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RESUMO

Visando a obtencdo de biomateriais que favorecam a reparagdo o6ssea, materiais
poliméricos biocompativeis, como o colageno, tém sido amplamente estudados.
Também tem sido investigada a utilizagdo de produtos naturais, como os carotenoides
(bixina, norbixina, dimetil-B-caroteno) extraidos do urucum, que apresentam efeitos
antioxidante e anti-inflamatoério. A pesquisa objetivou avaliar a reparacdo 6ssea com
utilizacdo de enxerto de colageno associado a compostos extraidos de sementes de
urucum (Bixa orellana L.) em modelo experimental na tibia de Rattus norvegicus.
Foram extraidos compostos das sementes do urucum com KOH 4% e foi determinado
o teor dos constituintes quimicos majoritarios identificados no extrato por
cromatografia gasosa acoplada ao espectdmetro de massas (CG-EM) apés reagéo de
derivatizagdo. Foram utilizados 40 ratos divididos em quatro grupos. Foi produzido
defeito 6sseo de 2 mm na tibia. No G1, a ferida éssea foi preenchida com coagulo;
G2, com colageno; G3, com o extrato seco do urucum e no G4, com colageno/urucum
1:1. Apos eutanasia, em 14 e 30 dias, as amostras das tibias foram encaminhadas
para analise histoldgica e por espectroscopia Raman. Obteve-se um extrato seco das
sementes de Bixa orellana L. contendo os carotenoides norbixina (26,55%), bixina
(25,82%) e dimetil-B-caroteno (4,12%), os quais juntos representam 56,59% dos
constituintes identificados pela CG-EM. A analise microscopica demonstrou que o G1
apresentou reagao inflamatéria moderada aos 14 e 30 dias. Nos grupos G3 e G4, no
entanto, observou-se uma redugdo na densidade do infiltrado inflamatério. Foi
verificado que os G2, G3 e G4 apresentaram melhor qualidade de osso neoformado
aos 14 e 30 dias pos-cirurgico na analise por microscopia optica. A analise Raman
demostrou que G4 apresentou média das razdes entre os picos 960 cm™ e 1070 cm -
! significativamente maior quando comparado a média do G1. Além disso, o G4 foi
estatisticamente semelhante ao osso higido. Os compostos majoritarios extraidos do
urucum (Bixa orellana L.) com KOH 4% sao carotenoide norbixina, bixina e dimetil-p-

caroteno. O extrato obtido apresenta efeito anti-inflamatorio e osteoindutor; e quando



associado ao colageno, promove mineralizagdo da matriz éssea neoformada
semelhante a encontrada no osso higido na analise por espectroscopia Raman. Nas
condi¢cbes apresentadas neste estudo, a reparagdo 6ssea em modelo experimental
na tibia de Rattus norvegicus é favorecida com a utilizagdo de compostos de urucum

(Bixa orellana L.) associado ao colageno.

Palavras-chave: Bixa orellana. Osso. Colageno. Espectroscopia Raman.
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ABSTRACT

Biocompatible polymeric materials, such as collagen, have been widely studied in
order to obtain biomaterials that favor bone repair. Natural products have also been
used, such as carotenoids (bixin, norbixin, dimethyl-B-carotene) extracted from
annatto, which have antioxidant and anti-inflammatory effects. This study aimed to
evaluate the bone repair using collagen graft associated with compounds extracted
from annatto seeds (Bixa orellana L.) in experimental model using tibia of Rattus
norvegicus. The compounds of the annatto seeds were extracted with 4% KOH, and
the content of the major chemical constituents identified by GC/MS in the extract after
derivatization reaction was determined. It was used 40 rats divided into four groups. It
was produced a bone defect of 2 mm in the tibia. In G1, the bone wound was filled with
clot; G2, with collagen; G3, with compounds extracted from annatto; G4, with
collagen/annatto 1:1. After euthanasia, at 14 and 30 days, the tibia samples were
submitted to histological analysis and Raman spectroscopy. A dry extract of the seeds
of Bixa orellana L. containing the carotenoids norbixin (26.55%), bixin (25.82%) and
dimethyl-B-carotene (4.12%) were obtained, which together represent 56,59% of the
constituents identified by GC-MS. Microscopic analysis showed that G1 presented a
moderate inflammatory reaction at 14 and 30 days. In the G3 and G4 groups, however,
a reduction in the density of the inflammatory infiltrate was observed. It was verified
that the G2, G3 and G4 presented better quality of neoformed bone at 14 and 30
postoperative days. The Raman analysis showed that G4 presented a mean of the
ratios between the peaks 960 cm™ and 1070 cm™ significantly higher when compared
to the G1 average. In addition, G4 was statistically similar to healthy bone. The major
compounds extracted from urucum (Bixa orellana L.) with 4% KOH are carotenoids
norbixin, bixin and dimethylcarotene. The extract obtained showed anti-inflammatory
and osteoinductive effect. And when associated with collagen, promoted
mineralization of the neoformed bone matrix similar to that found in normal bone in

Raman spectroscopy. Under the conditions presented in this study, bone repair in an



experimental model in the tibia of Rattus norvegicus is favored with the use of

compounds of annatto (Bixa orellana L.) associated with collagen.

Keywords: Bixa orellana. Bone. Collagen. Raman spectroscopy.
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1 INTRODUGAO

Os avancgos cientificos e tecnologicos ocorridos nos ultimos anos tém
proporcionado um aumento consideravel de pesquisas na area de Bioengenharia
Tecidual, bem como na sintese e utilizacido de biomateriais para a reconstrucédo de
orgaos e/ou para estimulagcdo da reparagao tecidual (SANTOS et. al., 2013). Os
processos de reparagao 0ssea, assim como materiais e técnicas utilizados para a sua
otimizacdo sdo uma constante preocupacdo na area médica e odontologica
(PEREIRA, 2011).

A utilizagdo de enxertos cirurgicos derivados de polimeros € uma alternativa
factivel para a reparagéo tecidual, pois estes materiais apresentam de um modo geral,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, processabilidade, flexibilidade e baixo custo
de fabricagéo em relagéo aos demais biomateriais (MARAO et al., 2011; SANTOS et
al. 2014).

O colageno € um polimero natural que provém de varias estruturas organicas,
como pele, tenddo e 0sso, e pode ser processado para a obtencao de formulagdes
em pod, esponjas, membranas e matrizes (NAGEM FILHO et al., 2009). E um
biomaterial que vem sendo empregado como material osteocondutor, pois quando
colocado em uma ferida dssea, serve de arcabougo para o desenvolvimento de novo
tecido 6sseo; assim como material carreador, com objetivo de aumentar a exposi¢céao
dos tecidos a biomateriais osteoindutores e assegurar uma distribuicdo uniforme
destes sem permitir que ultrapassem os limites do sitio cirirgico (OAKES; LEE;
LIEBERMAN, 2003; RENGACHARY, 2002).

O urucum (Bixa orellana L.) é uma planta nativa da América Tropical
largamente utilizado como corante natural em muitos alimentos processados. As suas
sementes s&o uma rica fonte de pigmentos alaranjados compostos por uma mistura
de carotenoides, como a bixina, norbixina e B-caroteno (FRANCO et al., 2017).
Pesquisas in vitro e in vivo demonstraram que os carotenoides tém propriedades
antioxidante, anti-apoptética e anti-inflamatéria (AGNER et al., 2005; KAULMANN;
BOHN, 2014). Além disso, os carotenoides tém mostrado efeito benéfico no osso,
tanto na atividade osteoclastica quanto modulando os osteoblastos in vitro (KIM et al.,
2003; RAO; RAO, 2007).

Estudos tém demonstrado a utilizacdo de produtos naturais a fim de favorecer
0 processo de reparagao ossea (ALMEIDA et al., 2010; BLOKHUIS; ARTS, 2011;
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GARCIA-GARETA et al., 2015; MARAO et al., 2011; SANTOS et al. 2014). No entanto,
nao foi descrita na literatura pesquisa experimental que explore a utilizagdo de
compostos do urucum (Bixa orellana L.) associado ao colageno para aplicagao em

reparagcao ossea em modelo animal.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a reparacdo 6ssea com utilizagdo de enxerto de colageno associado a
compostos de urucum (Bixa orellana L.) em modelo experimental na tibia de Rattus

norvegicus.

2.2 Objetivos Especificos

. Extrair compostos das sementes do urucum (Bixa orellana L.) com solugao
salina de KOH 4%;
. Determinar os compostos maijoritarios extraidos das sementes do urucum por

cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas;

. Verificar o efeito de enxerto de colageno associado a compostos extraidos do
urucum por meio de analise histopatologica;

o Comparar a mineralizagdo do osso neoformado com o osso higido a partir da

informagéao espectral fornecida pela microscopia confocal Raman.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Tecido Osseo
3.1.1 Caracteristicas gerais, matriz 6ssea e tipos celulares

O esqueleto humano é formado estruturalmente por ossos, 0s quais constituem
aproximadamente 20% do massa corporal. Funcionalmente, apresentam papel
importante no suporte de tecidos moles, na protegdo anatémica de 6rgéaos vitais (tais
como cérebro, coragao e pulmdes), alojam o tecido hematopoiético, armazenam ions
(como o Ca?*) importantes em varios processos metabolicos, e associados aos
musculos estriados, compdem o sistema locomotor que propicia a coordenagao de
movimentos voluntarios e ampliagao da forga muscular (MOTA et al, 2008).

Os ossos sao formados por tecido 6sseo que € um tipo de tecido conjuntivo
especializado e esta sob o controle de fatores sistémicos, a exemplo de hormdnios, e
fatores locais, como fatores de crescimento e citocinas (ANDIA; CERRI,
SPOLIDORIO, 2006). O tecido 6sseo néo € completamente ductil nem fragil, mas uma
combinagdo dessas caracteristicas (DINIZ et al., 2009). E um tecido conjuntivo
altamente vascularizado constituido por uma matriz extracelular mineralizada
composta por uma porgao organica e uma porgao inorganica (VO et al, 2017).

O componente organico corresponde a 35% da matriz 6ssea e proporciona
maleabilidade tecidual, sem perder clinicamente a dureza, responsavel pela
resisténcia a fratura, compressao e tragdao. O componente inorganico, que constitui
65% da matriz, confere ao tecido ésseo resisténcia a deformacao (DALMOLIN et al.,
2013).

A parte organica da matriz 6ssea, também denominada osteoide, é formada
por fibras colagenas (colageno do tipo I), fibras elasticas, glicosaminoglicanos,
proteoglicanas e glicoproteinas de adesao (como a osteocalcina, a osteopontina e a
sialoproteina do 0sso0). Ja a parte inorganica é constituida principalmente por ions de
calcio e fosfato, os quais estdo sobretudo na forma de cristais de hidroxiapatita. Além
desses, sdo encontrados outros ions compondo a matriz, como carbonato, magnésio,
sodio e potassio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Inicialmente, a matriz € formada por colageno tipo | que € uma proteina

sintetizada por osteoblastos. Durante os estagios posteriores da osteogénese, a
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matriz neoformada vai se tornando mineralizada com a incorporacao de hidroxiapatita.
Portanto, quanto maior a deposigdo da matriz organica, mais mineralizagao ocorre na
mesma (MAIA FILHO et al., 2014).

As células do tecido 6sseo provém de duas linhagens de células mesenquimais
embrionarias, que se diferenciam a partir de processos distintos de diferenciacao.
Uma relacionada a sintese e manutengao da integridade do tecido Osseo: células
osteoprogenitoras, osteoblastos e ostedcitos; e outra, a reabsorgdo Ossea:
osteoclastos (ANDIA et al., 2006).

As células osteoprogenitoras, também chamadas células-tronco do adulto ou
“células-fonte”, surgem a partir da contragdo dos prolongamentos citoplasmaticos e
diminui¢cdo de volume total da célula mesenquimal. No tecido 6sseo, estas células sao
estimuladas a proliferacéo e a diferenciagdo quando as células maduras chegam ao
término de sua vida-util ou quando estimuladas bioguimicamente na consolidagao de
fissuras ou fraturas ou em condi¢cdes patolégicas como neoplasias ou hiperplasias
Osseas reacionais (MOTA et al., 2008). Estas células estdo presentes em todas as
superficies nao-reabsorvidas (periésteo e enddsteo) e possuem a fungdo de se
diferenciar em osteoblastos (ANDRADE et al., 2007).

Os osteoblastos, também de origem mesenquimal, sdo células
mononucleadas, com nucleo esférico e citoplasma baséfilo. S&do as células
responsaveis pela produgdo dos componentes organicos da matriz extracelular, bem
como participam do processo de mineralizagdo da matriz 6ssea. Quando estdo em
sintese, sdo cuboides ou ligeiramente alongadas e formam uma camada celular
continua sobre a superficie 6ssea que estéd sendo formada (osteoide). Sintetizam
varias proteinas colagenas e nao colagenas, tais como colageno tipo |, osteocalcina,
osteopontina, proteoglicanas, fosfoproteinas e citocinas, que constituem a matriz
organica (ANDIA et al, 2006).

A medida que os osteoblastos secretam a parte organica da matriz ssea, ficam
aprisionados no seu interior, dentro de uma lacuna, e sdo denominados ostedcitos
(Figura 1). Interligando as lacunas, existem canaliculos, nos quais atravessam os
prolongamentos citoplasmaticos dos ostedcitos, que possibilitam a difusdo de
nutrientes e permitem a comunicagao entre estas células. Os ostedcitos s&o células
quiescentes, com reduzida atividade sintética e secretora, porém sao as mais

abundantes no tecido ésseo, em uma proporcdo de 10 ostedcitos para cada
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osteoblasto. Mantendo assim um papel fundamental na manutengao da integridade
da matriz 6ssea (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

A partir de outra linhagem das células indiferenciadas do mesénquima, surgem
os hemocitoblastos, que d&o origem aos elementos celulares do sangue. Dentre
estes, os mondcitos hematopoiéticos, responsaveis pelo sistema fagocitario
mononuclear. Desta linhagem de células surgem os osteoclastos, que sé&o
especializados na reabsorcdo da matriz dssea. Os osteoclastos sao células
multinucleadas, regulados por fator estimulador da colénia de mondcitos, fator de
diferenciagdo dos osteoclastos, interleucinas (IL), vitamina D3, fator de necrose
tumoral (TNF-a) e particulas ésseas mineralizadas contendo osteocalcina (MOTA et
al., 2008).

As diferengas entre as atividades osteoclastica e osteoblastica podem ser
originadas de uma grande variedade de mudangas hormonais ou perturbagdes nos
processos inflamatérios e nos fatores de crescimento (ANDRADE et al. 2007).

Figura 1- Esquema simplificado do processo de remodelagao 6ssea

Pré-osteoblastos

mondcitos
osteoblastos
osteoclastos O

Fonte: TORMENA (2009)

Estruturalmente, o tecido 6sseo pode se apresentar como compacto, na regiéo
mais periférica dos ossos, denominada cortical; e esponjoso ou trabeculado, contendo
rede de trabéculas permeadas por espacgos intercomunicantes que abrigam a medula
Ossea (DALMOLIN et al., 2013).

Microscopicamente, o tecido 6ésseo pode ser classificado em primario (imaturo)
e secundario (maduro, haversiano ou lamelar). O tecido 6sseo primario se apresenta
com fibras colagenas n&o organizadas, com disposig&o irregular e menor quantidade
de cristais de hidroxiapatita. Este tipo de tecido dsseo é encontrado nos centros de
ossificagao e no calo 6sseo. Ja o tecido 6sseo secundario (maduro, haversiano ou

lamelar) é formado por fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas ou
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concéntricas em torno dos canais de Harvers. E mais rigido, mais resistente e mais
mineralizado do que o tecido 6sseo primario (ANDIA et al., 2006).

As superficies Osseas internas e externas séo revestidas, respectivamente,
pelo endosteo e peridsteo, que sdo membranas conjuntivas, as quais possuem ceélulas
osteoprogenitoras e osteoblastos importantes para a manutengéo e reparo do tecido
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.1.2 Reparagéo ossea

O ser humano ndo poderia sobreviver no seu ambiente sem as respostas
protetoras da inflamacao e reparagao. Este é o processo pelo qual, células perdidas
ou destruidas sao substituidas por novas células (GENOVESE, 2007).

Por meio da reparacgéo 0ssea, a estrutura e fungao original do osso lesado séo
restauradas. E um processo complexo, composto por eventos celulares e
extracelulares, que se estabelecem em um estado dinamico de constante
remodelagao (Figura 1), por meio da sintese, deposi¢ao e reabsor¢ao da matriz 6ssea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Para que haja a integridade na formacao de tecido 6sseo é fundamental que
se instaure um equilibrio entre o processo fisiolégico de formagao e reabsorgao.
Necessitando, desta forma, haver auséncia de necrose e infiltrado inflamatorio, além
de estabilidade entre a atividade dindmica osteoblasto/osteoclasto (PEREIRA et al,
2011).

A inflamagdo é um processo patofisiolégico que ocorre imediatamente em
resposta as injurias nos tecidos vascularizados. Durante o processo inflamatério,
ocorre a formagéao de radicais livres, 0os quais em excesso sdo prejudiciais as células,
pois induzem eventos como a peroxidagdo de lipideos da membrana, agressao a
proteinas das membranas e intersticiais, enzimas, carboidratos e DNA. Os radicais
livres estdo associados a varios problemas de saude, por isso faz-se necessario que
o organismo tenha antioxidantes para combaté-los. Compostos antioxidantes podem
diminuir o estresse oxidativo, minimizando a incidéncia de danos teciduais (NUNES;
ABREU, 2012).

No interim da reparagcédo Ossea, ocorre a migragao e proliferagdo de células
indiferenciadas do endodsteo/peridosteo, que se diferenciam em osteoblastos. Em

condi¢bes normais, a neoformagao ossea, se da inicialmente por um aumento da
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atividade secretora destas células, formando rapidamente tecido ésseo imaturo;
seguida pela deposicdo de minerais, principalmente hidroxiapatita. Essa reparagao
tecidual ocorre de forma centripeta, ou seja, da periferia para o centro do defeito
0sseo, devido a proximidade da fonte de novas células. (PORTINHO et al., 2008).

A principio, a atividade osteoblastica é principalmente proliferativa. A sintese e
deposicdo de matriz 6ssea com posterior incorporagao por hidroxiapatita ocorre mais
tardiamente (LOPES et al., 2007).

Os osteoclastos protagonizam a fase final da reparagdo O&ssea, que
corresponde a remodelagdo do tecido 6sseo em sua configuragédo original. Dessa
forma, a reparagdo Ossea constitui-se de uma complexa sequéncia de eventos
moleculares e celulares que atuam de forma coordenada para restaurar as estruturas
danificadas por traumatismos e doengas. Sendo assim, € um processo essencial para
a manutencdo da homeostasia dos organismos vivos (BOSSHARDT; SCHENK,
20009).

Trés diferentes mecanismos biolégicos podem levar ao processo de
neoformagdo Ossea: a osteogénese, a osteocondugdo e a osteoindugdo. A
osteocondugdo pode ser definida como a habilidade de um material servir como
arcabouc¢o, mantendo as dimensdes do defeito 6sseo para que haja a formagéo 6ssea
nos espacos adjacentes a esse material (ALVES et al., 2014; GARCIA-GARETA et
al., 2015). A osteoindugéo € o processo pelo qual células mesenquimais pluripotentes
e células osteoprogenitoras sao induzidas a diferenciarem-se em osteoblastos, que
entdo proliferam e produzem matriz mineralizada (MORATO et al, 2017).

3.1.3 Espectroscopia Raman no 0Sso

A qualidade Ossea € interpretada pelas propriedades composicionais e
arquitetbnicas do tecido O6sseo, que juntas determinam suas caracteristicas
morfofuncionais. Técnicas de espectroscopia vibracional, como a espectroscopia
Raman, para analise da qualidade do osso neoformado em processos de reparagao
O0ssea vém sendo amplamente empregadas. A espectroscopia Raman gera
informagdes importantes sobre a constituicdo de componentes organicos e
inorganicos das amostras analisadas, pois mede as frequéncias vibracionais
caracteristicas das moléculas que as constituem, possibilitando analises qualitativas
e quantitativas ndo destrutivas. Dessa forma, a informacéo espectral fornecida pela
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espectroscopia Raman permite uma boa avaliacdo dos componentes quimicos do
0sso e tem se tornado uma ferramenta poderosa para avaliar a qualidade do osso em
processos de reparagao 6ssea (MAIA FILHO et al., 2014).

A espectroscopia Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional usada
para avaliar o espalhamento da luz em moléculas. O espalhamento Raman ocorre
quando moléculas dentro de uma amostra sdo excitadas por uma fonte de luz
incidente. Movimentos vibracionais dentro das moléculas conduzem a perda de fragao
da energia, sendo espalhada em comprimentos de onda diferentes. A diferenga do
comprimento de onda entre a luz espalhada e a incidente corresponde as vibragdes
moleculares e leva a bandas de deslocamentos de frequéncia caracteristicos no
espectro Raman. Essas frequéncias sdo obtidas em unidades de comprimento de
onda correspondentes & energia vibracional (cm™). Os deslocamentos de frequéncia
servem como uma fonte importante de contraste na avaliagcdo da composicao de
tecidos, tais como o tecido 6sseo (MORRIS; MANDAIR, 2011).

Pode-se utilizar um aparato que fornega radiagdo monocromatica para a
excitagdo do material (como o raio laser, por exemplo), um espectrobmetro que faga a
dispersao da luz e um detector que converta este sinal luminoso em elétrico para
estudar os movimentos vibracionais das moléculas dos diferentes materiais,
permitindo a sua identificagao. Portanto, por meio desta técnica, é possivel determinar
as substancias presentes tanto no tecido normal como em processos patoldgicos
(SILVEIRA JR., 2001).

O espectro Raman traz consigo informagdes dos modos vibracionais das
ligacbes quimicas dos diversos grupos moleculares. Como as bandas de vibragao
molecular sdo unicas e especificas, estreitas e sensiveis a variacdo da estrutura
molecular, diferencas que dependem da molécula analisada podem ser facilmente
identificadas, fornecendo informagao da composicéo bioquimica especifica (ARAUJO,
2009).

A espectroscopia Raman é uma valiosa técnica analitica, capaz de mensurar a
composi¢cao quimica de amostras de sistemas bioldgicos, como biofluidos, células e
tecidos. Além disso, tem sido considerada como uma impressao digital molecular de
diferentes substratos, fornecendo informacgdes quantitativas quanto a sua composi¢ao
quimica. Assim, o potencial da espectroscopia Raman € derivado da sua habilidade

de detectar mudancas ou alteragcbes bioquimicas a nivel molecular e, em virtude
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dessas caracteristicas, tem sido utilizada para diagndstico, progndstico ou como
ferramenta para avaliagao de novas terapias (KONG et al., 2015).

O uso de espectroscopia vibracional na investigagéo biolégica oferece varias
vantagens, tendo em vista que essa técnica fornece informagdes sobre a estrutura e
a composicao do material estudado a nivel microestrutural. Além disso, os dados
espectroscopicos sao obtidos de uma forma nao invasiva e permite a analise com uma
preparacao minima das amostras, permitindo a analise de amostras frescas, as quais
podem estar totalmente hidratadas. Estudos demonstram que os novos equipamentos
Raman sao capazes de investigar a maioria dos tecidos biologicos, especialmente o
0sseo, na faixa visivel sem efeito de fluorescéncia e, por isso, tém sido amplamente
utilizados para mapear as proporgdes de componentes minerais e organicos desse
tecido (KOZIELSKI et al., 2011).

Pesquisas apontam que parametros fisico-quimicos obtidos das amostras
Osseas investigadas por meio da espectroscopia Raman proporcionam um
mapeamento confiavel de informacgdes relativas a qualidade 6ssea em um nivel
molecular, devido a sua capacidade de avaliar eficazmente a presenca de
componentes organicos (cadeias laterais de CH e amida) e minerais (fosfato e
carbonato) da matriz extracelular do osso. Os espectros Raman em uma janela de
800 cm™ a cerca de 1800 cm™ incluem as faixas de fosfato e carbonato mais
caracteristicas que representam os componentes minerais da matriz 6ssea. A banda
de fosfato mais proeminente é detectada em aproximadamente 960 cm™; e a do
carbonato, a 1070 cm™ (ARAUJO, 2009; SOUZA et al., 2012; VIDOTTO et al., 2017).

Maia Filho et al. (2014) demonstraram que o aumento da area do pico de
Raman a aproximadamente 960 cm™ (fosfato) € um parametro que esta relacionado
a otimizacao da neoformacao éssea pois representa maior incorporacédo de conteudo
mineral. Os autores afirmaram também que o periodo de 30 dias é indicado para
analise da composi¢c&do da matriz inorganica 6ssea por espectroscopia Raman por ser
um periodo suficiente para a incorporacao de cristais de hidroxiapatita na matriz 6ssea

em modelo animal.
3.2 Colageno como Biomaterial para Enxertia Ossea

A reparacao de defeitos 6sseos causados por trauma, infeccdo, tumores ou

doengas genéticas € um desafio clinico que normalmente requer o uso de materiais
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de enxerto 6sseo. O osso autdlogo ou autoenxerto ainda é considerado o "padréao-
ouro" clinico e o método mais eficaz para promover a regeneragédo 0ssea. Enxertos
0sseos osteogénicos tém a capacidade intrinseca de estimular a cicatrizagado 6ssea
pela presenca de células, sobretudo mesenquimais indiferenciadas ou
osteoprogenitoras. Todavia, a necessidade de procedimento cirurgico adicional,
fornecimento 6sseo limitado e risco de infecgdo trans e pds-cirurgica sdo as
desvantagens mais importantes do autoenxerto (BLOKHUIS; ARTS, 2011; GARCIA-
GARETA et al.,2015).

Como alternativa ao uso de autoenxerto, pesquisadores da area da
bioengenharia tecidual, mediante os avangos técnico-cientificos observados nas
ultimas décadas, vem estudando biomateriais para atuar como substitutos ou
indutores de formagéao de tecido 6sseo (ALMEIDA et al., 2010).

Excluindo o autoenxerto, todos os outros materiais de enxertos sdo chamados
de biomateriais e sdo definidos como quaisquer substadncias ou arranjos de
substancias (exceto farmacos), de origem sintética ou natural, que sao usadas em
qualquer periodo, para repor, reparar ou aumentar qualquer tecido, 6érgao ou fungao
do corpo. Esses materiais sdo metalicos, ceramicos, poliméricos (sintético ou natural),
compositos, etc. (SANTOS et al., 2005).

A aplicagcdo de biomateriais constituidos de polimeros sintéticos ou naturais
vem sendo amplamente investigada por possibilitar a neoformagao 6ssea por meio do
processo de osteocondugado, o qual caracteriza-se pela capacidade de conduzir ou
direcionar a neoformacdo Ossea sobre e entre a estrutura do material de
preenchimento (CIANI et al., 2006).

Diversos materiais sdo utilizados como osteocondutores, com vantagens e
desvantagens. Polimeros naturais, como o colageno, foram extensamente descritos
como biomaterial utilizado para engenharia tecidual, devido a sua biocompatibilidade,
bioatividade, biodegradabilidade e baixa antigenicidade. Adicionalmente, a presenca
de sequéncias de aminoacidos arginina-glicina-aspartato é responsavel pelo
reconhecimento e adeséo celular. Porém, em contrapartida, arcabougos de colageno
puro ndao apresentam boas propriedades mecanica e podem se degradar muito
rapidamente, o que promovove insucesso da osteoconducdo (GARCIA-GARETA;
COATHUP; BLUNN, 2015; MOREIRA et al., 2004; ROCHA et al., 2002).

Em estudo realizado por Ciani et al. (2006), foi avaliado o uso de biomaterial de
origem bovina na regeneracéo de defeitos 6sseos segmentares em coelhos. Realizou-
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se falha segmentar bilateral de um centimetro de comprimento na diafise do radio,
com inclusdo do periosteo. No membro direito, o defeito foi delimitado por membrana
de pericardio liofilizada, contendo em seu interior uma mistura de proteinas
morfogenéticas Osseas adsorvidas a hidroxiapatita, colageno liofilizado e osso
inorganico. No membro esquerdo, o defeito ndo recebeu tratamento. Apos eutanasia
dos animais aos 60 dias e 150 dias de pods-cirurgico, os resultados radiograficos e
histolégicos demostraram que a regeneragdo Ossea foi inibida nos defeitos
segmentares tratados com o biomaterial.

Um dos fatores essenciais para determinar o sucesso ou fracasso das
reparacdes Osseas nas quais sao enxertados biomateriais osteoindutores € a
utilizagcdo de material carreador. Este deve aumentar a exposicdo dos tecidos do
hospedeiro a substancia indutora e assegurar uma distribuicdo uniforme, sem permitir
que o material implantado ultrapasse os limites do defeito 6sseo. Além disso, ndo deve
provocar interferéncia na regeneragdo Ossea e ainda potencializar a atividade
osteogénica. O carreador deve ser absorvido na medida em que ocorre a
neoformacéo 6ssea. Ademais, deve ser formulado para permitir tamanhos e formas
adequados para o seu uso (RENGACHARY, 2002; SANTOS et al., 2005; PRETEL,
2005).

Sais inorgéanicos, polimeros sintéticos e naturais (hidroxiapatita, sulfato de
calcio, ceramicas, glicerol, alginatos, acido hialurénico e colageno) podem ser
utilizados como carreadores. Dentre estes, o colageno é o carreador mais utilizado
atualmente devido a sua facil aquisi¢cao, pois pode ser obtido de osso, tenddes ou
ligamentos. Além disso, tem propriedades de um carreador ideal, pois n&o induz
resposta imune e nem reagao inflamatéria (OAKES, LEE; LIEBERMAN, 2003;
RENGACHARY, 2002).

3.3 Bixa Orellana L.
3.3.1 Caracterizagéo boténica e composi¢cao

Conhecida popularmente por urucum, a Bixa orellana L. (familia Bixaceae) é
uma planta nativa brasileira (CAPELA et al., 2016). E uma arvore com copa baixa e

estendida, geralmente inferior a 6 metros de altura. Seus frutos s&o capsulas ovoides,
achatadas, com 2 ou 3 carpelos, cobertos de espinhos flexiveis, de cor vermelha,
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esverdeada ou parda (Figura 2). Contem, em média, 54 sementes, as quais
apresentam 3 a 4 mm de comprimento, que sdo cobertas por uma substancia resinosa
de coloragao vermelho-alaranjada, que se torna seca, dura e de coloragao escura com
o amadurecimento (FRANCO et al., 2002; SANTOS et al., 2014).

Figura 2 — Planta, frutos e sementes do urucuzeiro (Bixa orellana L.)

Fonte: FRANCO et al., 2017

Na composicdo das suas sementes sdo encontrados celulose (40-45%),
acucares (3,5 - 5,2%), 6leo essencial (3%), 6leo fixo (4,5 -5,5%), proteinas (13 -16%),
vitaminas (B1, B2, C e A), e minerais (célcio, ferro, fésforo e zinco). Além de conter
lipideos (acido linoleico, e, em menor quantidade, a-linoléico e oléico), aminoacidos
(aspartato, glutamato e leucina) e também diversos carotenoides (bixina, norbixina,
alfa e beta-carotenos e criptoxantina) (SANTOS et al., 2014).

O pigmento do urucum € extraido da camada externa das sementes de Bixa
orellana L. e consiste basicamente de bixina, que representa mais de 80% dos
carotenoides totais encontrados nas sementes. Além disso, a bixina corresponde em
média a 2,5% do peso das sementes desidratadas e trata-se de um apocarotenoide,
originado pela clivagem de carotenos (GARCIA et al., 2012).

O licopeno é descrito como precursor da bixina, a qual apresenta duas
configuragdes estereoquimicas diferentes: cis e trans-bixina. A cis-bixina & soluvel em
solventes organicos polares, apresenta uma cor alaranjada, é insoluvel em dleo
vegetal e pode ser facilmente convertida em trans-isbmeros devido a instabilidade da
forma isolada em solucdo. A trans-bixina € um isbmero mais estavel, que apresenta
uma cor vermelha e é soluvel em 6leo vegetal (RIVERA-MADRID et al., 2016).

A bixina possui uma cadeia de 24 carbonos, contendo um acido carboxilico e
um éster metilico nas extremidades, perfazendo assim a férmula molecular C25H3004
(SANTOS et al., 2014). Varios outros carotenoides (C1g, C22, C24, C25, C30, C32) foram
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isolados e identificados das sementes do urucum, porém constituem a parcela
minoritarias dos pigmentos (COSTA; CHAVES, 2005).

Os demais carotenoides do urucum podem ser obtidos da bixina por meio da
hidrolise alcalina do grupamento éster em uma reagdo de saponificagdo. A bixina
quando exposta a condi¢des alcalinas perde o grupo metil-éster presente na sua
estrutura quimica, assim produzindo o acido dicarboxilico livre, denominado norbixina
(C24H2804). Essas diferengas estruturais (Figura 3) conferem a bixina caracteristicas
lipossoluveis, devido a presenga do éster metilico na molécula, enquanto a norbixina
apresenta maior hidrossolubilidade em razdo da presenga do grupamento carboxila
(GARCIA et al., 2012; PEREZ; SANCHEZ, 2010).

Figura 3 — Estrutura quimica da bixina e da norbixina.
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(a) Molécula de bixina. (b) Molécula de norbixina.
Fonte: GARCIA et al. (2012)

3.3.2 Extragcdo e método cromatografico para analise de compostos da Bixa orellana

A extragdo dos carotenoides das sementes de urucum tem sido realizada
utilizando 6leos vegetais, solventes organicos ou solugdes alcalinas de NaOH, KOH,
NaHCOs; e NH4OH, empregando-se desde técnicas tradicionais, assim como
processos mais avangados, como a extragao supercritica e 0 emprego de micro-ondas
(GARCIA et al., 2012).
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Em pesquisa realizada por Costa e Chaves (2005), sdo descritas metodologias
para a extracdo e caracterizagdo da bixina de sementes de Bixa orellana L. Os
resultados demostraram que o método de extracdo de sementes de urucum com
solugdo de hidroxido de sodio conduziu ao melhor rendimento de bixina quando
comparado a extracdo com acetona, a temperatura ambiente ou em Soxhle. A
extragdo com solugdo salina € mais rapida e de baixo custo, pois ndo necessita de
instrumentacéo sofisticada.

Estudos relatam que a norbixina, que pode ser obtida por meio da
saponificagdo da bixina, € o principal agente corante nas preparag¢des hidrossoluveis
através da extragao alcalina com NaOH ou KOH. A bixina ao ser saponificada da
origem a norbixina, e ambas podem estar presentes em uma extragcdo. Estudos
demostram que as varias formas dos pigmentos podem coexistir no meio de acordo
com o solvente e com o pH da extragao utilizados (NACHTIGALL et al., 2009; YUSA-
MARCO, 2008).

Silva (2014) relatou em seu estudo a extracao de pigmentos de urucum com a
utilizacao de varios solventes. Foram utilizadas solugbes aquosas de KOH e NH4OH,
e solugdes de NH,OH em etanol a 60% e etanol comercial. Na extragéo alcalina com
KOH, a concentracao e a temperatura utilizadas foram fatores que influenciaram na
hidrolise da bixina, a qual é um éster monometilico de um acido dicarboxilico e, em
condigdes alcalinas, o grupo metil pode ser saponificado, produzindo a norbixina que
€ um acido dicarboxilico livre. Ou seja, na extragdo dos pigmentos das sementes de
urucum com solugado aquosa alcalina em condi¢cdes controladas tem-se a hidrodlise do
grupamento éster do principal carotenoide, a bixina, dando origem a norbixina.

Nachtigall et al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes concentra¢cdes de KOH
(1, 3 e 5%), tempo (1, 2 e 3 horas) e temperatura de extragao (30, 50 e 70 °C) na
reacao de saponificacdo da bixina. A concentragdo de bixina diminuiu com o aumento
da concentracdo da base e com o aumento da temperatura de extracdo. A
concentragcédo da base utilizada na extragdo dos pigmentos de urucum foi o fator que
exerceu maior influéncia na reagéao de saponificagdo da bixina.

Para identificacdo e caracterizagdo de compostos presentes em uma
substancia, a combinagao da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas
vem sendo empregada como uma técnica analitica eficaz. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) associa as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separagdo) com as utilidades da
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espectrometria de massas (obtengdo de informagao estrutural, massa molar e
aumento adicional da seletividade). A CG-EM é aplicavel a compostos volateis e
termicamente estaveis nas temperaturas que sao utilizadas durante o processo de
separagao cromatografica. Quando se faz o acoplamento da cromatografia com a EM
obtém-se o chamado cromatograma de massas, que € assim denominado por se
tratar de um cromatograma constituido de todos os ions produzidos pelo
espectréometro de massas (CHIRADIA et al., 2008).

A analise quimica de separag¢ao e identificagdo de constituintes de uma
substancia a partir da CG-EM é uma das técnicas mais efetivas na caracterizagédo de
compostos quimicos volateis, devido a simplicidade, precisao e rapidez. Esta técnica
permite a separacdo dos constituintes, que sdo introduzidos individualmente em
ordem de eluicdo na camera de ionizacdo do espectrdmetro de massas. O espectro
de massas obtido para cada um dos constituintes geralmente indica a massa
molecular e o seu padrdo de fragmentacdo, o qual pode ser comparado
eletronicamente com aqueles constantes da biblioteca de espectros de massas
(THOMAS, 2015).

Para melhorar a resposta do detector e aumentar a eficiéncia na separagao dos
picos cromatograficos no cromatografo de gases € indicada a derivatizagéo, pois esta
modifica os grupos funcionais de moléculas de compostos organicos, aumentando a
sua volatilidade, diminuindo a polaridade e melhorando a sua estabilidade. As reagdes
mais comumente utilizadas para derivatizar moléculas sdo as reagdes de acetilagao
e de sililacao (FRIAS et al, 2014).

A CG-EM vem sendo utilizado para identificagdo e quantificacdo dos
compostos presentes em extratos de Bixa orellana L. COSTA et al. (2013) extrairam
0 Oleo das sementes de Bixa orellana com hexano e, a partir dele, isolaram e
identificaram o &-tocotrienol e quantificaram seus acidos graxos empregando a CG-
EM. Os resultados demonstraram a presenca de o-tocotrienol e, dentre os acidos
graxos, a ocorréncia do acido araquidénico, que até o presente momento ndo havia
sido relatado na espécie em estudo.

Em estudo realizado por CAPELA et al. (2016), os compostos do extrato oleoso
de Bixa orellana L. foram identificados e quantificados por CG-EM. Inicialmente foram
identificados por similaridade os valores dos indices de retencdo na coluna e
posteriormente confirmados por comparacdo dos respectivos espectros de massa

com aqueles disponiveis na biblioteca NIST e Wiley. Em seguida, as areas dos picos
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nos cromatogramas foram integradas para a obtengdo do sinal iénico total e seus
valores utilizados para determinar as proporgcdes relativas respectivas a cada
composto. Na caracterizagdo cromatografica, foram identificados majoritariamente
acidos graxos com conhecida importancia terapéutica, como os acidos linoleico e

oleico.
3.3.3 Propriedades biolégicas da Bixa orellana L.

Durante o metabolismo celular, em condigbes fisiologicas ou patologicas,
ocorre a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de
nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas. Essas agem sobre as
macromoléculas, tais como agucares (CHOH),, DNA, proteinas e lipideos, resultando
em dano celular. Ha grandes evidéncias de que o estresse oxidativo tem fundamental
importancia nos processos de envelhecimento, transformacé&o e morte celular, com
consequéncias diretas em muitos processos patolégicos (VASCONCELOS et al.,
2007). O estresse oxidativo induzido pela superproducao de EROS pode dificultar o
processo de cicatrizagao 6ssea (CHEN et al., 2017).

O organismo humano sofre acdo constante de radicais livres gerados em
processos inflamatérios. O excesso de radicais livres € combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos do meio. Antioxidante € alguma substéncia que
estabiliza uma molécula ou previne significativamente a oxidacdo da mesma, ainda
que apresente menor concentragdao quando comparada a da molécula oxidavel
(BARREIROS et al., 2006).

Diversas substancias antioxidantes foram citadas no combate de radicais livres,
tais como superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase,
glutationa, coenzima Q (CoQ), &cido urico, vitamina E ou tocoferol, transferrina,
carotenoides, entre outros (VASCONCELOQS et al., 2007).

A principal atividade antioxidante dos carotenoides é a desativagao do oxigénio
singleto. Esta desativagdo pode se dar de duas formas, pela transferéncia fisica da
energia de excitagdo do '0, para o carotenoide ou pela reagéo quimica do carotenoide
com o 'O,. Em condigdes normais no organismo, 95% da desativagéo do 0, ¢ fisica,
restando somente 5% para reagir quimicamente, o que torna os carotenoides
antioxidantes mais efetivos (BARREIROS et al, 2006).
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As propriedades antioxidantes dos carotenoides também estdo associadas
com sua capacidade de reagir com radicais livres, principalmente com oxi-radicais
(como o superperoxido) e radicais hidroperoxila e hidroxila (SANTOS et al., 2014).

Estudos demonstraram que os carotenoides tém efeito na cascata de
sinalizagao intracelular, influenciando assim a expressédo génica e a tradugédo de
proteinas. E que s&o capazes de interagir com a via do fator nuclear e, assim, inibir a
producdo de citocinas inflamatorias, tais como a interleucina-8 ou de prostaglandina
E2. Ou seja, os carotenoides apresentam capacidade de modular o estresse oxidativo
e o processo inflamatério (KAULMANN; BOHN, 2014).

O licopeno e o [B-caroteno sdo mais regeneradores que preventivos,
combatendo com mais eficiéncia os radicais livres formados no interior da membrana
celular (BARREIROS et al., 2006). Um estudo clinico mostrou uma correlagao direta
entre o licopeno sérico, capacidade antioxidante total e a diminuicdo do risco de
osteoporose entre mulheres pds-menopausicas. Os resultados demostraram uma
correlagao direta entre o consumo e os niveis séricos de licopeno, o qual apresenta
importante propriedade antioxidante na redugao do risco de osteoporose (RAO; RAO,
2007).

Outros estudos demonstraram que, além de diminuir o estresse oxidativo,
carotenoides como o licopeno e -caroteno estimulam a diferenciagdo osteoblastica e
inibem a formagao de osteoclastos em cultura de células (efeito inibidor na
osteoclastogénese) e, por consequéncia, interferem no metabolismo 6sseo. O f-
caroteno, uma vez que pode ser metabolizado em retinol, exerce seu efeito nos
receptores de acido retindico e/ou receptores retinoides. Estes estimulam marcadores
osteoblasticos precoces em células mesenquimais pluripotentes (ISHIMI et al., 1999;
KIM et al., 2003; NISHIDE et al., 2015, PARK et al., 1997).

As sementes de urucum podem ser consideradas uma potencial fonte de
antioxidantes naturais por conter carotenoides em sua composicdo, como o [3-
caroteno, a bixina, a norbixina, dentre outros (GARCIA et al., 2012). Varias
propriedades farmacoldgicas tém sido relatadas com a utilizagdo de extrato do
urucum. Entre as quais, antitumoral, adstringentes, emolientes, antissépticas,
antibacterianas, anti-inflamatoria e antioxidante (PEREZ; SANCHEZ, 2010; RIVERA-
MADRID, 2016).
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Estudos in vitro atribuiram a norbixina propriedades antioxidantes por diminuir
o efeito mutagénico do perdxido de hidrogénio na molécula de DNA (SANTOS et al.,
2014).

Vilar et al. (2014), em uma reviséo de literatura, apontaram as atividades de
Bixa orellana e seus potenciais usos, e indicaram a viabilidade da sua utilizagao para
o tratamento de algumas doengas, sempre que uma atividade antioxidante,
hipotensora ou hipoglicemiante € necessaria. Relatam ainda que a Bixa orellana L.
tem sido usada por comunidades indigenas do Brasil e de outros paises tropicais para
diversas aplicagdes bioldgicas, o que sinaliza seu uso potencial como ingrediente ativo
em produtos farmacéuticos.

Porém, Santos et al. (2014) avaliaram o processo de reparo cicatricial de feridas
cutaneas abertas de ratos tratadas com extrato aquoso de urucum contendo 2,5% de
norbixina através de analise histomorfométrica. Para tanto, realizaram feridas
cutaneas no dorso de 32 ratos Wistar machos. Estas foram tratadas com extrato de
urucum ou com solugao salina 0,9%. Ao final dos 21 dias de intervencéao terapéutica,
concluiram que o extrato aquoso de urucum contendo 2,5% de norbixina nao é inécuo
aos tecidos cutaneos e possui efeitos pré-inflamatoérios e pré-angiogénicos durante o
processo de reparo tecidual cutdneo em ratos, interferindo no processo de
cicatrizagao.

Por outro lado, Capella et al. (2015) realizaram um estudo para avaliar a agao
do extrato oleoso de urucum na cicatrizagao de feridas cutaneas abertas. Inicialmente,
identificaram os principais acidos graxos do 6éleo de urucum. Em seguida foi realizado
ensaio citotoxico para determinar as concentracdes a serem utilizadas no ensaio in
vivo. No experimento, feridas cutaneas em ratos Wistar foram diariamente tratadas
com: extrato de urucum 0,1%, extrato de urucum 0,01%, vaselina e solugao fisioldgica
por até 21 dias. Concluiram com este estudo que o extrato oleoso de urucum acelera
0 processo cicatricial na fase inicial do processo de cicatrizagao.

Com objetivo de determinar a atividade antibacteriana in vitro de Bixa orellana
L. contra algumas espécies bacterianas patogénicas e comparar com
antibioticoterapia padrao, Alim et al. (2016) observaram que o extrato metandlico de
urucum tem agao antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (B. subtilis e S. lutea)
e bactéria Gram-negativas (S. dysenteriae).

Gutierrez e Romero (2016) investigaram a atividade antiobesidade da bixina

em ratos alimentados com dieta com alto teor de gordura. Concluiram que o efeito
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antiobesidade da bixina parece estar associada, pelo menos em parte, com o efeito
inibitorio de enzimas de digestao: tais como a lipase pancreatica, a-glucosidase, e a-
amilase. Os resultados sugeriram que a bixina também atua como um antioxidante e
pode tratar niveis viscerais de obesidade, normalizagcdo de glicose, resisténcia a
insulina e gasto de energia. Portanto, o urucum, que tem o carotenoide bixina como
composto principal, pode ser um alimento viavel para o tratamento da obesidade e
diabetes.

Espiritu, Lao e Guerrero (2016) compararam o potencial de cura de extrato
bruto, aquoso e etandlico de Bixa orellana L. em queimaduras de pele em modelo
animal com a sulfadiazina de prata disponivel comercialmente. As amostras foram
investigadas quanto a contracdo da ferida, tempo de re-epitelizagdo e outras
caracteristicas histolégicas do processo de cicatrizagao. Os resultados sugeriram que
a Bixa Orellana, independentemente do procedimento de preparacgao, foi eficaz no
tratamento de queimaduras e é comparavel a sulfadiazina de prata.

Estudos avaliando a toxicidade do urucum em modelos animais indicaram n&o
haver efeitos genotoxicos, teratogénicos ou mutagénicos (LIMA et al., 2003).

Subhashree e Panda (2016) investigaram a atividade cicatrizante de
compostos de Bixa orellana extraidos com etanol, acetato de etilo, metanol e éter em
dois tipos diferentes de modelos de feridas em ratos albinos, incisdo e excisdo. Os
resultados do referido estudo sugeriram que a aplicagdo local e a administragéao
sistémica de extrato etandlico demostraram atividade cicatrizante de feridas, pois foi
verificado aumento significativo na contragdo da ferida, aumento na resisténcia a
ruptura e formacao de cicatriz. A propriedade cicatrizante tem sido atribuida aos seus
efeitos antimicrobianos. A presenga de fito-constituintes como flavonoides,
terpenoides, saponinas, fendis, esteroides e taninos, individualmente ou em conjunto,

pode apresentar o efeito sinérgico na cura de feridas.



34

4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi realizado de acordo com a Declaracédo Universal dos Direitos
dos Animais e os principios éticos da experimentagcdo animal determinados pelo
Conselho Nacional de Experimentacao Animal (CONEA), conforme Lei Federal n°
11.794, de 08 de outubro de 2008. O protocolo de pesquisa foi aprovado pela
Comiss&o de Etica em Uso de Animais — CEUA/FACID em 11 de setembro de 2014,

conforme protocolo n° 069/14.

4.2 Obtencao de Compostos do Urucum

4.2.1 Extragéo de carotenoides do urucum

Foram utilizadas sementes de Bixa orellana L. (urucum) adquiridas no Mercado
Central de Teresina-Pl em fevereiro de 2015, produzidas e colhidas na regido norte
do Estado do Para (Figura 4/A). Para extrair compostos do urucum, foram pesados
100 g de sementes. Em seguida, foram adicionados 200 mL de éter etilico P.A.
agitando-se manualmente a solugdo por 30 minutos. As sementes foram peneiradas
e o liquido descartado. Logo apds, foram adicionados 500 ml de hidroxido de potassio
(KOH) 4% com agitagdo manual por cinco minutos (Figura 4/B), e foi realizada nova
filtracdo com peneira (Figura 4/C), descartando as sementes e restando somente a
solucdo, a qual foi levada para uma chapa de aquecimento com controle de
temperatura a 70 °C por uma hora. Em seguida, foi realizada a padronizagao do pH
com acido cloridrico concentrado por meio da analise com tiras PH-Fix, até atingir
escala 5 (Figura 4/D). E entéo, a solugao foi levada para a filtragédo a vacuo (Figura
4/E). O filtrado conseguinte foi levado a secagem a seco em estufa a 40 °C por 12h,
obtendo-se o0 extrato seco contendo compostos extraidos de sementes da Bixa
orellana L. (Figura 4/F).
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Figura 4 — Processo de extracao de carotenoides do urucum

(A) Sementes do urucum. (B) Adicao de KOH 4%. (C) Filtragédo. (D) Padronizag&o do PH.
(E) Filtragdo a vacuo. (F) Extrato seco.
Fonte: AUTOR

4.2.2 Reacéo de derivatizagao por sililacdo e aplicagao da CG-EM

Em um balado de fundo redondo de 5 mL foram adicionados cerca de 5 mg da
amostra extraida das sementes do urucum, em seguida foi colocado um microagitador
magnético no interior do baldo o qual foi vedado com um septo de borracha. O sistema
foi purgado com nitrogénio gasoso (N2). Foram adicionadas duas gotas de piridina
recém destilada para facilitar a dissolugéo, e a mistura foi agitada até a dissolugéao
completa da amostra e por fim 100 uL de BSTFA [bis (trismetilsilil) trifluoroacetamidal
+ TMCS 1% (trimetilclorosilano) foram adicionados para realizar a derivatizagcao da

amostra.
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O sistema foi mantido sob agitagdo em atmosfera inerte com Nz e aquecido em
banho de areia de 70 a 80° C por uma hora. Para a verificagdo da reacao de sililagéo,
foi utilizada uma placa cromatografica.

A analise dos constituintes foi realizada em cromatdgrafo a gas (Thermo GC
Ultra) acoplado a espectrdmetro de massas sequencial de alta resolugdo com
ionizagao por impacto de elétrons e analisador triplo quadrupolo (TSQ Quantum XLS).
Onde uma aliquota de 2 pL de solucdo da amostra (5 mg mL™), previamente sililada,
foi injetada no cromatografo no modo split (10:1).

As condi¢des de analise foram: coluna capilar de 30 m de comprimento por
0,25 mm de didmetro e 0,1 ym de fase estacionaria dimetilpolisiloxano (100%) para
altas temperaturas (modelo COL-ELITE-1HT, PerkinEImer®); o hélio foi o gas de
arraste em fluxo de 1 mL min™'; programacao de analise: temperatura inicial de 100
°C indo até 300°C com uma taxa de 10 °C/min; Temperatura do injetor 290 °C,
interface de 300°C. O espectrémetro de massas operou com ionizagao por impacto
eletrdnico de 70 eV e faixa de varredura de 50 a 650 Daltons (Da).

A identificacdo dos constituintes foi realizada por comparagcdo com os
espectros de massas com dados da literatura da biblioteca computacional Wiley229 e
Nist, a qual armazena informagdes de compostos previamente identificados, além de

proposta das fragmentagoes.
4.3 Ensaio Biolégico de Reparagido Ossea
4.3.1 Selegdo e manejo dos animais

Foram utilizados 40 animais Rattus norvegicus, machos, peso médio de 300g.
Os mesmos foram mantidos em gaiolas de propileno (cinco animais por gaiola) com
boas condi¢gbes de higiene, alimentados com dieta padrao do biotério, ragéo (Labina
TM) e agua ad libidum.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 10 ratos, distribuidos conforme
a intervencgao terapéutica adotada. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos (n=5)
conforme o periodo de eutanasia, 14 e 30 dias. O ensaio biolégico foi realizado no
Laboratério de Fisiologia e Laboratério de Técnicas Histoldgicas da Devry/Facid.
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4.3.2 Preparo cirtrgico dos defeitos 6sseos

Os animais receberam pré-anestesia com atropina (0,04 mL/100g). Apds 15
minutos, foram submetidos a anestesia dissociativa com xilazina (20 mg/mL) e
quetamina (50 mg/mL) na proporgao de 1:1; com o volume de 0,1mL/100g, dose de
4mg/Kg (MASSONE, 2003).

A preparacgao cirurgica do defeito foi realizada na tibia direita dos ratos, e teve
inicio com a tricotomia da regido a ser incisada e antissepsia com clorexidina a 2%. A
area operada foi isolada com campos cirurgicos estéreis e uma incisao linear de 20
mm de extenséo, no sentido cranio-caudal, foi realizada com um bisturi n°® 15, seguida
de divulsao da pele, musculo e peridsteo para a exposi¢ao da superficie 6ssea (Figura
5/A).

Em seguida, foi realizado um defeito 6sseo monocortical no platd da tibia direita
dos animais, utilizando broca esférica de ago n° 8 montada em um micromotor
cirurgico, sob abundante irrigagédo com soro fisiolégico 0,9%, obtendo-se loja cirurgica
com didmetro de 2 mm e profundidade até atingir o canal medular (Figura 5/B).

Figura 5 — Preparo cirurgico dos defeitos 6sseos

\ QN
(A) Incisao e exposic¢ao do osso. (B) Confeccao do defeito dsseo cirurgico.
Fonte: AUTOR

4.3.3 Intervencgéo terapéutica

Nos animais do grupo 1 (G1), a loja cirurgica foi preenchida somente por
coagulo sanguineo do proprio animal; nos animais do grupo 2 (G2), com colageno;
nos animais do grupo 3 (G3), com o extrato seco contendo compostos das sementes

do urucum; e no grupo 4 (G4), com uma mistura do colageno e extrato seco contendo
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compostos das sementes do urucum na proporgao 1:1. Em seguida, foi procedida a

sutura por planos com fio de seda 3-0 (Figura 7/B).

Figura 6 — Biomateriais utilizados para enxertia 6ssea

(A) Colageno. (B) Extrato do urucum
Fonte: AUTOR

Figura 7 — Procedimentos de intervengao terapéutica

(A) Insercao do biomaterial no defeito cirdrgico. (B) Sutura da pele
Fonte: AUTOR

Para terapia antimicrobiana, foi administrado Pentabidtico de amplo-espectro
(0,02mL/100g), via intramuscular (MASSONE, 2003).
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3.3.4 Eutanasia dos animais

Apos o periodo de 14 e 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados
de acordo com os principios éticos adequados para a dissecacdo das amostras que
foram submetidas a analise. Os animais foram eutanasiados com sobredosagem de
anestésico Tiopental Sédico (0,05 ml/100g), via intraperitoneal (MASSONE, 2003).
Logo apos a eutanasia dos roedores, foram removidas as amostras 0sseas onde
foram confeccionados os defeitos (Figura 8/A). Em seguida, os cadaveres foram
congelados em freezer para posterior descarte pelo técnico responsavel pelo biotério

da Instituicdo.

Figura 8 — Preparo das amostras das tibias

(A) Amostra dissecada. (B) Seccao da amostra
Fonte: AUTOR

4.3.5 Analise por microscopia optica

As amostras 0sseas foram seccionadas na parte central do defeito cirurgico,
com auxilio de disco de carborundum acoplado a micromotor (Figura 8/B). As porgdes
Osseas foram separadas em recipientes e identificadas de acordo com o grupo e
subgrupo ao qual pertenciam.

Uma porgao seccionada de cada amostra foi armazenada em formol a 10% por
48h. Depois, desmineralizada em acido formico 20% por 7 dias e encaminhada para
o processamento laboratorial de rotina para inclusdo em parafina: desidratagdo em
séries crescentes de etanol (70-100%), diafanizagéo em xilol, seguida de inclusédo em

parafina. Obtidos os blocos de parafina, foram realizados cortes semi-seriados
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transversais em micrétomo convencional, com espessura de 4 um, para coloragao
pela técnica de Hematoxilina-Eosina (H.E.).

ApOs etapa laboratorial para confecgdo das laminas, estas foram numeradas
de acordo com o grupo e subgrupo ao qual pertenciam. A analise descritiva histologica
foi realizada com auxilio de microscépio 6ptico, baseada nos critérios: presenca de
infiltrado inflamatorio, presenca de necrose, formacgao de fibrose e neoformacéo dssea
(tecido 6sseo imaturo e maduro). As analises foram realizadas por Patologista da

Instituicdo com as laminas codificadas.
4.3.6 Analise por microscopia confocal Raman

A outra porgcdo de cada amostra 0ssea, dissecada dos animais eutanasiados
com 30 dias (MAIA et al., 2014), foi armazenada em nitrogénio liquido (-196° C), pois
a fixacdo quimica ndo € aconselhavel para analise por espectroscopia Raman
(HANLON et a., 2000; TIMLIN et al., 1999). Para iniciar a obtengcao dos espectros
Raman, as amostras foram descongeladas em solugao fisiolégica a 0,9%.

A identificagdo dos modos vibracionais presentes no osso neoformado foi
realizada utilizando-se o microscopio confocal Raman (Figura 9) da marca Bruker®,
modelo Senterra, acoplado a um detector (CCD - Charge Coupled Device). Foi
utilizada a objetiva 20x para focalizagdo das amostras. Como fonte de excitagao para
caracterizagao do espectro Raman, foi utilizado o laser de 785 nm, com poténcia de
saida de 10 mW. Os dados foram obtidos com cinco acumulagées de 15 s com ajuste
automatico de resolucéo de 3-5 cm™. A regido para obtencdo dos espectros foi de
900-1200 cm™.
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Figura 9 — Microscépio Confocal Raman

Fonte: AUTOR

Em cada amostra dos grupos experimentais foram explorados dois pontos
situados na regiao cortical do defeito 6sseo (Figura 10/A), com distancia de 10 um
entre eles. Porém nos espécimes do grupo controle, além dos dois pontos explorados
na area do defeito 6sseo, foi explorado um ponto localizado na regido de osso higido
da tibia dos animais (Figura 10/B), pois este foi usado como controle positivo. Ao final,
foram obtidos 45 espectros em 20 amostras. Desse numero, 40 espectros foram
adquiridos na area de defeito 6sseo (10 espectros por grupo experimental); e cinco
espectros, em 0sso higido (grupo controle positivo).

Figura 10 — Fotomicrografia confocal Raman da tibia seccionada

(® ) Ponto explorado na regido do defeito 6sseo (®) Ponto explorado na regido de osso higido
Fonte: AUTOR



42

Foi utilizado o software PeakFit® para filtragem do sinal Raman e calculo das
areas internas dos picos 960 cm™ (fosfato) e 1070 cm™ (carbonato) em cada espectro
(Figura 11) para caracterizar alteragbes de componentes minerais do 0sso
neoformado (MAIA et al., 2014).

A area interna do pico 960 cm™ foi denominada “Area 1”. A area do pico 1070
cm™ foi denominada “Area 2”.

Os dados obtidos foram importados para o software Microsoft Excel®, para
calcular a média das Areas 1 e 2 em cada amostra. Em seguida, foi calculada a razéo
entre as Areas 1 e 2 (descrita na Equagédo 1) de cada amostra, com objetivo de fazer
a integracdo das areas para suprimir as possiveis variagdes durante o experimento,
como oscilagdo da poténcia do laser, diferengcas de focalizagdo e geometria das
amostras. Pois se houve variagdo nos parametros empregados durante o
experimento, esta foi observada proporcionalmente nas areas internas de ambos os
picos.

Equacéo 7.

5 Area 1 (pico 960 cm™)
RAZAO =

Area 2 (pico 1070 cm™)

Para cada grupo foi calculada a média das razdes, para posterior comparagao
intergrupos. Sendo assim, foi possivel comparar a mineralizagdo de osso neoformado

entre os grupos experimentais e com o padrdo de mineralizagado do osso higido.

4.3.7 Analise Estatistica

As comparacgdes entre os grupos de tratamentos foram realizadas utilizando o
teste ANOVA unidirecional com um nivel de confianga de 95% (p<0,05) e o pos-teste
de comparag¢des multiplas de Tukey-Kramer com o auxilio do software GraphPad
Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectometro de Massas por
Derivatizagao

Para identificagdo dos compostos majoritarios do extrato das sementes de
urucum obtidos apds a extragao com KOH 4%, foi utilizada a analise por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas que deu origem ao
cromatograma de ions totais do extrato sililado de Bixa orellana L. (Figura 11), onde

cada pico representa um composto identificado por tempo de retengcéo na coluna.

Figura 11 - Cromatograma de ions totais do extrato sililado de Bixa orellana
por analise em CG-EM
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(1) acido hexadecanodico trimetilsililado. (2) acido heptadecandico trimetilsililado. (3) bixina

trimetilsililado. (4) norbixina trimetilsililado. (Pico 5) dimetil-B-caroteno trimetilsililado.

Fonte: AUTOR

Foram observados 11 compostos, dos quais foram identificadas cinco
substancias por comparagado dos espectros de massas (Figura 12) com dados da
biblioteca computacional Wiley e Nist, as quais armazenam informag¢des de
compostos previamente identificados, além de proposta das fragmentagbes
(CAPELLA et al., 2016).
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Na caracterizagdo cromatografica, foram encontrados os seguintes compostos
majoritarios: acido hexadecandico trimetilsililado (10,32%), acido heptadecandico
trimetilsillado (11,89%), bixina trimetilsililado (25,82%), norbixina trimetilsililado
(26,55%) e dimetil-B-caroteno trimetilsililado (4,12%) (Tabela 1). Sendo que, dentre
estes, os carotenoides (bixina, norbixina e dimetil-B-caroteno) representaram os

compostos predominantes (56,59%) no extrato das sementes do urucum.

Tabela 1 — Constituintes quimicos majoritarios identificados por CG-EM em
extrato de Bixa orellana apés reagao de derivatizagao

Pico Tempode Substéanciaidentificada Sinais de massas encontrados Abundancia relativa (%)
retengdo (m/z) das substancias
(minutos) identificadas
1 9,61 Acido hexadecandico - TMS 328 (2); 327 (6); 313 (31); 117 (100) 10,32
2 11,25 Acido heptadecanéico -TMS 342 (15); 341 (60); 117 (100) 11,89
3 11,37 Bixina - TMS 465 (2); 299 (3); 81 (74); 69 (100) 25,82
4 16,58 Norbixina — 2TMS 524 (1); 468 (32); 249 (42); 209 (100) 26,55
5 20,82 Dimetil-B-caroteno 563 (2); 535(2); 207 (34); 69 (100) 412
Outros sinais 213

Fonte: AUTOR

5.2 Analise por Microscopia Optica

A Figura 13 representa as fotomicrografias dos grupos experimentais apos 14
dias pos-operatorio. Pode-se observar que, no interior do defeito cirurgico dos
espécimes do G1 (grupo controle), foram observadas espiculas 0sseas delgadas
permeadas por moderado infiltrado inflamatério. Recobrindo a area, havia grande
quantidade de fibrina (Figura 13/A).

Nas amostras do G2 (colageno), foram notadas trabéculas ésseas delgadas,
intercomunicantes, imaturas e entremeadas por tecido medular, com presenga de leve
infiltrado inflamatorio adjacente. Recobrindo o defeito 6sseo, foi verificada uma
delgada faixa de tecido conjuntivo denso com proliferagdo de células indiferenciadas
(Figura 13/B).

Nos cortes histolégicos do G3 (urucum), foi observado que havia formagao de
trabeculado 6sseo intercomunicante formando uma delgada camada cortical interna
no interior do defeito cirurgico, composta essencialmente por tecido 6sseo imaturo.
Foram verificados restos de material fibrinoso sobre a area do defeito, permeado por
leve infiltrado inflamatério e resquicios de compostos de urucum, os quais

apresentavam-se circundados por células osteogénicas (Figura 13/C).
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Ja nas amostras do G4 (urucum/colageno), foram verificadas trabéculas
Osseas intercomunicantes obliterando o defeito cirdrgico, compostas principalmente
por tecido 6sseo imaturo. Recobrindo a area do reparo ésseo, observou-se resquicios
de compostos de urucum envolvidos por células osteogénicas, com peridésteo em

organizacao e leve presenca de células inflamatdrias (Figura 13/D).

Figura 13 - Fotomicrografia do reparo 6sseo dos grupos experimentais
aos 14 dias pos-operatério.

(A) Grupo controle. (B) Grupo colageno. (C) Grupo Urucum. (D) Grupo Colageno/Urucum 1:1. Aumento
100x; H.E. ( * espiculas 6ssea; * trabéculas 6sseas; = resquicios de compostos do urucum)

Fonte: AUTOR
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Na Figura 14, a qual representa as fotomicrografias dos grupos experimentais
apo6s 30 dias pos-opertatorio, pode-se verificar que, nos espécimes do G1, o defeito
cirurgico se apresentou fechado corticalmente por trabéculas ésseas delgadas,
formadas essencialmente por tecido ésseo imaturo e permeadas por tecido
hematopoiético. Sobre a area do defeito, o periosteo em organizagao e o resto de
tecido fibrinoso apresentaram-se com moderado infiltrado inflamatério (Figura 14/A).

Nas amostras do G2, o defeito apresentou-se preenchido por trabeculado
0sseo espesso formado por tecido 6sseo lamelar permeado por areas de tecido 6sseo
imaturo. Sobrejacente a area do reparo 0sseo pdde-se observar formagao de espessa
area de fibrose com diminuta presenca de células inflamatérias (Figura 14/B).

Os espécimes do G3 apresentaram o defeito cirurgico ocluso na margem
cortical por trabeculado 6sseo intercomunicante, formado por tecido 6sseo imaturo e
maduro. Além disso, nesta area do reparo ésseo, foram notados resquicios de
compostos do urucum circundados por numerosas células osteogénicas e discreto
infiltrado inflamatorio. Invadindo a regido medular da loja cirurgica, foram observadas
numerosas trabéculas Osseas intercomunicantes permeadas por tecido
hematopoiético (Figura 14/C).

Ja nas amostras do G4, foram verificadas trabéculas Osseas espessas
obliterando o defeito cirurgico, formadas principalmente por tecido 6sseo maduro. No
peridsteo formado, observou-se resquicios de compostos de urucum envolvidos por
células osteogénicas e auséncia sinais de reagao inflamatéria (Figura 14/D). Nao

houve evidéncias de necrose em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 14 - Fotomicrografia do reparo 6sseo dos grupos experimentais

(A) Grupo controle. (B) Grupo colageno. (C) Grupo Urucum. (D) Grupo Colageno/Urucum 1:1. Aumento
100x; H.E. ( * trabéculas 6sseas; = resquicios de compostos do urucum; A fibrose)
Fonte: AUTOR

5.3 Analise por Microscopia Confocal Raman

Os resultados da microscopia confocal Raman demostraram que, em todas as
amostras analisadas, o principal pico, que representa o componente mineral 6sseo de
fosfato, aparece em 960 cm™ (Figura 15). Enquanto, o pico do carbonato esta na
regido 1070 cm™ (KOZIELSKI et al., 2011; MAIA FILHO et al., 2014).
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Figura 15- Espectro Raman do osso, mostrando os picos 960 cm™” e 1070 cm™
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Fonte: AUTOR

Porém, observou-se grande variagdo das areas internas destes picos entre
amostras (Tabela 2). Por isso, optou-se por calcular a proporgdo entre as areas
internas dos picos 960 cm™ e 1070 cm™ em cada amostra para integracéo das areas.
Em seguida foi calculada a média das razbes de cada grupo para posterior

comparagao intergrupos.
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A anadlise estatistica dos dados (Grafico 1) mostrou que a média das razdes
entre as areas internas dos picos 960 cm™ e 1070 cm™ do G4 foi significativamente
maior (p<0,05) quando comparada a média das razées do G1. Também se observou
que a média das razdes entre as areas internas dos picos 960 cm™ e 1070 cm™ foi
significativamente maior (p<0,05) nas amostras de osso higido quando comparada a
proporcdo dos G1 e G2. Nao foi verificada diferenga estatistica entre os demais
grupos.

Grafico 1: Médias + desvios-padrao das razdes entre as areas dos picos 960
cm™ e 1070 cm™ por grupo experimental com 30 dias apoés a cirurgia
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Fonte: AUTOR
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi realizada a extragdo de compostos das sementes do urucum
com KOH 4%. Obteve-se um extrato contendo os carotenoides: bixina, norbixina e
dimetil-B-caroteno, os quais juntos representam 56,59% dos constituintes majoritarios
identificados pela CG-EM (Tabela 1). Trabalhos anteriores apontaram que o KOH tem
sido utilizado para extragdao dos pigmentos das sementes de urucum (COSTA;
CHAVES, 2005; GARCIA et al., 2012; NACHTIGALL et al., 2009; SILVA et al., 2016;
YUSA-MARCO et al., 2008).

Os resultados demostraram que a norbixina foi o composto de maior
abundancia relativa (26,55%) encontrado no extrato obtido das sementes do urucum,
embora a bixina represente 80% dos pigmentos naturalmente encontrados na Bixa
orellana L. (COSTA; CHAVES, 2005; YUSA-MARCO et al., 2008). Outros estudos
demostraram que o derivado desmetilado da bixina é a norbixina (C24H2s04), a qual é
encontrada naturalmente em pequena quantidade nas sementes do urucum, porém
pode ser obtida por meio da hidrélise alcalina do grupamento éster da bixina em uma
reagao de saponificagdo (NACHTIGALL et al., 2009; SANTOS et al., 2014), fato que
sugere que ocorreu saponificagdo da bixina e formagao de norbixina no extrato obtido
no presente estudo.

Além da extragdo dos carotenoides bixina e norbixina, também foi obtido e
identificado o dimetil-B-caroteno, com abundéncia relativa de 4,32%. Este resultado
esta em consonancia com estudo que apontam que varios outros carotenoides, além
da bixina e norbixina, sdo isolados e identificados, porém constituem a parcela
minoritaria dos pigmentos extraidos das sementes do urucum (VILAR et al., 2014).

Nos animais do grupo G1, preenchidos por coagulo, foi observada reagao
inflamatoria moderada nos periodos de 14 e 30 dias. Nos grupos G3 e G4, no entanto,
observou-se uma reducdo na densidade do infiltrado inflamatério. E possivel que o
uso de enxerto de urucum tenha contribuido para este resultado, porque contém
majoritariamente em sua composigao os carotenoides bixina, norbixina e dimetil-3-
caroteno (Tabela 1). Estes apesentam atividade antioxidante conhecida (BARREIROS
etal., 2006; GOLIN et al., 2013; KAULMANN; BOHN, 2014; PEREZ; SANCHEZ, 2010;
RIVERA-MADRID, 2016; RAO; RAO, 2007; SANTOS et al., 2014). A literatura mostrou
que as fases iniciais da reparacdo 6ssea sdo caracterizadas pela instalacdo de
processo inflamatério (PEREIRA et al., 2011) e que este gera estresse oxidativo



53

induzido pela superproducdo de radicais livres, que pode dificultar o processo de
reparo no tecido (CHEN et al., 2017).

O excesso de radicais livres pode ser combatido pela atividade antioxidante
desses carotenoides, o0s quais apresentam grande capacidade de reagir
principalmente com superperoxido, radicais hidroperoxila e hidroxila (BARREIROS et
al., 2006; SANTOS et al., 2014).

Os resultados neste estudo evidenciaram que o enxerto de compostos
extraidos das sementes de urucum com KOH 4%, associado ou nao ao colageno, é
capaz de favorecer os fenbmenos iniciais da reparagcéo 6ssea por diminuir a reagcao
inflamatoria nessa fase. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, o0s
quais apontaram a relacdo entre o uso do urucum e o efeito anti-inflamatério, e
sugeriram que esta propriedade ocorra devido a capacidade antioxidante dos
carotenoides presentes nele (GUTIERREZ; ROMERO, 2016; PEREZ; SANCHEZ,
2010; RIVERA-MADRID et al., 2016; VILAR et al., 2014).

A extensa cadeia de duplas ligagbes das moléculas dos carotenoides
proporciona variagdes de distribuicao eletrbnica que permitem a adi¢cao de radicais
livres aos carbonos adjacentes as insaturagdes (GARCIA et al., 2012). Além disso,
sdo capazes de interagir com a via do fator nuclear e, assim, inibir a produgédo de
citocinas inflamatorias, tais como a interleucina-8 ou de prostaglandina E2. Ou seja,
os carotenoides apresentam capacidade de modular o estresse oxidativo e o processo
inflamatério (KAULMANN; BOHN, 2014).

Microscopicamente, n&o houve evidéncia de necrose nas amostras dos quatros
grupos, fato que demostrou que a utilizagao do extrato do urucum n&o induziu a morte
celular nas amostras dos grupos G3 e G4, embora tenha sido observado resquicios
do mesmo aos 14 e 30 dias pods-operatorio. Este resultado corrobora estudos
anteriores, nos quais foi verificado, em modelos experimentais, que a utilizacao
terapéutica da Bixa orellana nao produziu efeitos citotdéxicos na reparacéo de pele e
mucosa bucal (CAPELLA et al., 2016; ESPIRITU; LAO; GUERRERO, 2016; PEREZ;
SANCHEZ, 2010; SANTOS et al., 2014; SUBHASHREE et al., 2016).

Na analise histopatolégica, aos 14 dias, pOdde-se observar que houve a
formagdo de trabeculado &sseo intercomunicante mais espesso no G3 e G4;
contrastando com a formagéo de delgadas espiculas dsseas imaturas evidenciadas
na area da loja cirurgica dos animais do G1 e G2. Sugere-se que este resultado seja
decorrente da presenca de carotenoides no extrato de urucum enxertado nos defeitos
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o0sseos dos grupos G3 e G4, pois estes compostos apresentam grande potencial
proliferativo de osteoblastos, os quais sdo diretamente responsaveis pela
neoformacgéo de osso conforme mencionado por KIM et al. (2003).

Também pbde-se verificar intensa proliferagcdo de células osteogénicas
circunjacentes aos resquicios do urucum nestes grupos (G3 e G4), sugerindo a
propriedade de osteoindugao desse biomaterial. Estes achados corroboram trabalhos
anteriores que demostraram o efeito estimulador de carotenoides sobre a proliferacéo
celular, bem como seus efeitos inibitorios sobre a osteoclastogénese e,
consequentemente, sobre diminuicdo da reabsorcdo O&ssea, pois a acado de
carotenoides, como o B-caroteno, pode neutralizar os efeitos adversos do estresse
oxidativo no osso (RAO; RAO, 2007; NISHIDE et al., 2015).

No presente estudo foi empregada a técnica de espectroscopia Raman para
analise da mineralizacdo O0ssea aos 30 dias pds-operatorio. No espectro Raman, o
pico observado a 960 cm-' corresponde a vibragdo de estiramento simétrica de fosfato
primario (PO4), e este é um marcador utilizado com frequéncia para analise da
mineralizacdo éssea. (ARAUJO, 2009; MAIA FILHO et al., 2014; SOUZA et al., 2012).

Na intensidade dos picos dos espectros obtidos, e consequentemente na area
dos mesmos, pode ter havido discrepancias ocasionadas por variagao de focalizacao
das amostras durante o experimento. Por isso, optou-se por calcular a razdo da area
do pico do fosfato (960 cm™) em relagdo a uma segunda variavel, a area do pico do
carbonato (1070 cm™), para fazer a integracdo das areas (Tabela 2). Pois, se houve
discrepancias, estas afetaram proporcionalmente a area de ambos os picos nos
espectros. Esse parametro permitiu correlacionar o padrao de mineralizagdo do 0sso
neoformado com o do osso higido.

Aos 30 dias, pode-se notar microscopicamente que o reparo do defeito 6sseo
das amostras nas quais foram enxertados o colageno (G2), urucum (G3) ou a
associagdo de ambos (G4) apresentaram melhor morfologia de osso neoformado
quando comparado ao grupo controle (G1). Apesar da semelhancga histopatologica
dos reparos 6sseos evidenciados nestes trés grupos, a analise Raman demostrou que
as amostras do G4 apresentaram média das razdes (Area 1/Area 2) significativamente
maior (p<0,05) quando comparado a do G1 (controle negativo). Isto indica que o
enxerto de colageno associado a compostos de sementes de urucum produziu padrao

de mineralizagdo melhor, pois se assemelhou a propor¢gao de minerais encontrada no
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osso higido (controle positivo), o qual também apresentou significancia estatistica
quando comparado ao G1.

Nas amostras que se utilizou apenas o colageno (G2), pode-se observar que a
area do defeito, aos 30 dias, estava recoberta por extensa fibrose. E provavel que,
embora o colageno seja um biomaterial com propriedades osteocondutoras, ele
sozinho n&o tenha sido capaz de manter o espaco adequado para o crescimento
0sseo, permitindo a invaséo de fibroblastos adjacentes ao peridsteo, que promoveram
a deposigcédo acentuada tecido conjuntivo fibroso (CIANI et al., 2006). Este fato foi
salientado pela analise por espectroscopia Raman, na qual os resultados
demostraram que as amostras desse grupo (G2) apesentaram proporgao
significativamente menor entre as areas dos picos 960 cm” e 1070 cm™ quando
comparada a propor¢do encontrada no osso higido, demonstrando inapropriado
padrao de mineralizagéo do osso neoformado.
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7 CONCLUSAO

Os compostos majoritarios extraidos do urucum (Bixa orellana L.) com KOH 4%
sao carotenoides norbixina, bixina e dimetil-B-caroteno. O extrato seco obtido das
sementes de urucum possui efeitos anti-inflamatorio e osteoindutor; e quando
associado ao colageno, promove mineralizagdo da matriz éssea neoformada
semelhante a encontrada no osso higido na analise por espectroscopia Raman. Nas
condi¢cbes apresentadas neste estudo, a reparacdo 6ssea em modelo experimental
na tibia de Rattus norvegicus é favorecida com a utilizagdo de compostos de urucum
(Bixa orellana L.) associado ao colageno.

Este trabalho apresenta grandes contribui¢des para a produgéo biotecnologica
regional, por ser um estudo pioneiro sobre a utilizagdo de biomateriais de enxertia
Ossea obtidos a partir de produtos naturais, o urucum e o colageno, que sao de facil
aquisicao e baixo custo.

E importante que este estudo venha a causar impacto no meio cientifico, no
intuito de fomentar a realizagdo de novas pesquisas que possam evidenciar a
aplicabilidade clinica do enxerto de colageno associado a composto de urucum, pois
configura-se como oportunidade promissora para o desenvolvimento de um protocolo

terapéutico odontologico favoravel a reparagéo 6ssea.
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