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RESUMO. As substâncias rutina e bixina foram escolhidas para estudo uma vez que nosso laboratório de
pesquisas busca efeitos farmacológicos de flavonóides e corantes naturais em várias plantas brasileiras.
Foram avaliadas a toxidade aguda de bixina e rutina na dose diária de 0,01 mol/Kg em coelhos hiperli-
pidêmicos induzidos por colesterol a 0,5% e ácido cólico a 0,1%, durante vinte e oito dias, após os quais fo-
ram dosadas uréia, creatinina, ácido úrico, proteínas totais, cálcio, transaminase glutâmico oxalacética
(TGO) e transaminase glutâmico pirúvica (TGP). Os resultados evidenciaram que bixina e rutina reduzi-
ram os níveis desses parâmetros que permitem avaliar as alterações no metabolismo de aminoácidos, pro-
teínas, dos ácidos nucleicos e mineral, ficando demonstrado a inocuidade da bixina e da rutina. 
SUMMARY. “Acute toxicity of rutin and bixin of Bixa orellana”. This work evaluates the acute toxicity of bixin
and rutin in the daily dosis of 0.01 mol/kg in hyperlipidaemics rabbits induced by cholesterol at 0.5% and colic
acid at 0.1%, during twenty-eight days, after which serum urea, creatinin, uric acid, total protein, calcium, glu-
tamic oxaloacetic transaminase (GOT) and glutamic pyruvic transaminase (GPT), were assessed in the blood.
Bixin and rutin decresead the concentrations of these substance wich indicators of disturbance in the amino
acids, proteins, nucleic acid and mineral metabolisms; therefore demonstrating the innocuity of bixin and rutin.

INTRODUÇÃO
A toxidade aguda envolve ensaios biológicos

com animais experimentais, sendo uma ava-
liação estimativa e preliminar das propriedades
tóxicas de uma substância, fornecendo infor-
mações acerca dos riscos para a saúde, resultan-
tes de uma exposição de curta duração de uma
dose simples ou de doses repetidas, em perío-
dos de 14 a 28 dias, por uma via selecionada 1.
Nestes estudos, deve-se realizar exames hemato-
lógicos, bioquímicos, autópsia geral, histopato-
logia, efeitos mutagênicos, teratogênicos e carci-
nogênicos. Um grupo controle de animais para
fins de comparação deve ser mantido e, durante
o experimento, avaliar o estado geral dos ani-
mais, além de verificar a quantidade média de
alimento consumido, sobrevivência dos animais,

o tempo transcorrido até a morte de 50% dos
mesmos, além da observação dos efeitos tóxicos 2.

Substâncias de origem natural como os caro-
tenóides, dentre eles, a bixina, derivada do uru-
cum, e também o alfa-caroteno e beta-caroteno
(cenoura), licopeno (tomate) e criptoxantina, lu-
teína, e zeaxantina (brócolis) têm sido testados
quanto à sua toxidade. Verificou-se que estes
compostos podem possuir a capacidade de pre-
venir o câncer 3 . 

Flavonóides, como rutina, estão presentes
em vegetais como alho, soja, frutas, vinho, to-
mate e chocolate, dentre outros. Muitos flavo-
nóides são potentes antioxidantes, estão envol-
vidos na função imune, expressão de genes, flu-
xo sanguíneo cerebral e capilar, funções hepáti-
cas, a atividade de enzimática, antiagregador
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plaquetário, síntese do colágeno, degradação de
fosfolipídeos, colesterol e metabolismo da hista-
mina 4.

Nagem et al. 5 verificaram o efeito hipoli-
pidêmico do flavonóide naringina e dos coran-
tes naturais antocianina e carmim no metabolis-
mo lipídico em ratos. Também, em estudos de
Pereira et al. 6 foi observado um efeito pronun-
ciado na redução de colesterol e triacilgliceróis,
utilizando o flavonóide biochanina A e os co-
rantes monascus e clorofila, 

Efeitos de flavonóides sobre a peroxidação
lipídica hepática de ratos tem sido alvo de pes-
quisas 7.

O composto bis (2-cloroetil)sulfeto (SM), um
potente agente anti-micótico e também mutagê-
nico e carcinogênico, quando aplicado em ratos,
causou depleção de glutátion (GSH) e aumen-
tou a peroxidação lipídica no fígado. Os flavo-
nóides gossypina e hidroxietilrutosídeo foram
capazes de aumentar os níveis de GSH e prote-
ger da peroxidação lipídica, que foi medida pe-
los níveis de malonaldeído, que não sofreu alte-
ração nos animais tratados. 

Lavier et al. 8 avaliaram os efeitos de flavo-
nóides sobre as enzimas metabolizadoras de
drogas em fígado de ratos. A adição de flavo-
nóides (flavona e tangerentina) à dieta, durante
2 semanas, aumentou as atividades mediadas
pelo citocromo P-450 e b-5, como também as
atividades do p-nitrofenil UDP-glicuronil transfe-
rase e glutation transferase. Flavona e flavanona
também aumentam o nível de fenol-UGT (UDP-
Glicuronil transferase), androsterona e testoste-
rona-UGTs. Esta ação biológica dos flavonóides
é de suma importância, pois os complexos mul-
tienzimáticos Cit-P-450 e b5 são os responsáveis
pelos fenômenos de detoxicação no fígado de
animais. 

Um estudo recente demonstrou a capacidade
da rutina em reduzir, significativamente, os ní-
veis de colesterol e triacilgliceróis, além de man-
ter os níveis elevados de colesterol-HDL, em so-
ro de ratos Wistar, hiperlipidêmicos, tratados
previamente com triton 9. A bixina, por outro la-
do, também tem mostrado exercer efeito hipoli-
pidêmico em coelhos tratados com triton 10 .

A bixina e outros carotenóides possuem efei-
to antioxidante, sendo de importância na pre-
venção da aterosclerose. Sabe-se que a lipopro-
teína LDL, quando oxidada, danifica o endoté-
lio, por conseguinte, a ação antioxidante dos ca-
rotenóides, nos quais se inclui a bixina e a nor-
bixina, protegeria o endotélio da ação desta li-
poproteína. As lesões ateroscleróticas iniciam-se

após algum tipo de injúria ao endotélio normal-
mente causada pelo LDL oxidado. Os carotenói-
des são captados neste processo e impedem es-
ta oxidação 11, 12.

Rutina e outros flavonóides tem sido pesqui-
sados por seus efeitos sobre a atividade de
hormônios esteroidais. Alguns flavonóides testa-
dos possuem atividade estrogênica, androgênica
e progestacional.Nesses estudos foram sugeridos
que os flavonóides pesquisados podem ter efei-
tos na modificação dos riscos de câncer e na te-
rapêutica e prevenção 13.

Também as pesquisas com flavonóides como
a rutina, morina e outros com ação de interferê-
nica no metabolismo oxidativo do ácido araqui-
donico por plaquetas humanas e leucócitos e
neutrófilos mostram o seu mecanismo de ação
como antiinflamatórios por inibir as enzimas de
dessa rota 14.

Considerando que essas substâncias possam
no futuro, servir como medicamentos no contro-
le do metabolismo lipídico, testes toxicológicos
fazem-se necessários. O presente trabalho foi re-
alizado para avaliar se ocorreu a toxidade aguda
por doses repetidas, durante 28 dias, do corante
natural bixina e do flavonóide rutina de Bixa
orellana, em coelhos hiperlipidêmicos tratados,
diariamente, com colesterol e ácido cólico, por
via oral. 

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados coelhos da raça Nova

Zelândia, com peso médio variando de 1550 ±
100g, com idade de oito semanas, a 2200 ± 100,
após atingir doze semanas de idade. Eles rece-
beram a ração comercial Nutricoelhos, na pro-
porção de 100 gramas diárias, e água à vontade.

Os coelhos foram separados em 5 grupos de
6 animais, distribuídos ao acaso, recebendo as
substâncias bixina (corante natural) e rutina (fla-
vonóide), conforme descrição: Grupo 1- Ração;
Grupo 2- Ração + colesterol + ácido cólico; Gru-
po 3- Ração + colesterol + ácido cólico + bixina;
Grupo 4- Ração + colesterol + ácido cólico + ru-
tina; Grupo 5- Ração + colesterol + ácido cólico
+ bixina + rutina. 

A hiperlipidemia foi induzida, administrando,
por via oral, misturadas na ração, colesterol à
0,5% e ácido cólico à 0,1% de peso da ração,
diariamente.

As substâncias testes foram fornecidas na do-
se de 0,01 mol/Kg de peso corporal, também
por via oral, em cápsulas, utilizando o talco co-
mo veículo. Os animais do Grupo 1 e 2 também
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receberam as mesmas cápsulas, porém sem as
substâncias testes.

Após 28 dias de tratamento, amostras de san-
gue dos animais foram coletadas na na veia da
orelha de coelhos. Em seguida, foram centrifu-
gadas à 7100 G, durante 15 minutos, para ob-
tenção do soro. As dosagens sorológicas foram
efetuadas e obtidos os valores em mg/dL de
uréia, creatinina, ácido úrico, proteínas totais,
cálcio, transaminase glutâmico oxalacético
(TGO) e transaminase glutâmico pirúvico (TGP),
utilizando-se kits da marca Biolab e o equipa-
mento Alizé (analisador automático de Bioquí-
mica).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Nas Tabelas 1 a 3, estão representados as

médias e as percentagens de variação relativas
aos níveis de uréia, creatinina, ácido úrico, pro-
teínas totais, cálcio e as enzimas TGO e TGP,
respectivamente, avaliadas no soro dos coelhos
hiperlipidêmicos, que receberam as substâncias
bixina e rutina, isoladas e associadas, após 28
dias de tratamento, comparando-as com os ní-
veis dos grupos controles G1- (Ração) e G2-
(Ração + colesterol + ácido cólico).

Na Tabela 1, observa-se que o tratamento
com rutina foi o que apresentou maior percen-
tagem de redução (8,14%) de uréia e o trata-
mento com rutina + bixina, apenas aumentou
0,15% nos níveis de uréia. Em mamíferos, pela
desaminação dos aminoácidos, há liberação de

amônia que, pelo ciclo da uréia no fígado, é
convertida em uréia, constituindo-se na princi-
pal forma de excreção de nitrogênio. Já no coelho,
há uma grande população de microorganismos
no intestino grosso com atividade proteolítica e
que utiliza o amoníaco e a uréia como fonte de
nitrogênio. No ceco, se segrega uréia proceden-
te do sangue, o que pode ajudar a manter um
adequado aporte de nitrogênio para o metabo-
lismo bacteriano 15. Muitos flavonóides podem
se ligar a proteínas afetando a sua absorção e o
seu aproveitamento pelos animais. Consideran-
do que a uréia é uma forma de excreção de ni-
trogênio em mamíferos a hidrólise diminuída de
proteínas também afeta os níveis de uréia. Pos-
sivelmente esta seja uma das explicações. Quan-
do o rim do animal também é afetado esses
parâmetros são alterados de forma considerável.
Esse estudo demonstrou que nas doses testadas
as alterações foram pequenas. 

Na Tabela 1, observa-se ainda que o grupo
3, tratado com bixina, reduziu em 12,88% o ní-
vel de creatinina, se comparado com o grupo 2,
sendo esta redução estatisticamente significativa,
enquanto a rutina não causou modificação sig-
nificativa. A creatinina é formada nos animais à
partir da arginina. Pode acumular-se no músculo
e é reservatório de grupos fosfatos. Seus níveis
são alterados, principalmente, em insuficiência
renal e obstrução urinária 16. Novamente nota-se
que tanto a bixina quanto a rutina afetaram
pouco este parâmetro. Isto vem demonstrar que

Uréia
% de variação % de variação

Creatinina
% de variação % de variação

Grupos
(mg/dL)

em relação a: em relação a:
(mg/dL)

em relação a: em relação a:
Ração Ração + CAC Ração Ração + CAC

1- Ração (R) 38,60 ± 1,55 1,17 ± 0,05

2- R + colesterol
+ ácido cólico 27,03 ± 1,06 -29,07 # 1,32 ± 0,06
(CAC)

3- R + CAC +
26,70 ± 1,54 a -30,83 * -1,22 1,15 ± 0,08 a -1,71# -12,88 *

bixina

4- R + CAC +
24,83 ± 1,21 a -35,67 * -8,14 1,27 ± 0,05 a 8,55 -3,79

rutina

5- R + CAC +
27,07 ± 1,36 a -29,87 * +0,15 1,27 ± 0,08a 8,55 -3,79

rutina + bixina

Tabela 1. Valores médios de uréia e creatinina (± êrro-padrão) e suas respectivas % de variação no soro san-
güíneo de coelhos hiperlipidêmicos, tratados com bixina e/ou rutina. Médias seguidas de mesma letra minúscu-
la não diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). *Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste
de Dunnett (P<0,05). DMS Dunnett = 3,52 mg/dL. para uréia, DMS Dunnett = 3,52 mg/dL.para creatinina.
# Estatisticamente diferente do grupo-controle (ração) pelo teste F (P<0,05).
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os resultados obtidos indicam que o rim não foi
afetado por essas substâncias nas doses e vias
utilizadas nesse estudo. 

Analisando a Tabela 2, observa-se que os
tratamentos não diferiram significativamente en-
tre si. O grupo tratado com rutina obteve um
aumento significativo no nível de ácido úrico,
quando comparado com o grupo 1 (Ração),
sendo a variação de 54,79%. Quando compara-
do com o grupo 2 (Ração + CAC), verifica-se
que os tratamentos não causaram variação signi-
ficativa, embora tenha ocorrido diminuição con-
siderável nos níveis de ácido úrico nos grupos
tratados com bixina (17,92) e bixina + rutina
(29,25%).O ácido úrico nos animais é obtido por
transformações sobre base purina contida nos
ácidos nucléicos. As bases guaninas, pelo ação
da guanase, fornecem a xantina e a adenina for-
nece a hipoxantina. Tanto a xantina, quanto a
hipoxantina, produzirão o ácido úrico, em pre-
sença da xantinooxidase 17.

Possivelmente, a redução pode ter ocorrido
por inibição da xantinooxidase, o que seria im-
portante nos tratamentos de pacientes com o ní-
vel de ácido úrico elevado como na gota, leuce-
mia, anemia hemolítica, mieloma múltipla, entre
outras.

Pesquisas tem revelado os efeitos de flavo-
nóides inibindo a xantinoxidase, portanto esses
resultados podem ser explicados em parte por
esse mecanismo de ação. No entanto a literatura
não tem demonstrado efeitos de carotenóides
sobre xantinooxidase no entanto de acordo com
os resultados obtidos houve uma redução de
17,92% que durante um mês é uma variação
considerável. Normalmente indivíduos com gota
ingerem medicamentos por longos períodos ou
pelo menos enquanto durar a crise. O uso de
antiinflamatórios nesse processo é comum e o
consumo por longos períodos podem causar di-
versos efeitos colaterais.

Na Tabela 2, os valores de proteínas totais
mostram que os tratamentos não apresentaram
alteração significativa em relação aos grupos
controles, G1- (Ração) e G2- (Ração + CAC). Es-
tes resultados se mostram importantes, pois, a
síntese protéica é elevada no fígado e, caso este
órgão fosse afetado por estas substâncias, os ní-
veis de proteínas iriam reduzir consideravelmen-
te.

A proteína é o principal componente do teci-
do muscular, dos hormônios e das enzimas.
Além disso, os anticorpos, elementos de defesa
orgânica do animal contra doenças, são proteí-
nas. Devido a essas funções no organismo ani-

mal a deficiência em proteínas provoca cresci-
mento retardado, redução na eficiência de utili-
zação dos alimentos, queda na resistência a do-
enças. O coelho necessita, principalmente, de
dois aminoácidos presentes nas proteínas, me-
tionina e lisina 18. 

Além dos efeitos de inocuidade de bixina
obtidos em nossos resultados a literatura relata
que os carotenóides além de sua função como
precursores de vitamina A, se tem atribuído aos
carotenóides outras atividades biológicas, tais
como o aumento da comunicação entre as
uniões Gap, estimulação do sistema imunológi-
co e atividade antioxidante 14. Essas proprieda-
des específicas dos carotenóides tem sido discu-
tidas no contexto de sua atividade preventiva
contra o câncer. 

De acordo com a Tabela 3, não se observa
variação estatisticamente significativa nos níveis
de cálcio entre os grupos tratados com os com-
postos e os grupos controles (G1 e G2). O cál-
cio exerce várias funções no organismo, como a
participação do metabolismo ósseo, influi no
transporte das membranas celulares, afeta a
transferência dos íons através das organelas, fa-
cilita na liberação dos neurotransmissores, atua
na liberação e ativação de enzimas, entre outras.
Os seus níveis são alterados principalmente no
hiperparatireoidismo, hipervitaminose D, trans-
plantes de rins, neoplasias, pelo uso de diuréti-
cos, síndrome nefrótica e pancreatite aguda 19 .

De acordo com a Tabela 3, observa-se que
os animais do grupo 2 aumentaram o teor de
TGO no soro sanguíneo em 125,16% em relacão
ao grupo 1, sendo este aumento significativo
pelo teste F. Embora os níveis de TGO no san-
gue dos animais tratados com bixina tenham se
mantidos 30,10% mais elevados em relação aos
animais do G1 (ração), esse tratamento foi ca-
paz de reduzir de maneira significativa estes ní-
veis, em comparação com o G2 (ração + CAC),
cuja variacão foi de 42,22%. Mais interessante
foram os resultados obtidos com os tratamentos
rutina (G4) e bixina + rutina (G5) que reduzi-
ram o teor de TGO àquele encontrado no grupo
de animais controles, que receberam apenas
ração (G1), diminuindo em 56.45% e 55,01%,
respectivamente, em relação ao G2 (ração +
CAC). 

As transaminases transferem o grupo NH2
dos aminoácidos para os cetoácidos alfa. A TGO
catalisa a reação do ácido oxaloacético + ácido
glutâmico para produzir ácido (-cetoglutárico +
ácido aspártico. Em humanos, os valores nor-
mais de TGO oscilam de 8 a 20 UI/mL. Nas he-
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patites infecciosas, hepatopatias crônicas, icterí-
cias, enfarte do miocárdio, as concentrações de
TGO elevam-se extremamente 16 .

A Tabela 3 apresenta os níveis de TGP, onde
vê-se que a bixina foi o tratamento que mais re-
duziu (45,43%) em relação ao G2 (ração +
CAC), seguido do tratamento com a rutina, que
reduziu 36,64%. Em humanos, esta enzima tam-
bém é responsável por reações de transami-
nação, cujos valores variam de 5 a 15 UI/mL.
Esta enzima se eleva nas hepatites e icterícias.
Sua elevação ocorre em menor intensidade no
enfarte do miocárdio 16.

Os resultados obtidos evidenciam que, pela
análise dos constituintes sanguíneos de uréia,
creatinina, ácido úrico, proteínas totais, cálcio,
TGO e TGP de coelhos hiperlipidêmicos, nas
condições experimentais estabelecidas neste tra-
balho, as substâncias bixina e rutina, reduzem
os níveis dos parâmetros elevados pela adminis-
tração de colesterol e ácido cólico aos teores
encontrados no grupo de animais controle, que
receberam apenas ração. A determinação destes

parâmetros permitem avaliar se as substâncias
testes provocam alteração no metabolismo de
aminoácidos, proteínas, dos ácidos nucleicos e
dos minerais. O teste de toxidade aguda realiza-
do no presente trabalho mostra que a bixina e
rutina não apresentaram efeitos deletérios, con-
siderando os parâmetros avaliados, demonstran-
do assim a inocuidade destes compostos. Os
compostos testados apresentaram efeitos farma-
cológicos como hipolipidêmicos o que poderá
permitir no futuro o uso dos mesmos como fár-
macos e a avaliação de sua inocuidade sobre os
outros parâmetros bioquímicos poderá demons-
trar os seus efeitos não tóxicos. Outros estudos
ainda serão necessários dentro da avaliação to-
xicológica. 

No entanto, é importante ressaltar que todas
as conclusões devem ser retiradas sempre de
comparações com os grupos de animais normais
do próprio experimento uma vez, que formu-
lações diferentes de dietas devem afetar os parâ-
metros sanguíneos em qualquer espécie animal.
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