 92,27 +
5,02, BIX 27= 41,77 £ 4,87, BIX 53= 59,18 + 3,85).

Analizando o numero total de contor¢cbes abdominais realizadas
durante o tempo total do teste (Painel B), ANOVA de uma via demonstrou um
efeito significativo nos grupos experimentais [F ¢, 26 = 41,59; p < 0,05]. A
analise do post-hoc de Bonferroni demonstrou que 0s grupos tratados com
bixina (nas doses de 27 e 53 mg/Kg) apresentaram uma diminuicéo
significativa no numero de contor¢cdes, em comparacdo com 0 grupo tratado
com veiculo (p < 0,05) (Figura 5B; VEH= 95,22 + 3,72, BIX 27= 41,78 + 4,87,
BIX 53= 59,18 + 3,68). Dessa forma, o tratamento com a bixina (nas duas
doses testadas) apresentou um significativo efeito anti-nociceptivo sobre o
namero de contorgbes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. Os grupos tratados com bixina n&do exibiram diferenca
significativa entre si (p > 0,05).

4 Veiculo

-4 Bixina 27 mg/kg

120+ L
A -@- Bixina 53 mg/kg

804

404

N° de contorgdes

0 5 1I0 1I5 ZIO 2I5 3I0
Tempo apos injecdo de AA (min)

W Veiculo
[ Bixina 27 mg/kg
120 @@ Bixina 53 mglkg
B
g
=] 80
On
o *
k=
3 .
@ —T
S 404
=
04




27

Figura 5: Efeito do tratamento oral com bixina (27 ou 53 mg/Kg) no teste de contorc¢éo
abdominal induzido por &cido acético (AA) em camundongos. Painel A apresenta o
nimero de contor¢fes induzidas por AA durante 30 minutos, contados cumulativamente a cada
5 minutos. Painel B mostra o nimero total de contor¢des durante os 30 minutos. Dados sédo
expressos como a média + EPM de 10-11 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em
comparagdo com o grupo tratado com veiculo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas
(Painel A) ou ANOVA de uma via (Painel B) seguido pelo post- hoc de Bonferroni.

4.2 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE O TESTE
DA FORMALINA EM RATOS

Os ratos foram submetidos ao teste da formalina, uma hora apos o
tratamento com bixina (nas doses de 15 ou 30 mg/Kg) ou veiculo, e durante os
60 minutos subsequentes a injecdo intraplantar de formalina, avaliou-se o
numero de flinches realizados pelos animais (Figura 6). Analisando a
frequéncia de flinches realizados no decurso temporal do teste (painel A),
ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo nos grupos
experimentais [F (2, 22y = 105,3; p < 0,0001], no tempo [F @1, 242) = 300,4; p <
0,0001], e interacéao [F (22, 242) = 30,26; p < 0,0001]. O teste de post-hoc de
Bonferroni demonstrou uma diferenca significativa entre os grupos tratados
com bixina (nas doses de 15 e 30 mg/Kg) e veiculo, em todos os tempos
analizados apos a injecéo de formalina (p < 0,05).

Analisando o numero de flinches total, durante a primeira e a segunda
fase do teste (painel B), ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo
nos grupos experimentais [F (2, 27) = 26,61; p < 0,05], [F 2,26) = 26,77; p < 0,05].
O teste de post-hoc de Bonferroni mostrou que os grupos tratados com bixina
(nas doses de 15 e 30 mg/Kg), apresentaram uma significante reducdo no
namero de flinches realizados pelos ratos, nas duas fases do teste e no
periodo quiescente, quando comparado ao grupo tratado com veiculo (p <
0,05) (1@ fase: VEH= 113,1 + 13,63, BIX 15=51,27 + 3,62, BIX 30= 38,2 + 2,22;
22 fase: VEH= 477,9 + 32,76, BIX 15= 271,1 + 24,76, BIX 30= 193,9 + 25,13).
Assim, o pré tratamento com bixina (nas duas doses testadas), foi capaz de
diminuir significativamente o niumero de flinches induzidos pela formalina em

comparacdo ao grupo tratado com veiculo, tanto na primeira quanto na
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segunda fase do teste. Os grupos tratados com bixina nao exibiram diferenca

significativa entre si (p > 0,05).
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Figura 6: Efeito do tratamento oral com bixina no teste da formalina em ratos. Painel A
apresenta 0 numero de flinches induzidas por formalina durante 60 minutos, contados
cumulativamente a cada 5 minutos. Painel B mostra o ndmero total de flinches realizados
durante os 60 minutos, divididos em primeira (0-5 min) e segunda (15-60 min) fase. Dados séo
expressos como a média + EPM de 9-11 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em
comparacdo com o grupo tratado com veiculo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas

(Painel A) ou ANOVA de uma via (Painel B) seguido pelo post- hoc de Bonferroni.

4.3EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE O TESTE
DA PLACA QUENTE EM RATOS
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Os ratos foram submetidos ao teste da placa quente, uma hora apo6s o
tratamento com bixina (nas doses de 15 ou 30 mg/Kg) ou veiculo, e avaliou-se
o tempo de laténcia dos animais, em segundos, frente ao estimulo térmico
(Figura 7). Ao realizar os testes estatisticos, ANOVA de uma via demonstrou a
presenca de um efeito significativo nos grupos experimentais [F (o, 37y = 4.061;
p< 0.05]. O teste de post-hoc de Bonferroni mostrou que o grupo tratado com
bixina, somente na dose de 30 mg/Kg, apresentou um significativo aumento no
tempo de laténcia quando comparado ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05)
(Figura 7; VEH= 6,99 + 0,32, BIX 15= 8,17 + 0,30, BIX 30= 8,48 + 0,52).
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Figura 7: Efeito do tratamento oral com bixina no teste da placa quente em ratos. O
tempo de laténcia total foi mensurado uma hora apds o tratamento com bixina (15 ou 30
mg/Kg) ou veiculo. Dados sdo expressos como a média + EPM de 13-14 animais/grupo
experimental. (*) indica p < 0,05 em comparag¢do com o grupo tratado com veiculo. ANOVA de

uma via seguido pelo post- hoc de Bonferroni.

4.4EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE O TESTE
DO CAMPO ABERTO EM RATOS

Os ratos foram submetidos ao teste do campo aberto, uma hora apés o
tratamento com bixina (nas doses de 15 ou 30 mg/Kg) ou veiculo e, durante os
5 minutos subsequentes, avaliou-se o numero de cruzamentos efetuados pelos
animais, com as quatro patas (Figura 8). Ao realizar testes estatisticos, ANOVA
de uma via ndo mostrou efeito significativo nos grupos experimentais [F ¢, 16) =

0.3298; p > 0.05], de forma que os grupos tratados com bixina (em ambas as



30

doses), ndo diferiram estatisticamente do grupo tratado com veiculo, em
relacdo ao numero de cruzamentos realizados (Figura 8; VEH= 62,33 + 4,8,
BIX 15= 68,33 + 6,22, BIX 30= 66,57 + 4,71).
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Figura 8: Efeito do tratamento oral com bixina no teste do campo aberto em ratos. O
ndmero total de cruzamentos realizados durante 5 minutos foi mensurado uma hora ap6s o
tratamento com bixina (15 ou 30 mg/Kg) ou veiculo. Dados sdo expressos como a média +
EPM de 6-7 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em compara¢cdo com 0 grupo
tratado com veiculo. ANOVA de uma via seguido pelo post- hoc de Bonferroni.

4.5 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE O EDEMA
DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM RATOS

Os ratos foram submetidos ao teste do edema de pata induzido pela
carragenina (Cg), uma hora apoés o tratamento com bixina (nas doses de 15 ou
30 mg/Kg), veiculo ou dexametasona (dose de 1 mg/Kg) — Figura 9. Analisando
0 aumento na espessura da pata durante o decurso temporal do teste (painel
A), ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo nos grupos
experimentais [F @, 355 = 16.74; p< 0,0001], no tempo [F @, 140) = 146.0; p<
0,0001], e interacdo [F (16, 1400 = 8,669; p< 0,0001]. O teste de post-hoc de
Bonferroni demonstrou que houve diferenca significativa entre todos os grupos
gue receberam a injecdo de carragenina, em relacdo ao grupo tratado com
solucdo salina/veiculo (p < 0,05). Dessa forma, é possivel observar que a
injecdo intraplantar de carragenina (200 pg/pata) promove significativo aumento

no edema de pata em relagdo a injecao de solucdo salina, e que ocorre a
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formacdo de edema de pata maximo duas e trés horas apoOs a injecdo de
carragenina. Além disso, o pré tratamento com dexametasona reduziu
significativamente a formacdo de edema, quando comparado com O grupo
Cglveiculo, duas, trés e quatro horas apOs a inje¢cdo de carragenina, como
demosntrado pelo teste de post-hoc de Bonferroni (p < 0,05). O teste
demonstrou também que o grupo tratado com Cg/bixina 15 mg/Kg é
significativamente diferente do grupo Cg/veiculo, uma hora apo6s a injecdo
intraplantar, e o grupo Cg/bixina 30 mg/Kg € estatisticamente diferente, uma e
duas horas apoés a injecao, sendo assim efetivos em reduzir o edema de pata
nos tempos citados.

Analisando o edema de pata total durante as 4 horas do teste, por meio
da area sob a curva (AUC — do inglés area under the curve; Painel B), ANOVA
de uma via demonstrou um efeito significativo nos grupos experimentais [F (4, 35
= 15.87; p< 0.05]. O teste de post-hoc de Bonferroni mostrou uma diferencga
significativa entre os grupos Cg/dexametasona e Cg/bixina 30 mg/Kg, em
relacdo ao grupo Cg/veiculo (p < 0,05), mas nao houve diferenca significativa
entre si (p > 0,05). (Figura 9B; Sal/VEH= 20,14 + 0,29, Cg/VEH= 24,90 * 0,67,
Cg/BIX 15= 23,78 + 0,53; Cg/BIX 30= 22,31 + 0,36, Cg/DEXA= 21,90 % 0,28).
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Figura 9: Efeito do tratamento oral com bixina no edema de pata induzido por
carragenina em ratos. Painel A mostra o0 aumento no edema de pata (em mm) mensurado 0,
1, 2, 3 e 4 horas apas injecdo de carragenina (Cg) ou de solucdo salina (Sal). Painel B mostra
a area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias — AU) do edema total durante as 4 horas,
apos os tratamentos. Dados sdo expressos como a média + EPM de 8 animais/grupo
experimental. (*) indica p < 0,05 em comparacdo com o grupo tratado com solugéo
salina/veiculo. (#) indica p < 0,05 em comparagdo com o0 grupo tratado com
carragenina/veiculo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas (Painel A) ou ANOVA de
uma via (Painel B) seguido pelo teste de post- hoc de Bonferroni.

4.6 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM A BIXINA SOBRE ATIVIDADE
DA MIELOPEROXIDASE EM RATOS

Ao avaliar o efeito do tratamento oral com a bixina (nas doses de 15 ou

30 mg/Kg), veiculo ou dexametasona (dose de 1 mg/Kg) sobre a atividade da
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mieloperoxidase (MPO) - Figura 10 — ANOVA de uma via demonstrou um efeito
significativo nos grupos experimentais [F (7, 45y = 22.87; p< 0.05]. O teste de
post-hoc de Bonferroni mostrou uma diferenca significativa entre todos os
grupos que receberam a injecdo de carragenina, em relagdo ao grupo tratado
com salina/veiculo (p < 0,05). Dessa forma, é possivel observar que a injecao
de carragenina promove um aumento na atividade da enzima MPO, em
comparacao com o grupo tratado com solucdo salina. Além disso, o teste de
Bonferroni mostrou uma diferenca significativa entre os grupos tratados com
Cg/bixina (na dose de 30 mg/Kg) e Cg/dexametasona em relacdo ao grupo
tratado com Cg/veiculo (p < 0,05), mas ndo houve diferenca significativa entre
si (p > 0,05) (Figura 10; Sal/VEH= 1,96 * 0,47, Sal/BIX 15= 1,54 + 0,48,
Sal/BIX 30= 1,18 £ 0,20, Sal/DEXA= 0,81 + 0,15, Cg/VEH= 8,82 + 0,92, Cg/BIX
15= 8,37 + 0,95, Cg/BIX 30= 4,74 + 1,82; Cg/DEXA = 3,29 + 0,89).
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Figura 10: Efeito do tratamento oral com bixina sobre a atividade da mieloperoxidase em
ratos. A atividade da mieloperoxidase foi avaliada 4 horas ap6s o tratamento com a bixina (nas
doses de 15 e 30 mg/kg), dexametasona ou veiculo. Todos os tratamentos foram
administrados uma hora antes da aplicacéo de carragenina (Cg) ou solucéo salina (Sal). Dados
sdo expressos como a média + EPM de 7-8 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em
comparacdo com o grupo tratado com solucdo salina/veiculo. (#) indica p < 0,05 em
comparacdo com o grupo tratado com carragenina/veiculo. ANOVA de uma via seguido pelo
teste de post- hoc de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Tendo em vista 0 uso da bixina na medicina tradicional (SHAHID-UL-
ISLAM et al., 2016; ULBRICHT et al.,, 2012), os principais achados deste
trabalho foram a determinagcéo da capacidade antinociceptiva da mesma e a
validacdo da sua atividade anti-inflamatoria, j& descrita anteriormente (TAO et
al., 2015, 2016). A propriedade anti-inflamatéria foi comprovada pela sua
capacidade em reduzir a atividade enzimética da MPO e por diminuir do edema
de pata total induzido pela carragenina. Pela primeira vez na literatura e
utlizando os testes da formalina, placa quente e contorcdo abdominal foi
possivel demonstrar sua propriedade antinociceptiva, a qual parece nao
envolver comprometimento motor, uma vez que nao o tratamento com bixina
nao alterou o comportamento no teste do campo aberto.

O teste da contor¢cédo abdominal € um método simples, rapido e sensivel
para avaliar a atividade de drogas com potencial antinociceptivo. A
admnistracdo intraperitoneal de &acido acético induz a hiperalgesia por
promover a liberagdo de substancias enddgenas nocivas, como citocinas,
protaglandinas (PGs), substancia P e bradicinina, as quais sdo responsaveis
pela sensibilizacdo das terminacbes nervosas dos nociceptores
(BERKENKOPF & WEICHMAN, 1988; RIBEIRO et al., 2000). Murata e
colaboradores (1997), demonstraram que entre o0s prostandides, as
prostaciclinas foram consideradas as principais responsaveis por causar a
nocicepcao apos administracdo de agentes algogénicos, como o acido acético.
Apoés esse estimulo nocivo, grandes quantidades de diversas prostaglandinas
sdo produzidas por células polimorfonucleares (granulécitos), especialmente
neutrofilos, aumentando a biossintese e liberacdo das mesmas na cavidade
peritoneal (DERAEDT et al., 1980; TOLONE, 1977). Poucos estudos estdo
disponiveis na literatura utilizando testes nociceptivos com a bixina, entretanto,
Shilpi e colaboradores (2006), ao realizarem um screeaning farmacologico do
extrato metandlico foliar de Bixa orellana L., de forma similar ao presente
estudo, observaram uma diminuicdo do numero de contor¢cdes abdominais,
promovida pelo tratamento. Drogas com propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes ja foram descritas por Deraedt e colaboradores (1980), como

sendo eficazes em diminuir os comportamentos nociceptivos e 0s niveis de
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PGs na cavidade peritoneal, no teste de contor¢cdo abdominal induzida por
acido acético. Dessa forma, o efeito antinociceptivo da bixina observado, pode
estar ocorrendo devido a sua capacidade de modular negativamente a
producédo de prostaglandinas pela cicloxigenase (COX; discutida a seguir), e
por possuir propriedades anti-inflamatéria e antioxidante (XU & KONG, 2017).

Considerando que o modelo de nocicepc¢ao induzido pelo acido acético
ndo € sensivel o bastante para indicar se a atividade antinociceptiva €
proveniente de uma acao central ou periférica, por exemplo, testes de
nocicep¢cdo mais especificos foram realizados, a fim de tentar elucidar os
mecanismos de acao envolvidos na acdo analgésica da bixina.

O teste da formalina € um modelo de nocicepcao muito utilizado para se
estudar drogas com potencial anti-nociceptivo e anti-inflamatério. Este promove
duas fases distintas de comportamentos nociceptivos (TJJLSEN et al., 1992).
Segundo Dubuisson & Dennis (1977) a primeira fase, chamada neurogénica,
comeca logo apoés a injecao de formalina, permanecendo até 3/5 min, e ocorre
devido a estimulacédo quimica dos nociceptores pelo formaldeido. Logo apos,
ocorre um periodo quiescente (6 - 15 min), e entdo inicia-se a segunda fase (15
- 60 min). Esta, chamada de inflamatoria, é caracterizada pelo retorno dos
comportamentos nociceptivos e pelo envolvimento de mediadores inflamatérios
periféricos, os quais sensibilizam neurbnios sensoriais primarios e espinais,
desencadeando a ativacdo dos nociceptores. As diferentes propriedades de
ambas as fases permitem que esse teste seja amplamente utilizado como uma
ferramenta para indicar possiveis mecanismos de acdo para drogas em teste,
partindo do pressuposto de que drogas de acao periférica, como inibidores da
COX, comumente atenuam apenas a segunda fase da formalina, e
medicamentos de acdo central, ambas (MALMBERG & YAKSH, 1992).
Realizando testes in vitro, Reddy e colaboradores (2005) ja demonstraram o
potencial da bixina em reduzir a atividade das duas isoformas da enzima COX,
responsaveis pela producdo de prostaglandinas. Dessa forma, com base nos
resultados obtidos, pode-se pressupor que a bixina exerce seu efeito
antinociceptivo por meio de um mecanismo de acao periférico e central, com
uma possivel atividade anti-inflamatéria, ja que a molécula foi efetiva em

atenuar tanto a primeira quanto a segunda fase do teste.
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Para confirmar a presenca de um mecanismo de acéo central da bixina,
realizou-se o teste da placa quente. Considerando que farmacos de acédo
exclusivamente periférica, como inibidores da COX, sdo irresponsiveis a este
teste, a placa quente € um experimento amplamente utilizado para avaliar
drogas com potencial acdo sobre o sistema nervoso central (BALLOU et al.,
2000). Como a bixina, somente na dose de 30 mg/Kg, foi efetiva em aumentar
significativamente o tempo de laténcia dos animais na placa quente, € possivel
inferir que mecanismos centrais participem do efeito antinociceptivo exercido
pela bixina.

Para avaliar se o tratamento com a bixina, ao promover sua agéo anti-
nociceptiva, propiciaria juntamente algum déficit locomotor nos animais,
realizou-se o teste do campo aberto. Atualmente, estd estabelecido na
literatura que drogas estimulantes do sistema nervoso central promovem
aumento do numero de cruzamentos nesse teste, enquanto que drogas
depressoras, como relaxantes musculares e sedativos, promovem uma
diminuicdo (PRUT & BELZUNG, 2003). No estudo referido anteriormente,
realizado por Shilp e colaboradores (2006), o extrato metandlico das folhas de
Bixa orellana L. promoveu uma diminuicdo da locomocdo nesse teste
comportamental, entretanto, ndo ha na literatura estudos avaliando o efeito
locomotor do tratamento com a bixina isolada. No presente trabalho,
demonstrou-se que o tratamento com a bixina ndo alterou significativamente a
taxa de locomocdo dos animais testados e, dessa forma, os dados sugerem
gue a atividade anti-nociceptiva da bixina isolada, diferentemente do extrato
metanolico de Bixa orellana L., ndo esteja associada a um efeito sedativo.

Diversos estudos na literatura sugerem a acgao anti-inflamatoria tanto do
extrato de Bixa orellana L., quanto da bixina isolada. Ja foi demonstrado, por
exemplo, que o extrato aquoso das folhas de Bixa orrelana L. possui efeito
antihistaminico e anti-bradicinina sobre diferentes modelos animais de
inflamacéo aguda. Sabe-se ainda que o extrato é capaz de reduzir a migracao
de leucécitos e a permeabilidade vascular, por promover menor expressao de
mediadores bioquimicos, como Oxido nitrico (YOKE KEONG et al., 2011;
YONG et al. 2013). Somacal e colaboradores (2015) jA demonstraram também
gue o tratamento com a bixina isolada diminui os niveis de marcadores

inflamatdérios, como interleucina 6 e fator alfa de necrose tumoral, entretanto, a
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maior parte dos estudos com a bixina, é feito por meio de testes in vitro (DE LA
VEGA et al., 2017; REDDY et al., 2005; TAO et al., 2016). Com o intuito de
avaliar o potencial efeito anti-inflamatoério da bixina em modelos murinos, foram
realizados os testes descritos a seguir.

O edema de pata induzido pela carragenina € um modelo de inflamacéo
aguda, amplamente utilizado para o estudo de novas drogas com potecial anti-
inflamatério. De acordo com Di Rosa e colaboradores (1971), a injecdo de
carragenina, assim como ocorre durante o processo inflamatério, promove
aumento da permeabilidade vascular, infiltracdo de células inflamatérias
(especialmente neutrofilos), e a liberacdo de diversos mediadores inflamatorios.
Inicialmente, ocorre a liberagdo substancias como histamina, serotonina e
bradicinina, e concomitantemente ocorre aumento da producéo e liberacao de
prostaglandinas, especialmente 60 minutos apos a injecdo de carragenina,
momento em que ha a expressdo maxima de COX-2 (NANTEL et al., 1999;
VINEGAR et al., 1968). A infiltracéo tecidual de neutrofilos que ocorre frente a
administracdo de carragenina, contribui tanto para o aumento da liberacdo de
mediadores, quanto para o aumento da producéo de radicais livres derivados
de oxigénio, produzidos a partir da mieloperoxidase. Dessa forma, o nivel de
mieloperoxidase tecidual é considerado um marcador tecidual da infiltracdo de
neutrofilos no local da lesdo, e consequentemente da severidade do processo
inflamatério (FANTONE & WARD, 1982).

O tratamento com a bixina, na dose de 15 mg/Kg, promoveu uma
diminuicao significativa do edema de pata, na primeira hora apds administracéo
de carragenina. Ja a dose de 30 mg/Kg, diminuiu significativamente o edema
de pata na primeira e na segunda hora apos a injecéo intraplantar, e o edema
de pata total promovido pela carragenina, em relacdo ao grupo tratado com
veiculo, o que evidencia a atividade anti-inflamatéria da molécula nesse teste
comportamental. A diminuicdo do edema de pata observada na terceira e na
guarta hora, nos grupos tratados com bixina (ambas as doses), ndo foi
significativamente diferente do grupo tratado com veiculo/Carragenina. Isso
pode ter ocorrido devido a farmacocinética da bixina, a qual possui pico de
absorcdao uma hora apds a administracdo oral da mesma, e um tempo de meia

vida de aproximadamente 3 horas (Park et al., 2016%).
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Ao avaliar a atividade da mieloperoxidase, foi observado como esperado
gue a administracdo de carragenina inzuiu sugnificativo aumento da atividade
de MPO quando comparado aos grupos tratados com salina. A bixina, somente
na dose de 30 mg/Kg promoveu uma diminuigdo significativa da atividade
enzimatica de MPO, indicando indiretamente uma menor infiltracdo de
neutrofilos, e consequentemente uma menor liberagdo de mediadores
inflamatérios, no tecido lesado (BRADLEY et al, 1982). Além disso,
considerando que os neutréfilos sdo os principais responsaveis pela liberacdo
de prostaglandinas na cavidade peritoneal durante o teste de contorgéo
abdominal, pode-se pressupor ainda que o resultado obtido avaliando o teste
de contorcdo abdominal esteja relacionado ao efeito da bixina sobre o
recrutamento de neutrofilos.

O efeito anti-inflamatério da bixina, pode estar relacionado ainda a
outras propriedades da molécula. Takahashi e colaboradores (2009) ja
demonstraram que a bixina possui acdo agonista sobre receptores PPARs
(peroxissome proliferator-activated receptor) alfa e gama os quais, dentre
outras acdes, promovem a diminui¢do da producao de citocinas inflamatorias e
a inibicdo da ativacdo de macrofagos. Além disso, ja foi evidenciado na
literatura que a bixina promove a inibicio da via de sinalizacdo
TLR4/MyD88/NF-kB, modulando negativamente a fosforilacdo de NF-kB,
reprimindo assim a transcricdo de diversos genes pré inflamatérios (XU &
KONG, 2017).

6. CONCLUSOES

O tratamento agudo com a bixina se mostrou efetivo em:

v diminuir significativamente os comportamentos nociceptivos promovidos
pelo teste de contorcdo abdominal induzido por acido acético, em
camundongos;

v diminuir significativamente os comportamentos nociceptivos promovidos
pelas duas fases do teste da formalina, em ratos;

v/ aumentar significativamente o tempo de laténcia sobre a placa quente,

em ratos (maior dose);
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v diminuir significativamente o edema de pata total induzido pela injecéo
intraplantar de carragenina, em ratos (maior dose);

v diminuir significativamente a atividade da mieloperoxidase na regido
subplantar de ratos, apos injecao de carragenina/solucéo salina (maior
dose);

Dessa forma, pela primeira vez na literatura, foi demonstrado que a
bixina isolada possui uma atividade anti-nociceptiva possivelmente mediada
por mecanismos periféricos e centrais. A atividade anti-inflamatéria da bixina
também foi evidenciada, corroborando estudos acerca das propriedades anti-
inflamatdrias dos carotenoides de forma geral. Esses efeitos ndo parecem estar
relacionados a sedacao dos animais, como evidenciado pelo teste do campo
aberto. Estudos futuros sado necessarios para elucidar os mecanismos de acao

envolvidos com essas respostas.
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