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RESUMO: Ruta graveolens (L)., conhecida popularmente como arruda-
-doméstica, ¢ uma espécie perene pertencente a familia Rutaceae. Possui
propriedades antimicrobiana, fungicida, anti-inflamatoria e abortiva. O tra-
balho teve como objetivo avaliar a toxicidade subcronica do 6leo essencial
de Ruta graveolens (L.) na dose de 200 mg/kg em camundongos fémeas.
Utilizou-se 16 animais, divididos em grupo controle e experimental, tratados
diariamente, 1x/dia, durante 14 dias. No 15° dia de tratamento os animais
foram eutanasiados e os 6rgaos foram coletados e pesados. O peso corporal,
consumo de dgua e racdo e sinais clinicos de toxicidade foram analisados no
decorrer do experimento. Sangue, figado e rim foram coletados para analise
dos parametros histologicos, bioquimicos e enzimaticos. Nenhum sinal clinico
ou consumo de dgua e ragao foi alterado no grupo experimental em relagao ao
controle, o que demonstra auséncia de toxicidade causada pelo 6leo essencial
de arruda. Em relagdo aos parametros bioquimicos e analise histologica, ndo
houve alteragdes significativas do grupo experimental em relagdo ao contro-
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le. Pode-se verificar que o 6leo essencial de Ruta graveolens (L.) na dose de
200mg/kg nao apresenta toxicidade subcronica em fémeas de camundongos.

Palavras-chave: Toxicidade. Ruta graveolens (L.). Histologia.

ABSTRACT: Ruta graveolens (L.) popularly known as domestic rue, is a
perennial species belonging to the Rutaceae family. It has antimicrobial, fun-
gicidal, anti-inflammatory and abortive properties. The aim of this study was
to assess the subchronic toxicity of essential oil of Ruta graveolens (L.) at a
dose of 200 mg/kg in female mice. 16 animals divided into control and exper-
imental groups treated daily were used, once a day for 14 days. On the 15th
day of treatment the animals were euthanized and the organs were collected
and weighed. Body weight, food and water consumption and clinical signs of
toxicity were analyzed during the experiment. Blood, liver and kidney were
collected for histological, biochemical and enzymatic parameters analysis. No
clinical signs or water and food consumption were altered in the experimental
group compared to the control one, which demonstrates absence of toxicity
caused by rue essential oil. Regarding the biochemical parameters and the
histological analysis there were no significant changes in the experimental
group compared to the control group. It was verified that the essential oil
from Ruta graveolens (L.) at a dose 0f 200 mg/kg does not present subchronic

toxicity in female mice.

Keyword: Toxity. Ruta graveolens (L.). Histology.

Introducgao

O Brasil abriga uma grande biodiversida-
de do planeta, apresentando grande potencial
para geracdo de pesquisas, desenvolvimen-
to e inovagdes de produtos originarios de
plantas medicinais. Neste sentido, o uso da
fitoterapia faz parte da cultura de diferentes
grupos da populagao, sendo utilizada e difun-
dida por muitas geragdes (ASSIS et al. 2015).
Assim, as plantas medicinais podem ter as
acOes terapéuticas conhecidas para serem
posteriormente comprovadas cientificamente
(OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012).

O mercado farmacéutico nacional e inter-
nacional tem valorizado e ampliado a pes-
quisa e o desenvolvimento de medicamentos
oriundos de plantas. Esta motivagdo ocorre
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pelo fato da produg¢do de medicamentos
apresentar melhor relacdo custo/beneficio
quando comparada aos produtos sintéticos,
por apresentar boa acdo bioldgica, baixa to-
xicidade e menos efeitos adversos. Também
¢ levado em consideracdo o menor custo de
produg@o e por poder ser comercializado com
precos mais acessiveis. Ainda cabe destacar a
busca por habitos mais saudaveis de vida e a
valorizagdo do meio ambiente pela sociedade
através do consumo de produtos naturais
(ETHUR et al., 2011; OLIVEIRA, GIL-
BERT, BOAS, 2013; CORREA JR., 2014).

Nativa da regido do Mediterraneo e sudo-
este da Asia, a Ruta graveolens (L.) pertence
a familia Rutaceae, é uma planta perene, e
vem sendo utilizada na medicina da Europa
e da Asia ha mais de 1500 anos (HORNOK,
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1992). E uma planta de existéncia longa,
que se renova a cada primavera. Suas folhas,
verde-claras, tém odor caracteristico, forte, e
sabor ligeiramente picante, porém, mascara-
do pelo seu odor amargo (OLIVEIRA, 2006).
E um arbusto perene de até um metro de al-
tura. As folhas sdo pequenas, profundamente
divididas, pinadas e glandulares pontilhadas.
Os caules sdo muito ramificados. Suas flores
sdo pequenas e amarelas (ZARGARI, 1990).

Ensaios farmacoldgicos comprovaram
seu efeito como febrifugo, antiparasitaria,
espasmolitica, fotossensiblilizante, cica-
trizante, anti-inflamatoria, antirrcumatica,
antiulcerogénica, anti-helmintica e sudorifera
(YAMASHITA et al., 2009). De acordo com
MEJRI etal. (2010), a arruda também ¢ indi-
cada para a normalizacdo do ciclo menstrual,
como repelente, vermicida, tratamento da
leishmaniose e vermes.

Toda substancia, segundo os estudos to-
xicologicos, pode ser considerada um agente
toxico, dependendo das condigdes de expo-
si¢do, como dose administrada ou absorvida,
tempo e frequéncia de exposi¢ao e vias pelas
quais € administrada (OGA, 2003). Os efeitos
toxicos variam desde os considerados leves,
como a irritagdo dos olhos, até respostas
mais sérias, como o dano hepatico ou renal,
podendo ser tdo graves quanto incapacitacao
permanente de um 6rgdo, como cirrose ou
cancer (OGA, 2008). Os principais objetivos
dos testes de toxicidade subcronica sdo esta-
belecer os niveis nos quais nao se observam
os efeitos toxicos, identificar e caracterizar
os orgdos afetados e a severidade apds ex-
posicdes repetidas (OGA, 2008).

Embora existam estudos toxicologicos de
Ruta graveolens (L.), sdo ainda poucos en-
contrados na literatura sobre o 6leo essencial,
para que se possa realizar o uso racional da
planta. Frente a isso, objetivou-se avaliar a
toxicidade subcronica do 6leo essencial de
Ruta graveolens (L.) na dose de 200mg/Kg
em camundongos Swiss fémeas.
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Materiais e Métodos

Coleta e Identificagdo da Planta

A planta foi coletada no distrito de
Capo-eré longitude 27° 45°00.17”’S e lati-
tude 52°16°00.06” O, proximo a cidade de
Erechim, no periodo de agosto de 2011, em
diferentes pontos de coleta para obtencao de
um volume razoavel a fim de possibilitar a
extragdo do 6leo essencial. Apds foi identi-
ficada por um Bidlogo e uma exsicata foi re-
gistrada no Herbario Padre Balduino Rambo
da Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes sob numero HPBR
11.576. Foram utilizadas no estudo todas as
partes do material vegetal, exceto as raizes.

Obtencéo do Oleo Essencial

O material vegetal coletado foi seco em
estufa de circulacao de ar até peso constante
e ap6s moido em moinho de facas para a
obtengdo do pd. O oleo essencial foi ex-
traido por hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger no laboratério de Biotecnologia
Vegetal da URI Erechim. Foram utilizadas
100g do po obtido, submergido em dois litros
de agua destilada. Como o material vegetal
fica submerso na dgua, na hidrodestilagao
0s compostos volateis e semivolateis, por
possuirem tensao de vapor mais elevada que
a 4gua, sao arrastados (SEFIDKON et al.,
2007) e coletados na forma de 6leo essencial.
Durante a extracao foi obtido o rendimento
total do 6leo para cada 100 gramas de pd
em mL (% p/v). Apos extraido, o oleo foi
transferido para um recipiente de vidro (tipo
ambar) e mantido a temperatura de -20°C
para posterior utilizagdo.

Animais de Experimentacao e
Cuidados Eticos

Para todos os testes foram utilizados ca-
mundongos Swiss fémeas, com 50 a 60 dias
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de idade, e nado foi considerado o ciclo
reprodutivo, oriundas do Laboratério de
Experimentagdo Animal da URI Erechim.
Os animais foram acondicionados em caixas
separadas, sob condigdes de temperatura de
2242°C e um ciclo de 12h luz/12h escuro,
com acesso a agua e alimentacao a vontade.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da URI Ere-
chim sob nimero 094/PIA/11. No fim do
experimento os animais foram eutanasiados
em camara de CO,. As carcagas dos animais
foram incineradas.

Delineamento Experimental

Foram utilizados 16 camundongos fé-
meas Swiss. Os animais foram divididos
em grupo controle e grupo experimental.
O grupo experimental recebeu o 6leo es-
sencial de Ruta graveolens (L.) na dose de
200 mg/Kg/dia, durante 14 dias, e o grupo
controle recebeu agua destilada, (veiculo),
na mesma propor¢ao e periodo. A escolha da
dose foi baseada em estudos anteriores com
adose de 100mg/kg, a qual ndo demonstrou
efeitos toxicos nos animais testados. A ad-
ministra¢do foi por sonda gastrica. Foram
observados e registrados, diariamente, os
dados fisiologicos (peso corporal, consumo
de 4gua e consumo de racao), sinais clinicos
de toxicidade como piloeregdo, diarreia e
irritabilidade (KHERA, 1984) ¢ alteragdes
comportamentais anormais durante todo o
estudo.

No 15° dia, os animais experimentais ¢
controles foram eutanasiados em camara de
CO,. O abdomen foi incisado para a coleta
e peso do figado, rins, cérebro e bago, a fim
de verificar a possivel toxicidade.

Analise Histologica

Os o6rgaos de metabolizagdo e excregdo
figado e rins foram processados histolo-
gicamente segundo a técnica rotineira em
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parafina, corados em hematoxilina e eosi-
na e analisados em microscopio optico. A
avaliacdo das alteragdes teciduais e do grau
de dano hepatico e renal foram numeradas
gradualmente, seguindo escores que vao de
0 a 3, sendo que 0 indica auséncia de dano,
1 indica dano baixo, 2 indica dano moderado
e 3 dano intenso. Para figado os parametros
seguidos foram: necrose, congestao vascular,
megalocitose, infiltracao celular, eosinofilia,
vacualizagdo citoplasmatica, hipercroma-
tismo, dilatagdo sinusoidal. Os rins foram
avaliados quanto a tumefacao celular, vacu-
alizagdo citoplasmatica, congestdo vascular,
dilatacdo tubular, células apoptoticas e espa-
¢o de filtracao glomerular. Os dados foram
avaliados estatisticamente e distribuidos em
tabelas para analise.

Ensaios Bioquimicos Enzimaticos e
Nao Enzimaticos

Os biomarcadores séricos foram medidos
utilizando as atividades das enzimas alanina
aminotransferase (AST) e aspartato amino-
transferase (ALT), que foram analisados.
Para tal, foram obtidas amostras de sangue
da artéria abdominal com auxilio de uma
seringa de 5 ml, através do emprego de uma
agulha de calibre 25%7. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm,
por 15 minutos, a uma temperatura de 4°C.
Em seguida, foram separadas amostras de
soro para determinar as atividades enzima-
ticas (ALT, AST), as quais foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita nos
Kits labtest®.

Para avaliagao dos niveis de peroxidagao
lipidica, espécies reativas ao acido tiobar-
biturico (TBARS) foram determinadas de
acordo com a Ohkawa et al. (1979), em que
o malondialdeido (MDA), um produto final
da peroxidagdo de acidos graxos, reage com
0 acido tiobarbiturico (TBA) para formar um
complexo colorido. A quantidade de TBARS
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produzido foi medido em espectrofotometro,
a 532 nm e os resultados foram apresentados
como proteina nmol mg MDA.

Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados de toxi-
cidade e analise bioquimica foi no programa
estatistico Statistical Biostat utilizando-se
o teste da analise de varidncia (ANOVA).
A existéncia de diferenga significativa en-
tre dois grupos foi estabelecida pelo teste
de Duncan. A analise estatistica dos dados
referentes a histologia foram realizados
pelo teste de distribuicdo ndo paramétrica
Kruskal Wallis do Bioestat, seguido do teste
Student-Newmam-Keuls. Os dados foram
considerados significativos quando p <0,05.

Resultados

Sinais Clinicos e Peso Corporal

Durante os 14 dias de tratamento com o
oleo essencial de arruda ndo houve nenhuma
morte. Além disso, as fémeas que receberam
0 6leo essencial ndo apresentaram diarreia. A
piloerecao foi observada nos primeiros dias
(0-3) de tratamento.

O peso corporal das fémeas tratadas com
o0 6leo essencial durante o periodo de 14 dias
de exposicao nao diferiu estatisticamente
com o peso dos animais do grupo controle
(Figura 1).

Figura 1 - Peso corporal (g) de fémeas tratadas com o 6leo
essencial de Ruta graveolens (L.) na dose de 200mg/kg e do
controle durante 14 dias.

44 [ controle

E= Experimental

Peso Corporal (g)

Dias de Tratamento

Os resultados estdo expressos como média + DP.

Peso Absoluto e Relativo dos Orgaos

A Tabela I estd demonstrando que nao
houve diferenga significativa no peso relativo
e absoluto dos 6rgaos do grupo experimental
quando comparado com o grupo controle.

Consumo de Agua e Racéo

Consumo de Agua

Conforme a Figura 2, podemos observar
o consumo de agua do grupo experimental,
o qual foi maior significativamente durante
o periodo de tratamento (7-11), quando
comparado ao grupo experimental. No fim
do experimento (11-15) os animais do gru-
po experimental apresentaram uma reducao
significativa em relagdo ao grupo controle.
Durante todo o tratamento (0-15) os animais
do grupo experimental apresentaram reducao
do consumo de agua quando comparados ao
grupo controle.

Tabela I - Peso dos orgaos das fémeas tratadas com o 6leo essencial de Ruta graveolens (L.) na dose de 200mg/kg e do

controle durante 14 dias.

ORGAOS/GRUPO Figado Baco Cérebro
Absoluto (g)
Experimental 1,53+1,54 0.3240,04 0,110,11 032033
Controle 1,58+1,60 0,34£0,04 0,1220,12 0.38+0,39
Relativo (%)
Experimental 4,95:0,43 1,04+1,03 0,35+0,33 1,05+1,10
Controle 5,26:0,84 1,141,15 0,40+0,39 1,26+1,25

Os resultados estdo expressos como média = DP.
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Figura 2 - Consumo de agua (mL) das fémeas tratadas com
o 6leo essencial de Ruta graveolens (L.) na dose de 200mg/
kg e do controle durante 14 dias.

[ controle
B Experimental

Consumo de Agua (mL)

Dias de Tratamento

Os resultados estao expressos como média + DP.

Diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle, p<0,05.

Consumo de Racao

Na Figura 3, as fémeas do grupo expe-
rimental apresentaram um maior consumo
significativo da ragdo ao longo do tratamento,
ou seja, entre os dias 0-15. Os demais dias
de tratamento nao influenciaram o consumo
de racdo de ambos os grupos.

Figura 3 - Consumo de ragdo (g) de fémeas tratadas com o
oleo essencial de Ruta graveolens (L.) na dose de 200mg/
kg e do controle durante 14 dias.
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E= Experimental
60
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Os resultados estdo expressos como média = DP.

Diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle, p<0,05.

Ensaios Bioquimicos Nao
Enzimaticos e Enzimaticos

Parametros Bioquimicos Niao Enzimaticos

Avaliando os niveis de TBARS em figado
e rins dos grupos controle e experimental, ndo
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se observou nenhuma alteracdo significativa
conforme mostra a Figura 4.

Figura 4 - Parametros enzimaticos de fémeas tratadas com
o 0leo essencial de Ruta graveolens (L.) e controle, durante
14 dias.
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Os resultados estdo expressos como média + DP.

Parametros Bioquimicos Enzimaticos

Os resultados apresentados na Figura 5
representam a analise das enzimas AST e
ALT em fémeas dos grupos controle e expe-
rimental. Observa-se que ndo houve alteracdo
na atividade das enzimas AST ¢ ALT no
tecido hepatico e renal das fémeas do grupo
experimental quando comparado ao grupo
controle (Figura 5).

Figura 5 - Parametros nio enzimaticos de fémeas tratadas
com o 6leo essencial de Ruta graveolens (L.) e controle,
durante 14 dias.
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Os resultados estao expressos como média + DP.
Analise Histologica

Avaliando os diferentes parametros histo-
l6gicos renais e hepaticos das fémeas tratadas
com o 6leo essencial de Ruta graveolens (L.)
e comparando com os resultados do grupo
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Tabela II - Analise histologica do tecido renal dos grupos controle e experimental tratados com o 6leo essencial de Ruza

graveolens (L.), durante 14 dias.

GRUPOS/ CTL EXP Valor de p
PARAMETROS o 1 2 3 0 1 2 3

Espaco de filtragao 4 0 0 0 2 1 0 0 0,207
Tumefagdo Celular Cortical 0 1 1 2 3 0 0 0 0,325
Vacuolizagio 4 0 0 0 3 0 0 0 0,325
Células Eosinofilicas Medular 4 0 0 0 3 0o 0 0 0,325
Congestao vascular 4 0 0 0 3 0 0 0 0,325
Dilatagéo do Tubulo contorcido distal 1 1 2 0 2 1 0 0 0,207

Os dados estdo distribuidos quanto ao numero de animais que apresentaram o escore de 0 a 3.

Tabela III - Analise histologica do tecido hepatico dos grupos controle e experimental tratados com o 6leo essencial de arruda,

durante 14 dias.

GRUPOS/ CTL EXP Valor de p
PARAMETROS o0 1 2 3 0 1 2 3

Espaco de filtragdo 4 0 0 0 2 1 0 0 0,207
Tumefagdo Celular Cortical 0 1 1 2 3 0 0 0 0,325
Vacuolizag¢do 4 0 0 0 3 0o 0 0 0,325
Células Eosinofilicas Medular 4 0 0 0 3 0o 0 0 0,325
Congestao vascular 4 0 0 0 3 0 0 0 0,325
Dilatagdo do Tubulo contorcido distal 1 1 2 0 2 1 0 0 0,207

Os dados estdo distribuidos quanto ao numero de animais que apresentaram o escore de 0 a 3.

controle, ndo foram encontradas alteragdes
significativas (Tabelas II e III), o que de-
monstra auséncia de danos causados pelo
oleo essencial na dose de 200mg/Kg.

Discussao

A massa corporal do animal é um indi-
cador fundamental para indicar a toxicidade
de uma substancia (JAHN; GUNZEL, 1997).
Entretanto, foram utilizados alguns parame-
tros com a finalidade de avaliar a toxicidade,
dentre elas, o consumo de racdo e agua,
controle do peso corporal, e ocorréncia de
morte animal, e também peso de 6rgaos como
figado e rins. Com os resultados obtidos foi
possivel observar que quando se trata de
indicativo de peso os animais se mostraram
resistentes, ja que ndo apresentaram altera-
¢oes de peso corporal durante o experimento.

Os sinais de toxicidade sistémica sao
definidos a partir da redugdo na massa cor-
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poral dos animais experimentais (TOFOVIC;
JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002; TEO
et al., 2002). Outros sinais de toxicidade
podem se expressar pela alteragdo da massa
relativa dos 6rgaos, alteracdes hematologicas
e bioquimicas sanguineas (GONZALES;
SILVA, 2003).

Os rins e figado sdo o6rgdos essenciais
na metabolizacdo e excre¢ao de substancias
presentes no organismo. Nesse contexto,
os pesos relativos e absolutos dos orgaos
analisados, rins e figado, ndo se mostraram
alterados, o que indica auséncia de toxicidade
em tais 6rgdos. Os rins exercem importante
papel depurador do sangue. Desta forma,
quando surgem alteragdes no tamanho desse
orgdo, estas podem ser provindas de origem
imunologica, inflamatoria, infecciosa, neo-
plasica, degenerativa, congénita e hereditaria,
o que nao foi o caso neste estudo.

Ademais, a toxicidade sistémica pode
se apresentar através da diminui¢do nos
consumos de agua e ragdo, alteracdes de
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comportamento, apatia e a presenca de pelos
arrepiados (MELO, 2001).

No presente estudo, os animais, que
receberam o o6leo essencial apresentaram
maior consumo de agua no decorrer de
todo experimento quando comparado com
o grupo controle. Ao longo dos 14 dias de
experimento o consumo de ragdo também foi
maior do que o consumo do grupo controle.
Esses resultados nos mostram que nao houve
toxicidade do 6leo essencial.

Para se protegerem contra oxidacdes os
sistemas biologicos possuem mecanismos
quimicos e enzimaticos. Um dos métodos
para se quantificar os produtos da peroxida-
¢do lipidica é o método de analise da forma-
cdo de substancias que reagem ao acido tio-
barbittrico (TBARS). Método o qual consiste
na analise dos produtos finais da peroxidagao
lipidica que, ao reagirem com o acido tio-
barbitarico (TBA), formam bases de Schiff
(PRADA etal., 2004). Os resultados obtidos
por meio da analise dos niveis de peroxidacao
lipidica ndo se mostraram significativos nos
niveis de TBARS no figado dos animais do
grupo experimental quando comparados ao
controle. Este resultado indica que o 6leo
essencial ndo causou danos na membrana
celular dos tecidos, mostrando-se nao toxico.

Algumas anélises bioquimicas sdo capa-
zes de medir um dano hepatocelular, de forma
que quantificam a presen¢a de compostos
intracelulares e extracelulares. Dentre uma
dessas analises estdo as determinagdes das
aminotransferases: aspartato aminotransfera-
se (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
que sdo capazes de indicar a integridade
celular (COLICHON; TOREZAN FILHO;
STRAUSS, 2001). Essas aminotransferases
sdo sensiveis indicadores de dano hepatico,
essencialmente quando se trata de uma lesao
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¢ hepatite aguda. Incluem a AST (aspartato
aminotransferase) e a ALT (alanina amino-
transferase). A AST pode ser encontrada em
diversos tecidos, portanto é menos especifica
de lesdo hepatica comparada com a ALT, que
¢ encontrada majoritariamente no figado.
Quando aumentadas, essas enzimas podem
indicar sérias doencas hepaticas, as quais
podem apresentar alteragdes bioquimicas e
estruturais, ou até uma séria lesdo hepatica
(GAYOTTO; VIANNA; LEITAO;2001). Na
analise da toxicidade subcronica dos animais
nao houve aumento significativo dos niveis
de AST e ALT no soro dos animais expostos
ao 6leo essencial de Ruta graveolens (L.)
quando comparados ao grupo controle.

O exame histopatologico dos 6rgaos (rim
e figado) ndo mostrou alteragdes, tanto no
grupo controle quanto no grupo tratado com o
oleo essencial. Nos rins, o 6leo essencial ndo
promoveu alteragdes histologicas. Nao foram
encontrados inflamagao ou fibrose, congestao
ou areas de hemorragia. O lobulo mostrou-se
intacto, o cortex apresentou glomérulos regu-
larmente distribuidos, capsula de Bowman,
com espaco de refracdo artefatual além de
tufos capilares finos. Os tiibulos contorcidos
proximais e distais e o segmento de ducto
coletor ndo apresentaram alteragdes. Com
este resultado, pdde-se confirmar a avalia-
¢do bioquimica que ndo mostrou alteragdes
metabolicas nesses 0rgaos.

Conclusao

A administra¢do oral subcronica do 6leo
esséncia de Ruta graveolens (L.) na dose de
200 mg/kg ndo apresenta toxicidade frente
a analise dos sinais clinicos, bioquimicos e
histolégicos analisados ao longo do experi-
mento.
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