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Informacdes Sistematizadas da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Ruta Graveolens L., Rutaceae — Arruda

1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

Ruta graveolens L.'?

1.2 SINONIMIA BOTANICA

Ruta hortensis Mill 2

1.3 FAMILIA

Rutaceae."?

A familia Rutaceae consiste em mais de 1.600 espécies diferentes de arbustos
e pequenas arvores, distribuidas em aproximadamente 150 géneros, que crescem
principalmente em paises de climas tropicais, subtropicais e temperados sendo
que, no Brasil, sdo descritos 33 géneros e aproximadamente 192 espécies."

1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1 — Fotos da espécie Ruta graveolens L.

Fonte: Tropicos.org (A) e Wouter Bleeker - UBC Botanical Garden and Centre for Plant Research (B)
(http://www.botanicalgarden.ubc.ca/potd/2012/06/ruta-graveolens.php).
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1.5 NOMENCLATURA POPULAR

A espécie apresenta uma série de nomes populares nas diferentes regides
do Brasil: Arruda, arruda-fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-aromatica,
arruda-do-povo, ruda, ruta-fedorenta, arruda-macho, arruda-fémea, erva-arruda,
arruda-doméstica e arruda-dos-jardins** Em outros paises ao redor do mundo,
onde a planta esta amplamente distribuida, é conhecida popularmente como:
Rue, Ruda — em espanhol, Common Rue, Herb of grace, Herbygrass — em inglés,
Rue fetide, Herbe de grace — em francés, Henruda — em japonés, Ruca, Rute -
em italiano, Sadab, Satab, Sudaab, Seerpatchilai — em hindi, Sodab — em iraniano,
Wynruit, Binnewortel — em africander, Aruda, Aruvadam — em cingalés.*"

1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A planta é originéria da regido mediterranea — sul da Europa, norte da Africa
e extremo oeste da Asia ou Asia menor. A planta é empregada com finalidades
medicinais e se encontra amplamente distribuida em varias regides do globo,
principalmente Europa, Africa, América tropical, Asia (China, Japao e India)
e Australia. "

1.7 OUTRAS ESPECIES CORRELATAS DO GENERO,
NATIVAS OU EXOTICAS ADAPTADAS

Existem cinco espécies correlatas, também denominadas de variedades do
género Ruta: R.chalepensis, R.angustifolia, R. montana, R. tuberculata e R. pinnata.*'*¢
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2.1 PARTE UTILIZADA / ORGAO VEGETAL

Todas as partes da planta sao utilizadas: raizes, caules, folhas, flores e frutos.
Os principios ativos estdo em maior concentracao nas folhas e caules antes do
periodo da floragao."™

2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

A planta, ilustrada na Figura 2, é considerada um subarbusto perenifélio com
caule de meio a 1 m de altura. Apresenta-se com varios talos de aproximadamente
60 cm e caules com ramificacoes finas. Suas folhas,de 12a 15 mm de comprimento,
sao alternadas, pecioladas, tripinatipartidas, sem estipulas, glabras e cobertas por
glandulas oleiferas que exalam forte odor balsamico caracteristico. Os foliolos
sao oblongos e os terminais sao trasovados. As folhas superiores sao pinadas,
de contorno triangular, obtusocrenadas, subcoridceas, de cor azul-esverdeada.
Suas flores possuem coloracao amarelo-esverdeada, em corimbos terminais,
hermafroditas com pétalas livres entre si, pedunculadas, lanceoladas e com
pequena bractea. Apresenta foliculo oblongo, ovario sUpero com mais de um
ovulo, fruto capsular com quatro ou cinco lobos arredondados e sementes
rugosas e pardas.”" Os frutos sao secos, duros, arredondados, e com 4-5 lébulos
embotados na parte superior.*

13
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Figura 2 — llustracdo das estruturas da espécie R. graveolens

Bue (Rule graveclens).

Rue.
Seed, entire and cub vertically
).

Rue.
Fruif, entire and eut vertically (mag.).

Fonte: DELTA - DEscription Language for Taxonomy (http://delta-intkey.com/).

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

A espécie R. graveolens apresenta epiderme externa seguida de hipoderme,
cortex, zona central e vascular medula. A epiderme e a hipoderme sao unicas
e em camadas. O cortex é diferenciado no exterior por algumas camadas de
clorénquima e parénquima interior. O clorénquima é vagamente organizado como
aerénquima, contendo grande quantidade de espacos aéreos. O parénquima é
normal com espacos intercelulares. O periciclo é feito de manchas com fibras
lignificadas e o lumen das fibras é claramente visivel. Os vasos condutores, floema
e xilema, mostram elementos habituais. A medula é grande, parenquimatosa
e indiferenciada.*
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As folhas de R. graveolens sao glabras e apresentam, em vista frontal, células
epidérmicas sinuosas. Os estdmatos sao ladeados por trés ou quatro células
irregulares, sendo raros na face superior e abundantes na face inferior. O meséfilo
é heterogéneo assimétrico, constituido por duas camadas de células palicadicas
na parte superior e por duas ou trés fileiras de parénquima esponjoso na parte
inferior. As duas zonas apresentam nodulos secretores esquisolisigénicos e o
parénquima lacunoso pode conter drusas de oxalato de calcio. A nervura mediana
é biconvexa, o feixe vascular possui formato eliptico e ocorre aposto ao floema,
cujas células sao poligonais e de paredes pouco espessas. O peciolo mostra de
3-5 feixes vasculares em um arco. O feixe vascular é envolvido por um tecido
fundamental, que também contém nddulos secretores.**

2.4 INFORMACOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES
VEGETAIS SIMILARES QUE POSSAM SER
UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

A adulteracao de plantas medicinais a partir de outras espécies de plantas,
detentoras de semelhancas morfoldgicas, ¢ um problema comum. A adulteracdéo
desses produtos pode ser intencional ou ndo intencional, em qualquer fase dos
materiais vegetais.”

Os dados da literatura demonstram que existem, principalmente, cinco
espécies correlatas que podem ser confundidas e utilizadas, intencionalmente
ou ndo, como adulterantes. As trés espécies mais difundidas R. chalepensis, R.
graveolens e R. montana tém padrbes de distribuicdo geografica parcialmente
sobrepostas, sao morfologicamente pouco diferenciadas e provavelmente foram
utilizadas como sindnimas durante a antiguidade.'

A taxonomia do género Ruta baseia-se na morfologia floral (Figura 3), e os
fatores que delimitam cada espécie nao sao totalmente conhecidos, porém sao
objetos de estudos continuados.’

A R. chalepensis trata-se de uma variedade oriunda do Mediterraneo e é
muito cultivada na América Tropical. Apresenta um aspecto terapéutico muito
semelhante ao da espécie R. graveolens, porém sua composicao quimica difere
um pouco. E caracterizada por suas pétalas com franjas e bracteas muito maiores
do que a haste ao qual elas estao ligadas."”

15
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A R. montana diferencia-se das outras espécies classicas por ter folhas
divididas em segmentos muito estreitos, flores pequenas e um aroma muito mais
forte devido a uma maior quantidade de éleo essencial.’**!

A R.angustifolia é caracterizada por suas folhas ovais, divididas em segmentos
e sépalas ciliadas e com franjas. A R. tuberculata é caracterizada por suas folhas
lanceoladas ou muitas vezes alongadas e pequenas flores com quatro pétalas
amarelas. Por fim, a R pinnata cresce endemicamente nas Ilhas Candrias e
caracteriza-se por nao ter alcaloides e ser a variedade mais rica em cumarinas.'>”

Figura 3 — Estruturas macro e microscdpicas das espécies R. graveolens e
R. chalepensis — (A) Flor e (B) Fruto da R. graveolens; (C) Flor e (D) Fruto da
R. chalepensis; (E) Caule, (F) Peciolo e (G) Folha de R. graveolens*
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3.1 ESPECIE VEGETAL/DROGA VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

Aplantaé considerada extremamente aromatica e com odor caracteristico, por
vezes sendo considerada de odorameno e agradavel. O p6 tem cor verde-azulada,
tornando-se acinzentado por dessecacdo, sabor excessivamente amargo e acre,
além de odor pungente.'®*

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns
Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.

3.1.2.2 Microbiolégico
Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.1.2.3 Teorde umidade

O teor de umidade é medido por diferenca de peso de acordo com padrdes
farmacopeicos. O método mais simples e rapido, chamado de gravimétrico
(dessecacao), nao é aplicavel quando a droga contém substancias volateis. Para a
determinacao, uma quantidade conhecida de amostra (2 a 5 g), ou o especificado
na monografia, é submetida a temperatura elevada (100-105°C) durante 5 horas,
até a obtencdo de peso constante”

Segundo o trabalho de Reis,' onde as analises foram realizadas em triplicatas
e os resultados expressos em % (m/m), observou-se um resultando contrastante
dos de Alves e Santos os quais obtiveram teor de umidade de 72,50% =+
0,59% (m/m) em amostras de folhas de R. graveolens.

3.1.2.4 Metal pesado
Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

3.1.2.5 Residuos quimicos
Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.

3.1.2.6 C(Cinzas

As cinzas totais incluem cinzas fisiolégicas e cinzas nao fisioldgicas.” O trabalho
de Reis™ seguiu a metodologia da Farmacopeia Brasileira, onde foram pesados
3 g da amostra em balanca analitica e posteriormente foram transferidos para um
cadinho previamente calcinado em mufla a 450°C. Apds distribuicao uniforme, o

19



20

material vegetal foi incinerado a temperatura de 450°C, durante um periodo de
4 horas, sequencialmente resfriada em dessecador e, por fim, novamente pesada.
As anélises foram realizadas em triplicata e os resultados médios expressos em
% (m/m). O teor de cinzas totais encontrado foi de 5,69% + 0,10% (m/m), resultado
semelhante ao encontrado por Nazish e colaboradores® de 8,13% (m/m) para as
partes aéreas de R. graveolens.

3.1.3 Granulometria

A andlise granulométrica influencia diretamente na eficiéncia do processo
extrativo.” De acordo com metodologia empregada por Reis," 25 g do po vegetal
foram pesados e colocados sobre tamises de aco inox empilhados, previamente
pesados, de malhas 355, 300, 250, 180, 150 e 106 mesh, providos de tampa e
recipiente para a coleta do p6. O conjunto de peneiras foi submetido a vibracoes
com velocidade padronizada por 20 minutos em agitador eletromagnético para
tamises redondos para analises granulométricas. Apds o procedimento, os tamises,
com fragcdes de pd retidas, foram pesados separadamente. Posteriormente, o
percentual dos pos foi calculado em relacao a cada tamis e o po foi classificado
de acordo com os parametros estabelecidos na Farmacopeia.”® Os resultados
demonstraram que as particulas passaram em grande quantidade pelo tamis com
aberturanominal de malha 150 um e pelo tamis de malha 106 um, caracterizando-o
como po finissimo, de acordo com a Farmacopeia Brasileira”

3.1.4 Prospeccao fitoquimica

Os testes de triagem, qualitativos ou semiquantitativos, utilizam reagentes
de deteccdo especificos para evidenciar a presenca de grupos funcionais
caracteristicos na matéria-prima vegetal. A prospeccao fitoquimica realizada
por Nazish e colaboradores” em diferentes tipos de extratos das partes aéreas
de R. graveolens, indicou a presenca de varias classes de constituintes quimicos:
alcaloides, aminoacidos, flavonoides, carboidratos, fendis, esteroides, resinas,
proteinas, taninos, glicosideos e mucilagem. A Unica classe de substancias nao
detectada para os diferentes tipos de extrato foram as saponinas.”

3.1.5 Testes fisico-quimicos

Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.



Informacdes Sistematizadas da Relacao N

Plantas

3.1.6 Testes de identificacao

Oempregodetestes qualitativos coma utilizacdo de métodos cromatograficos
ou espectroscopicos sao ferramentas importantes para detectar a presenca de
substancias presentes nadroga vegetal, pois se baseiam nos constituintes quimicos
caracteristicos da espécie e exigem conhecimentos fitoquimicos prévios.”

No levantamento bibliografico, os trabalhos avaliados realizaram uma série
de testes de identificacao, por meio de: métodos espectroscopicos, Cromatografia
em Camada Delgada ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) de
fase reversa.'#%

No trabalho realizado por Reis," cerca de 1 g do p6 das folhas foi submetido a
extracao com 25 mL de metanol por 30 minutos em banho de ultrassom. Aliquotas
desse extrato e dos padrées de psoraleno e bergapteno (Sigma Aldrich®) foram
aplicadas a uma das extremidades de uma placa cromatografica de aluminio
impregnada com silica gel 60F254 (Merck®). A placa cromatogréfica foi colocada
em cuba prépria para cromatografia com fase mével constituida de diclorometano
e éter etilico (1:1,5 v/v) e acidificada com 2 mL de &cido acético. Apds a eluicao, a
placa foi seca a temperatura ambiente, sequindo-se a visualizacao das bandas em
camara de UV (Spectroline®) sob luz ultravioleta a 365 nm. A andlise foi realizada
por comparacao do valor do fator de retencéo (Rf) das bandas dos padroes
com a banda da amostra. Os resultados do trabalho demonstraram a presenca
de psoraleno (Rf de 0,84) e bergapteno (Rf de 0,80), resultado corroborado pelo
trabalho de Ramos,” que também demonstrou a presenca de psoraleno em
amostras de R. graveolens.

3.1.7 Testes de quantificacao

3.1.7.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

Os principais constituintes quimicos descritos para a espécie vegetal
foram: Furanocumarinas (Figura 4) - psoraleno, xantotoxina, bergapteno
e isopimpinelina;® Derivados cumarinicos - naftoherniarina;*® alcaloides,
aminodacidos, flavonoides, carboidratos, fendis, esteroides, resinas, proteinas,
taninos, glicosideos e mucilagem.?
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Figura 4 — Estrutura quimica e peso molecular das quatro
principais furanocumarinas presentes na R. graveolens™

(o]
Psoralen
CH, 186 g.mol"!
(]
O OCH,

Bergapten Xanthotoxin
(5-methoxypsoralen or 5-MOP) (8-methoxypsoralen ou 8-MOP)
216 g.mol! CH, 216 g.mol!

(o]
OCH,

Isopimpinellin
5,8-dimethoxypsoralen ou 5,8-MOP
246 g.mol!

3.1.8 Outras informacodes uteis para o controle de qualidade

Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2 DERIVADO VEGETAL

3.2.1 Descricao

Ndo ha descricao para os derivados vegetais da espécie R. graveolens em
monografias da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Farmacopeia Brasileira — a
excecao da primeira edicdo,” onde a espécie se encontra descrita, porém nao se
caracteriza o derivado vegetal. Entre os trabalhos pesquisados, diferentes tipos de
derivados foram obtidos das partes da planta: 6leo essencial **#** extrato liquido
ou aquoso,"** tintura, ' fluido supercritico,” 6leo fixo,” além de fracdes dos



extratos e substancias isoladas.**** Em alguns casos, adicionou-se acido ou base
a droga vegetal para posteriormente se realizar o particionamento com solventes
especificos, visando a producédo de fracdes enriquecidas em metabodlitos alvo 345

3.2.2 Método de obtencao

Diversos métodos de obtencao do derivado vegetal foram encontrados, a
saber: hidrodestilacao em sistema de Clevenger,****% maceracao tradicional ou
com apoio de sonicador, #4506 extracao em aparelho de Soxhlet,>7#536:384047.52,69,70
percolacao,****”" arraste por vapor-d‘agua,’ destilacao simples” ou infusao.®’

Em alguns casos, métodos mais complexos foram utilizados para obtencao
de fracdes enriquecidas em determinados constituintes. No trabalho de Djilani
e colaboradores,* o residuo produzido apds a extracao foi acrescido de agua,
acidificado com H_SO, e particionado com éter de petroleo e dietil-éter. Apos rota-
evaporacgao, o material foi basificado com NH,OH e particionado novamente com
cloroférmio para obtencao da fracao teste.

Em um estudo realizado por Paszkiewicz e colaboradores,” apés a filtracdo e a
secagem do extrato, o residuo foi dissolvido em uma mistura de metanol (10 mL)
e dgua. Em seguida, foi tratado com hexano sob agitacdo vigorosa para remocao
da clorofila, lipidios e hidrocarbonetos. A fracao metandlica foi concentrada,
acidificada com 3 mL de HC| e novamente extraida com cloroférmio (5 mL). A
fracao cloroférmica foi fracionada em coluna de silica-gel com acetato de etila
como eluente para obtencao da fragéo teste.

3.2.3 Caracteres organolépticos
Em especial, o dleo essencial apresentou aparéncia limpida, odor forte/
intenso, pungente e penetrante, coloracao amarelada ou verde clara.**

3.2.4 Requisitos de pureza

3.2.4.1 Perfil de contaminantes comuns
Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2.4.2 Microbioldgico
Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.
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3.2.4.3 Teordeumidade
Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2.4.4 Metal pesado
Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2.4.5 Residuos quimicos
Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2.5 Testes fisico-quimicos

Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

3.2.6 Prospeccao fitoquimica

Os trabalhos pesquisados revelaram a presenca de uma série de grupos de
metabdlitos secundarios: glicosideos, taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas,
esteroides, triterpenos,fendistotais,carboidratoseresinas,osquaisforamdetectados
por métodos classicos de screening fitoquimico, pelo método de Folin-Ciocalteau,
descrito por Singleton’® e espectrofotometria de ultravioleta. 7747778

3.2.7 Testes de identificacao

Segundo a literatura, foram utilizados para identificacao: Espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de infravermelho,
espectrometria de UV-visivel, Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC), Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), HPLC de fase reversa, cromatografia gasosa acoplada a

espectrofotometria de massa e cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas 3,5,30,32,33,43,48-52,54,55,58,59,64,65,70,73,79-88

3.2.8 Testes de quantificacao

3.2.8.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

Atualmente, ha um conhecimento extenso e uma rica caracterizacdao dos
componentes quimicos dos derivados vegetais da espécie R. graveolens. A
Tabela 1 mostra o tipo de derivado vegetal, os componentes quimicos (e suas
concentracdes, quando disponiveis) e a referéncia do trabalho.
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Tabela 1 - Tipos de derivado vegetal e seus componentes quimicos descritos
Tipo de derivado vegetal Componentes quimicos e suas concentracoes Autor
. Acidos graxos de C._ a C_.. O 6leo possui os acidos graxos (mg%): 2,08+0,1 laurico, 2,18+0,1 miristico, 3,98+0,1 palmitico, 30,90+1,2 estedrico, 41,92+1,8 oleico, 10,14+0,4 linoleico, 6,50+0,3
Oleo fixo i 127 o o (51
linolénico, 2,00+0,1 araquidonico e 2,10+0,1 behénico.
Tintura Dictamnina, y-fagarina, skimianina, pteleina e kokusaginina. (53)
Acetatos, acridonas, aldeidos, derivados do benzodioxol, cumarinas, diidrofuranocumarinas, dcidos graxos, furanocumarinas, furoquinolinas, hidrocarbonetos, cetonas, piranocumarinas e
quinolinas. 2-nonanona foi o componente principal nas folhas (8,9%), sequido por chalepina (7,1%), 2-undecanona (6,8%), chalepensis (6,6%) e bergapteno (5,5%). 2-undecanona (13,4%)
Fluido supercritico foi o principal constituinte em extratos das flores, sequido por chalepensis (10,8%), rutamarina (9,1%), psoraleno (9,0%), 2-nonanona (7,9%), e bergapteno (7,1% ). Chalepensin (13%) foi o (52)
composto principal nos extratos do caule, sequidos de 2-undecanona (12%), bergapteno (11,7%), kokusaginina (9,8%) e psoraleno (7,2%). Geijerene (19,3%) foi o componente principal do
extrato de raiz, sequido de 6 - (39,59-benzodioxilo) -3,3-dimetil-1-hexano (8%), dictamina (6,9%), rutacultina (6%) e bergapteno (3%).
L ) 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona, 2-dodecanona, acetato de octila,
Oleo essencial X ) (3)
ftalato de etila e acetato de pentadecanila.
a-Pineno, campheno, B-Pineno, heptan-2-ona, p-cimeneo, limoneno, 1,8-cineol, n-octanol, terpinolene, acido valérico, non-2-eno, nonan-2-ona, linalol, dlcool fenil etilico, nonan-2-ol,
Oleo essencial acido octandico, salicilato de metila, decan-2-ono, decan-2-ol, acetato de octila, undecan-2-ona, undecan-2-ol, dodec-2-eno, tridecano, decyl-2-acetate, dodecan-2-one, tridecan-2-ona, (30)
a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno, d-dadineno, hexadecano, a-eudesmol, pentadecan-2-ona, heptadecano, pentadecanol, hexadecanol, xantotoxina.
Oleo essencial 2-nonanona, 2-nonilacetato, 2- undecilacetato e 2-undecanona. 3M
Oleo essencial Mirceno, limoneno, terpinoleno, 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona, 2-dodecanona, 2-tridecanona, 2-nonil acetato, 2-docil acetato, 2-octil acetato, 2-nonanol, 2-undecanol, naftaleno. (32)
. ) a-limoneno, 2-nonanona, 5,6-dietil-1-metil-ciclohexano, 2-decanona, 1-noneno, 2-undecanona, 2-dodecanona, 2-tridecanona, 1-tetradecanol metacrilato,
Oleo essencial : n
12-metoxi-19-norpodocarpa-2,5,8,11,13-pentaeno-7-ona.
. ) 2-octanona, 2-nonanona, 1-noneno, 2-noneno, undecano, 2-nonanol, teteradecanol, antraceno, dodecanal, 2-undecanona, 2-dodecanona, elemol, 2-heptanol acetato, geireno,
Oleo essencial (33)
n-pent-3-ona, n-hex-3-en-2-ona
Extrato aquoso Glicosideos, taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides, triterpenos, resinas e carboidratos (74)
Extrato liquido Arborinina, evoxantina, isogravacridona-clorina e monometil éter gravacridonediol (58)
Extrato liquido Compostos fendlicos (36)
Extrato liquido Flavonoides: Rutina e quercetina (38)
Extrato liquido Rutina e quercetina (40)
Extrato liquido Furanocumarinas 41)
Extrato liquido Kokusaginina e skimiamina (89)
Extrato liquido Psoraleno, bergapteno e xantotoxina (46)
Extrato liquido Rutina 47)
Extrato liquido Furoquinolona, alcaloides dictaminas, y-fagarina, kokusaginina e skimianina, 2-aryl-N-metil-4-quinolona (48)
Extrato liquido Cumarinas, terpenoides, alcaloides, flavonoides, dcidos alifaticos, cetonas, rutarina, isorutarina, rutina, cnidioside A, metilcnidioside A, cnidioside B e seu éster metilico. (90)
Extrato liquido Rutina (80)
Extrato liquido Quercetina, rutina, composto ativo denominado Rg-001 81
Extrato liquido Furanocumarinas, furoquinolinas e alcaloides acridona. (91
Extrato liquido Fendis totais (77)

continua
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conclusao

Extrato liquido

Alcaloides, flavonoides e saponinas

Extrato liquido Chalepensis (92)
Extrato liquido Rutina e quercetina (93)
Extrato liquido Quercetina-3-o0-b-d-glicopiranosideo, quercetina-3-o0-a-L-ramnopiranosideo, kampferol, rutina, isorhamnetina, quercetina, acido fendlico, caféico e fertlico (69)
Extrato liquido Alcaloides: dictaminina e acridona (94)
Extrato liquido Cumarinas: bergapteno, chalepina e chalepensis. (49)
Extrato liquido Rutina, xantotoxina, quercetina, 5-metoxipsoraleno (82)
Extrato liquido Taninos, saponinas, glicosideos cardiotonicos, alcaloides, flavonoides e triterpenos esteroides. (5)

Extrato liquido Furanocumarinas: xantotoxina e bergapteno (84)
Extrato liquido Glicosideos: 3,6-disinapoilsucrose, cnidiosideo, rutina, picraquassiosideo, 3-sinapoil-6-feruloilsucrose, metilcnidiosideo e metilpicraquassiosideo. (85)
Extrato liquido Composto Rg001 (3-(1,1-dimetil-alil)6-hidroxi-7-metoxi-cromen-2-ona) e Rg002 (3-(1,1-dimetil-alil)6-hidroxi-cromen-2-ona) (65)
Extrato liquido Furanocumarinas, carotenoides, clorofila, furanoquinolinas. (95)
Extrato liquido Graveolina (86)
Extrato liquido Escopoletina, umbeliferona, xantotoxina, psoraleno e bergapteno (96)
Extrato liquido Alcaloides, flavonoides, taninos e esteroides (78)
Extrato liquido Esculeting, escopoletina, umbeliferona, cumarina, xantotoxina, psoraleno e bergapteno. (75)
Extrato liquido Quercetina (97)
Extrato liquido Dictamina, skimiamina, psoraleno, chalepensis, clausindina, graveolina, arborinina, isopimpineling, (88)
Extrato liquido Flavonoides: Quercetina e rutina (54)
Extrato liquido Skimiamina (55)
Extrato liquido Arborihina, da.pnoret.ina metil éter, rutamarina, isoimperatorina, psoraleno, bergapteno, 8-metdxi psoraleno, S-ribalinina, isoplatidesmina, (-)-edulinina, norgraveolina, 7-metoxicumarina, (66)

6,7,8-trimetoxicumarina

Extrato liquido Furocumarinas: bergapteno, psoraleno, imperatorina. Alcaléides furoquinolinas: dictaminina, y-fagarina e skimianina. (98)
N&o disponivel Isogravacridonclorina: Alcaloide furanoacridona (64)
N&o disponivel Furanocumarinas (99)
N&o disponivel Rutina 87)
N&o disponivel Umbelliferona, escopoletina, psoraleno, xantotoxina, isopimpinelina, rutamarina, rutacultina (6,7-dimetoxi- 3-(1,1-dimetilalill)coumarina), skimiamina, kokusaginina e edulilnina (100)

N&o disponivel

Psoraleno, bergapteno e xantotoxina
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3.3 PRODUTO FINAL

3.3.1 Forma farmacéutica

Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.2 Testes especificos por forma farmacéutica

Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.3 Requisitos de pureza

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.4 Residuos quimicos

Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.5 Prospeccao fitoquimica

Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.6 Testes de identificacao

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

3.3.7 Testes de quantificacao

Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Ruta Graveolens L., Rutaceae — Arruda

3.3.7.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.
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Arruda

4.1 USOS POPULARES E/OU TRADICIONAIS

E descrito na medicina popular/tradicional diferentes usos para a Arruda. As
principais alegagdes estao relacionadas a:

- Rituais de protecao, problemas espirituais e mau-olhado.*'*”

— Dores de cabeca, no estdbmago, de dente, de ouvido, célica, gases,
rouquidao, colica menstrual, dores ovarianas, de barriga, antitérmico,
inflamacbes na pele e caimbras 4102108

- Recaida de mulher, emenagoga, antisséptico, antitétano (infeccoes),
estimulante, abortivo, analgésico contra dores reumaticas, colicas,
amenorreia, menorragia, trombose e hematomas,¢6'10%106:107,108110

- Tratamento de doencas do aparelho genital e respiratério, tosse, sinusite,
infeccao intestinal, bexiga e ring 103106107108

— Diurético, conjuntivite, rouquidao, digestivo e/ou calmante,'®10106110

- Rigidez do pescoco, tonturas, convulsoes, diabetes, problemas
relacionados ao ouvido interno (tontura, zumbido etc.), neuralgia e
paralisia facial."”

- Repelente de mosquitos, percevejos, pulgas, tratamento de sarnas,
piolhos, vermes e antiparasitaria.®'%3661105106110

— Picadas de cobra, febre, nervosismo, gripes e feridas.'®

4.2 PRESENCA EM NORMATIVAS SANITARIAS BRASILEIRAS

A espécie R. graveolens nao se encontra relacionada no Anexo | da
RDC n.° 10/2010. Além disso, a Arruda também nao se encontra na Instrucao
Normativa n° 2, de 13 de maio de 2014, a qual publicou a “Lista de medicamentos
fitoterdpicos deregistro simplificado”e a“Lista de produtos tradicionais fitoterapicos
de registro simplificado”.

i ARDCn.°10de 2010 foi revogada pela RDC n.2 26 de 2014, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos
e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterdpicos.
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4.3 ESTUDOS NAO CLINICOS

4.3.1 Estudos toxicoldgicos

4.3.1.1 Toxicidade aguda

Apos revisaoda literatura, foram encontrados dois trabalhos que apresentaram
ensaios de toxicidade aguda.

No trabalho realizado por Serrano-Gallardo e colaboradores,*” ratos wistar
machos com 11 semanas de idade foram tratados por via intraperitoneal nas
doses de 30 ou 100 mg/ kg durante trés dias. Foram utilizados 25 animais divididos
em 5 grupos (n =5/ grupo), sendo utilizada a metodologia de andlise histoldgica
e morfométrica de amostras de figado. Apds serem coletadas as amostras, foram
transformadas por técnicas histoldgicas convencionais para serem incluidas em
blocos de parafina. No micrétomo os cortes histolégicos de 5 micrometros de
espessura foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina para avaliacdo com
auxilio de microscopio de luz. A andlise quantitativa de divisdéo do parénquima
hepatico foi realizada com oito campos consecutivos e com lente objetiva de
imersao em dleo (100x). As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados
obtidos mostraram que a exposicao ao extrato aquoso de R. graveolens induziu
alteracbes morfoldgicas nos figados avaliados. Essas alteracdes foram observadas
de maneira suave no grupo tratado com 30 mg/ kg do extrato e aumentou
significativamente no grupo tratado com 100 mg/kg do extrato por dia. Foi
salientado no estudo que o maior dano foi observado no grupo tratado com a
combinagao de 100 mg/kg de dexametasona com 100 mg/kg do extrato.

J& no trabalho realizado por Lagarto Parra e colaboradores,' camundongos
Swiss foram tratados uma Unica vez por via oral para avaliacdo da mortalidade em
teste realizado de acordo com os padrées da OECD (The Organisation for Economic
Co-operation and Development). Apds 24 horas da administracdo da tintura, foi
observado como sendo a DL, no teste in vivo a dose de 219,45 mg/kg.

4.3.1.2 Toxicidade subcrénica

A Tabela 2 demonstra os trabalhos encontrados que tratam da avaliacdo de
toxicidade subcronica da espécie R. graveolens.



Tabela 2 - Ensaios de toxicidade subcronica de preparacoes obtidas da espécie R. graveolens

Via Dose / Frequéncia Metodologia Espécie / Idade Resultado Referéncia
As fémeas foram induzidas a superovulacéo pela injecao
intraperitoneal de 5Ul de gonadotrofina sérica de éguas. Apds As fémeas que tomaram o extrato ndo apresentaram sinais de
48 horas foi feita injecédo de 5Ul de gonadotrofina coridnica intoxicacdo e o ganho de peso nao diferiu do grupo controle.
humana (hCG). Neste mesmo dia as fémeas foram expostas Os resultados demonstraram que a ingestao do extrato aquoso
aos machos (em idade reprodutiva) durante o periodo da noite ) de R. graveolens durante a fase de pré-implantacao alterou
. . . i . Camundongos Swiss « . ! )
Oral 5,10 0ou 20% (p/v) / 4 dias (1-2 fémeas por macho). Na manha seguinte as fémeas foram inbred / 6-8 sermanas a formacao de blastocistos normais, explicado em parte (112)
examinadas para verificacdo da formacéao do plug vaginal pelo numero de células do embridao diminuida e retardo do
(indicador de copula), o qual foi considerado o dia 1. As fémeas desenvolvimento do embrido. Essas alteracdes nos parametros
foram divididas em 4 grupos (3 tratados e 1 controle). Os de desenvolvimento estéo relacionadas com a acao dos
tratamentos foram iniciados 18 horas apds a injecao de hCG e alcaloides presentes no extrato de arruda.
duraram 4 dias.
Foram observados aumento no peso corporal, no consumo
Os animais foram tratados por 3 semanas, onde receberam de racdo e na razéo da eficiéncia proteica apds os tratamentos
racao balanceada. Durante o experimento o peso corporal e o ) . com 500 mg/kg. Nenhuma outra alteragao foi observada nos
: i . Ratos albinos machos e fémeas A : Lo L
Oral 500 mg/kg / 3 semanas consumo de alimento foram registrados 2 vezes por dia. Ao final /ND parametros avaliados (bioquimicos ou nutricionais), exceto por (113)
dos tratamentos os animais foram deixados 16 horas de jejum e o um aumento na fosfatase alcalina. Os resultados sugerem que o
o sangue coletado pela veia orbital para os exames bioquimicos. extrato ndo apresenta efeitos deletérios no status nutricional e é
seguro para as funcoes renais.
. : o Houve uma diminuicdo na circulacdo de neurtrofilos associada
Os animais foram tratados por 4 dias e observados diariamente ) . N .
50, 100 ou 200 mg/ kg / 1x L ) : ) Camundongos Swiss machos e a uma anemia normocrémica-normocitica dose-dependente.
Oral i ) para sinais clinicos. O sangue foi coletado nos dias 2, 4 e 5. Apos, . T (114)
por dia durante 4 dias L X L L fémeas / N.D. ALT e AST tenderam a ser ligeiramente aumentadas no grupo
os animais foram eutanasiados para necropsia dos 6rgaos.
tratado com 100 mg/kg do extrato.
. Nenhum dos parametros avaliados sofreu alteracao: salivacao,
Durante todo o periodo de tratamento foram observados para o P . - L ¢ ¢
. . . : . . « lacrimejamento, alteracdes no padrao respiratoério, ptose
sinais de toxicidade: salivacao, lacrimacéo, alteracées no padréo . - .
o - L. palpebral, exposicdo dentéria, estupor, convulsées, tremores,
9,0 mg/ mL/ 1x por respiratorio, ptose palpebral, exposicdo dentaria, estupor, . . .
Oral . . ; . . Ratos machos / N.D. estrabismo e perda de pelos, estresse, exoftalmia, anormalidades (6)
dia, durante 30 dias convulsées, tremores, estrabismo e perda de pélos, estresse, . ) i}
. . ) comportamentais e comportamento aversivo, além de
exoftalmia, anormalidades comportamentais e comportamento oo ) : .
) , N diarreia. Com o sangue foram quantificados ureia, creatinina,
aversivo, além de diarreia. :
transaminases.

N.D. = Nao disponivel.
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4.3.1.3 Toxicidade crénica
Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

4.3.1.4 Genotoxicidade

Um Unico trabalho que avaliou a genotoxicidade foi encontrado apos
ampla revisao da literatura. Preethi e colaboradores,” avaliaram o extrato liquido
metandlico em Camundongos Swiss fémeas, tratadas por via oral nas doses de
400 ou 1.000 mg/kg, uma vez por dia, durante 30 dias. Um total de 30 animais,
divididos em cinco grupos foram submetidos a trés diferentes ensaios:

a. Determinacdo do efeito clastogénico: 48 horas antes da eutanasia do
grupo controle positivo, 0s animais receberam uma dose de radiacao
gama 3Gy numa unica exposicao de todo o corpo. Todos 0s animais
receberam colchicina (2 mg/kg) via intraperitoneal 90 minutos antes
da eutanasia para causar interrupcao da mitose. As células da medula
Ossea foram recolhidas em tampao fosfato salino (PBS) contendo FCS
a 10% e processadas para andlise de aberracao cromossémica. Quatro
laminas foram preparadas a partir de cada animal, coradas com Geimsa,
observadas sob imersao em 6leo e selecionadas para 0s cromossomos
metafasicos. Foram marcadas 100 metéfases, no minimo.

b. Inducao de microntcleos: Os animais de controlo positivo receberam
1,5 Gy de radiacao gama em uma Unica exposicao de todo o corpo.
Os animais foram eutanasiados por deslocamento e foram feitas
preparacdes da medula 6ssea. Quatro laminas foram preparadas a partir
de cada animal e coradas com May Grunwald Geimsa (MGG). Dois mil
eritrécitos policromaticos e normocromaticos correspondentes foram
pontuados para a presenca de micronucleos.

c. Teste do cometa: A medula 6ssea foi recolhida e o ensaio do cometa foi
realizado. As manchas formadas foram visualizadas em um microscépio
fluorescente e foram captadas com uma camera de alto desempenho.
As imagens foram analisadas usando o software CASP para obter a
porcentagem do DNA na cauda e o comprimento da cauda.

Os resultados demonstraram que varios tipos de aberracdes cromossdmicas
foram observados namedula éssea apds os tratamentos. A porcentagem de células
aberrantes foi de 21% e 31% nas doses de 400 e 1.000 mg/kg, respectivamente.
A medula éssea apresentou alta incidéncia de inducao de micronucleos para
todas as doses testadas apods os 30 dias. No teste do cometa, somente a dose de
1.000 mg/kg aumentou o dano, tendo em vista 0 aumento na quantidade de DNA
e aumento na cauda do cometa.




4.3.1.5 Toxicologia in vitro

A Tabela 3 demonstra os trabalhos encontrados que objetivaram a avaliacao de toxicidade in vitro da espécie R. graveolens.

Informagdes Sistematizadas d:

Tabela 3 - Ensaios de toxicidade in vitro de preparacoes obtidas da espécie R. graveolens

Ensaio Dose Metodologia Material / Quantidade Resultado Referéncia
. o o ) Linhagem celular -929 (ATCC CCI-1) / Foram obtidos os seguintes valores aproximados de CC._
. . Ensaio colorimétrico enzimatico baseado na molécula de MTT, ) . , R - 50
Citotoxicidade 200 mg/ mL . Densidade aproximada de 2x105 células/ml | extracdo por soxhlet 13 ug/ mL; percolagdo 1265 pug/ mL; e (36)
para o célculoda CC,_.
50 para cultura celular. ultrasom 413 pg/ mL.
Mutagenicidade* N.D. Ensaio de Mutagenicidade nao especificado Cepas de Salmonella typhimurium TA98/N.D. QS compostqs puros apresentaram atividade mutagénica frente (51)
as cepas avaliadas.
Mutagenicidade* N.D. N.D. Cepas de Salmonella typhimurium / N.D. N.D. (64)
Epdxido de rutacridona (ER) mostrou-se mutagénico contra
o S. typhimurium. Os compostos ndo apresentaram efeito sobre
Mutagenicidade* N.D. Ensaio de Mutagenicidade nao especificado Cepas de salmonella typhimurium TA9S, a cepa 11978. As evidéncias sugerem que a rutacridona é (115)
TA1978, TA100 e TA1538 / N.D. . ; e B ,
convertida pelas enzimas hepéticas a ER, o qual é responsavel
pela atividade mutagénica.
As furocumarinas usadas no estudo nao causaram
mutagenicidade em todas as doses testadas. Além disso,
Mutagenicidade* N.D. Ensaio de Mutagenicidade néao especificado Cepas TA98 de Salmonella typhumurium/N.D. | estas furocumarinas foram capazes de inibir a mutagenicidade (94)
induzida pela dictaminina e rutacridona, de forma
dose-dependente.
Os camardes foram incubados, desde a fase de ovo, com dgua
salgada artificial em temperaturas de 20 a 30°C. Apds 24 horas,
15 mL de uma solucao (0,06%) de fungos foi adicionada para . , o Foi encontrado um valor de LC_ de 5,39 ug/ mL de extrato,
. . ) . Camardées de agu salgada Artemia salina L. / . S 50 -
Toxicidade Geral 1,50u 10 ug/mL | alimentar as larvas. Apds 48 horas as larvas foram extraidas e ) considerado bioativo tendo a escala utilizada (valores menores (1
) 10 larvas de camarao por tubo teste.
contadas. Os testes foram realizados em tubos testes, contendo que 1.000 pg/ mL).
10 larvas do camardo expostas ao extrato, incluindo o grupo
controle (somente veiculo), contendo 5 mL de d4gua salgada.
Ensaio MTT: as células foram cultivadas em meio suplementado
com 10% soro bovino e mistura antibidtica-antimicética. As
células cresceram em atmosfera Umida em 5% CO, a 37°C.
Apos tratadas, as células foram incubadas por 72 horas e a
citotoxicidade avaliada. A permeabilidade transmembrana ) , Arborinina mostrou efeito antiproliferativo (citotéxico) nas 3
10, 20, 30,40, 0u | foi avaliada em membranas artificiais (PAM-PA). Um filtro foi Linhagem de células humanas (FCACC, linhagens de células. As substancias regularam o processo
Citotoxicidade e ’ Salisbury, UK): MCF-7 (mama), Hela (Cérvix) ’ (58)

60 uM

utilizado com 15 pL de uma solucédo a 5% de n-dodecano em
n-hexano como barreira lipidica. Anélise de apoptose e ciclo
celular por citometria de fluxo: para medida do contetdo

de DNA, 24 horas apés os tratamentos, células Hel.a foram
tripsinizadas, lavadas com PBS e permeabilizadas com
detergente por 30 min.

e A431 (pele) / 5.000 células por poco

apoptdtico e o ciclo celular. Os dados apontam que tais
substancias sdo bons candidatos a novos agentes anticancer.

continua
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Mutagenicidade

0,0,05,0,1,0,5,

1,0,15,20,3,0,
5,0,10,0 ou
20,0 pg/ mL

A mutagenicidade foi calculada por contagem do ndmero de
Arg+ revertidos induzidos pelo tratamento. As células mutantes
foram cultivadas sob luz continua (5.000 lux™) em meio minimo,
o qual foi suplementado com 50 ug de arginina hidroclorida.
Apds um perfodo de crescimento de 4-5 dias, as suspensoes

de células de algas foram divididos em 100 mL e distribuidos
em placas de Petri. Depois de adicionadas as solugoes de

teste, as células foram irradiadas com UV-A, sob agitacéo.

Em cada experimento, os valores médios foram calculados

a partir de uma série de 6 placas (sobrevivéncia) e 10 placas
(mutagenicidade).

Cepas mutantes de Chlamydomonas
reinhardtii / 1-3 x 106 células/ mL

O extrato (tintura) preparado de R. graveolens mostrou atividade
fotomutagénica moderada em concentracdes superiores

a 2 yL/mL. O tratamento com 5 pl/ mL associado ao UV-A
resultou em forte toxicidade. Todos os compostos apresentaram
propriedades fotomutagénicas, porém suas atividades foram
ligeiramente diferentes. O Bergapteno foi a furanocumarina
mais potente. A Dictaminina, a furoquinolina, com maior efeito,
alcancando somente 10% do efeito do Bergapteno.

* Somente o resumo disponivel.
** Lux (simbolo Ix), no Sistema Internacional de Unidades é a unidade de iluminamento, intensidade de iluminagdo ou iluminancia. Corresponde a incidéncia perpendicular de 1 limen em uma superficie de 1 metro quadrado.

N.D. = Nao disponivel.

4.3.1.6 Sensibiliza¢io dérmica

Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

4.3.1.7 lIrritagdo cutdnea

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.3.1.8 lIrritagdo ocular

Informacado ndo descrita na literatura pesquisada.

4.3.2 Estudos farmacoldgicos

4.3.2.1 Ensaios in vitro

ATabela 4 demonstra os estudos farmacoldgicos in vitro realizados com a espécie R. graveolens.

Antibacteriana,
antifungica,
anticolinesterasica,
inseticida e
larvicida

Tabela 4 - Estudos farmacologicos in vitro de prepara¢oes obtidas da espécie R. graveolens

Oleo essencial / 0,125, 0,25,
0,5,1,2,4,10% (v/v).

Teste de difusdo em dgar, Concentragdo inibitéria minima empregando
prova de sensibilidade por diluicao em caldo, porcentagem de inibicdo de
crescimento em meio de cultura, atividade anticolinesterésica, atividade
inseticida em gréos de feijao, atividade larvicida em Aedes aegypti.

Cepas padrao de micro-
organismos ATCC (American
Type Culture Colection), atividade
inseticida em Aconthoscelides
obtectus, atividade larvicida em
Aedes aegypti/ 108 células/ mL.

Com excecéo da Pseudomonas aeruginosa, todas as
bactérias testadas foram mais sensiveis ao éleo essencial
(OE); O OE mostrou ser agente antifungico contra

as leveduras C. albicans, C. tropicalis e C. glabarata;
Observou-se baixa atividade anticolinesterasica (abaixo
de 40% de inibicdo da enzima); O OE demonstrou ser
um étimo agente bioinseticida (100% de mortalidade
de A. obtectus) em adultos. A atividade larvicida do éleo
essencial foi de 61,641 ug/ mL.

Inibicdo enzimatica
daTirosinase

Extrato hidroetandlico
/2,5mg/ mL.

Ensaio espectrofotométrico para determinacdo da inibicdo da enzima
tirosinase.

Solucéo de L-tirosina com
tirosinase obtida de fungo /

1 mM de L-tirosina; 750 U/ mL
de fungo.

Foram obtidos os seguintes resultados (% de inibicao
da enzima): 41% para extracado em Soxhlet, 45% para
extracdo com Percolacéo, e 32% para ultrasom.

(36)

continua
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Atividade

Tipo Extrato / Dose

Metodologia

Material / Quantidade

Resultado

Antibacteriana’

Extrato etandlico / N.D.

Método de difusao em agar em meio solido para a determinacao

da menor diluicdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Foram
confeccionados sete pocos no meio SB20, com 6 mm de didmetro cada.
Nos pogos foram colocados volumes crescentes dos extratos. Verificou-
se a presenca de atividade antibacteriana por meio do aparecimento de
halos de inibicao, mesurados com régua milimetrada.

Streptococcus mutans cultivados
em meijo SB20 sélido / N.D.

O extrato apresentou Concentracao Inibitéria Minima
na concentracdo de 12,5 uL e Concentracao Minima
Bactericida na concentragao de 12,5 L.

Antibacteriana’

Oleo essencial / N.D.

Técnica de difusdo em meio solido.

Bactérias Gram Negativas / N.D.

Nao foi observado efeito antibacteriano para o 6leo
essencial.

Antifungica

Extrato aquoso /0,5, 1,0,
2,0,3,0,4,0,50,6,0,70
8,0, 9,0 ou 10% (v/V/).

Avaliacao da atividade antifungica do extrato foi realizada pela medicéo
do didametro das colénias em cultura feitas em placas de petri com 15
mL de meio de cultivo. As placas foram incubadas a temperatura de 36
+0,5°C, sem luminosidade, até a verificacdo do desenvolvimento das
colénias.

Trichophyton mentagrophytes em
meio Sabouraud / N.D.

Néo foi observado efeito antifingico em nenhuma das
concentragoes testadas.

Bloqueadora de
canais de K+

Substancias isoladas
do extrato / N.D.

Técnica de Patch-clamp: os dados foram adquiridos por meio de
expressao de Kv1.3 com potencial de -80mV, em solucdo de Ringer com
pipeta interna contendo 145 mM KF, 2 mM MgClI2, 10mM HEPES, 10
mM EGTA. Pulsos despolarizantes de 40 mV foram aplicados a cada 45s
durando 500 ms.

Células L929 / N.D.

Os resultados mostram que as substancias isoladas
apresentam potente efeito bloqueador de canais de K+
-Kv1.3.

(89)

Antimicrobiana

Extrato ou Oleo essencial /
Extrato (5.000, 2.500, 1.250, 625,
313,156 ou 78 ug/ mL) e o Oleo
essencial (8,4, 2, 1,0,5 0ou 0,25%).

27 pacientes com diagnostico clinico de OEA (otite externa aguda)

sem perfuracdo de membrana timpanica nem medicagao prévia foram
selecionados, independentemente de idade e sexo, durante o periodo de
trés meses, sendo realizada coleta de material do ouvido comprometido,
por meio de Swab. Para avaliacdo de atividade antibacteriana dos
extratos e 6leos esséncias foram isoladas e identificadas espécies
bacterianas, conforme metodologia utilizada na rotina microbioldgica, e
as amostras foram mantidas em agar Miller Hinton. Na otomicose, foram
isoladas e identificadas leveduras, por meio das caracteristicas macro

e micromorfolégicas e bioquimicas. As cepas foram mantidas em agar
Sabouraud dextrose (ASD) a 2% (Difco Laboratories Ltda), estocadas a
temperatura ambiente e a 4°C.

Foram utilizados os
micro-organismos (bactérias

ou fungos): Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Candida krusei / N.D.

O extrato foi inativo e P aeruginosa, 4 cepas de S. aureus e
as cepas de Candida foram sensiveis ao 6leo essencial de
R. graveolens.

Inibicdo
enzimatica da
Acetilcolinesterase

Extrato Aquoso ou Metandlico
/0,1,0,05e 0,025 mg/ mL.

Método colorimétrico de Ellman: em placa de 96 pocos, 25 UL de iodeto
de acetiltiocolina (ATCI), 125 uL 4cido ditio-bis-nitrobenzoico (DTNB),

50 uL buffer B, 25 ul extrato em diferentes concentragcdes foram
misturados e a absorbancia medida 5 vezes a 405 nm a cada 13s em

um Multiscan Labsystems EX 355. Apos, 25 pl de acetilcolinesterase
(AChE) foram adicionados aos pocos e a absorbancia medida 8 vezes a
405 nm a cada 13s. Ensaio bioautografico de Cromatografia em Camada
Delgada: os extratos foram aplicados em placas dessa cromatografia e
apos o desenvolvimento foram aspergidas com ATCl e DTNB. A silica foi
aspergida com AChE e apds 5 minutos, uma borda amarelada apareceu
com pontos brancos para 0s compostos que inibiram a AChE.

Acetilcolinesterase, iodedo de
acetiltiocolina e acido ditio-bis-
nitrobenzdico (DTNB) / N.D.

O extrato aquoso e metandlico de Ruta graveolens
apresentou atividade moderada, definida como mais de
15% de inibicdo na concentracdo mais elevada testada
(0,7 mg/ mL).

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose Metodologia Material / Quantidade Resultado Referéncia
Inibicdo da atividade catalitica: pUC19 DNA foi utilizado como substrato
da reacdo em um volume de 20 pL contendo buffer, albumina bovina e
4gua destlladg. O inibidor aproprlado foi agh(:lonado e areacdo foi |n.|C|ada Os extratos obtidos das culturas de células
quando da adicdo de 1,5 unidade de topoisomerase. Em seguida, foi AR . )
. demonstraram acéo inibitdria na enzima topoisomerase
N o " feita eletroforese em gel de agarose (1%), a 4 V//cm por 5 horas em TAE ) - -
Inibicdo enzimatica Extrato metandlico / L » - . - Cultura de células RC1,RC3 e | de forma dose-dependente. Nao houve alteracéo do
) (Tris + &cido acético + EDTA) em solucao buffer. A analise da estabilidade , . (46)
da Topoisomerase | 10, 20 ou 40 uM. : ) ) . RC6, RS/ N.D. plasmideo descontraido de DNA, o que sugere que 0
do complexo DNA-enzima foi estudada por meio da avaliacédo do - - X .
s . . X extrato nédo inibe a acdo da topoisomerase por meio do
relaxamento do plasmidio em gel (supercoloide). Apds 60 minutos de intercalamento no DNA
incubacédo a 37°C, SDS-proteinase K foi adicionada. Apos mais 30 minutos '
de incubacao a 37°C, as amostras passaram por eletroforese em gel de
agarose 1%.
Ensaio de DPPH: O extrato foi misturado com solugao fresca de DPPH e o
Extrato acetonitrilico apds 30 minutos a absorbancia foi medida a 515 nm. A inibicao do radical O extrato apresentou uma porcentagem de inibigao do
Antioxidante . i : . Solucdo de DPPH / N.D. radical DPPH de 73,5% (extragao no banho de ultrassom) (82)
/25 pg/ mL. DPPH-livre foi calculada levando-se em consideracéo as amostras brancas -
e 72% (extracdo com sonda de ultrassom).
e as amostras testes.
Técnica de difusdo em meio sélido para o screening da atividade biolégica
e para determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Em placas
. ) esterelizadas foi depositado 1 mL da suspensao do micro-organismo. . e .
Antifungica Oleo essencial /8, 4, Em sequida, foi adicionado 21 mL do meio sélido fundido a 50°C. Apos Malassezia furfur / 20 cepas. Nao fofam observados efeitos inibitérios do Sleo (34)
2,1,0,5, 0u 0,25%. T 3 ) o essencial.
solidificacdo, foram depositados trés discos de papel de filtro (Cecon/SP)
embebidos com 0,02 mL da suspensao de cada dleo essencial. O sistema
foi incubado a temperatura de 28°C a 32 °C durante dez dias.
Biodisoonibilidade O extrato ndo foi capaz de aumentar a geracdo de
p/ : . Estudo da sintese de ONOO- e geracdo de ONOO. Habilidade de doar NO ONOO-, aumentou o rendimento do ONOO- preparado
de espécies reativas Extrato aquoso / 1%. ) N.D./ N.D. ) . (73)
. . ou de sequestrar NO liberado. em mais de 5 vezes. O extrato aumentou a doacgdo e
de nitrogénio ‘ <
liberacao de NO.
A quantificacdo de TNF-a foi feita por ensaio ELISA. A medida de éxido Cultura de células de sanque
Compostos isolados do extrato nitrico foi feita utilizando o ensaio de Nitrito de Griess: 100 pL de total humano. macrofa ogs O extrato e as substancias isoladas Rg-001 e Rg-002
Anti-inflamatéria P sobrenadante celulares foram incubados por 10 minutos a temperatura ' 9 mostraram-se potentes inibidores da producao de éxido (65)

metandlico / 500 pl/mL.

ambiente com reagente de Griess em placas. Foi medida a absorbancia a
550 nm.

murinos (J-774) / Células de

macrofagos 2x106 células/ mL.

nitrico.

Antibacteriana e
antifungica*

Compostos isolados do
oleo essencial / N.D.

Método impedimétrico e atividade bacteriostética e antimicrobiana geral.

Cepas Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Candida mycoderna e
Aspergillus niger.

Os compostos isolados inibiram o crescimento da
bactéria gram-positiva B. subtilis e do bolor A. niger.

(116)

Antibacteriana

Metanol tamponado ou
acetona/ 0 - 2640 mg/L.

Ensaio do disco: 200 ul de preparado de cultura foram espalhadas
sobre as superficies de agar Mueller-Hinton. Discos estéreis de filtro de
papel foram assepticamente colocados nas superficies e imediatamente
impregnados com o extrato. As placas foram entdo mantidas a
temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir a difusdo do
extrato antes da incubagéo durante 21 horas. Zonas de inibi¢éo (incluindo
o didmetro do disco) eles foram medidos, e os valores <12 mm foram
considerados como nao ativos contra as bactérias. Determinagao da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por meio do método de diluicao
em &gar. A CIM foi definida como a concentracao mais baixa (mg/ L)

do extrato em placas de dgar que ndo mostram nenhum crescimento
bacteriano visivel.

Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Salmonella
infantis.

O micro-organismo mais sensivel para o extrato de Ruta
graveolens foi o Bacillus cereus, tanto no ensaio do disco
quanto na medida da CIM (660 mg/L).

)
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Material / Quantidade

Resultado

Referéncia

Cardiovascular®*

Extrato aquoso / 3, 30, 100,
300, 1,000 ou 3,000 mg/ L.

A artéria caudal ventral foi isolada e colocada numa placa de Petri
contendo solu¢do de KH que foi arejada com 95% O2 e 5% de CO,. Tecido
conectivo e de gordura foram removidos. Um pedaco da artéria (2 cm) foi
cortado sob um microscépio de dissecacdo em 45° para produzir uma tira
helicoidal. A tira helicoidal foi amarrada em ambas as extremidades e, em
seguida, suspensos numa camara de tecido de 10 mL, o qual foi arejado
continuamente com 95% de O2 e 5% de CO2 a 37°C. Uma extremidade
da tira helicoidal estava ligada perto do fundo do banho do érgao e a
outra extremidade foi ligada a um transdutor de deslocamento de forca.
Contracdes isométricas foram registradas em fisiografo. A tira helicoidal foi
equilibrada durante 60 minutos sob uma tensao de repouso de 0,7 g.
Estudos sobre efeitos cronotrépicos e inotrépicos em atrios direito
isolados: Foram preparados os atrios direitos de ratos machos. Quando a
batida atrial (AR) e a tensao atrial (AT) foram estaveis apds a primeira dose,
a préxima dose mais elevada foi aplicada imediatamente, e assim por
diante. Respostas cronotrépicas e inotropicas foram, em seguida, obtidas.

Atrios direitos e tiras de artérias
caudais de ratos machos
Sprague-Dawley / 5 a 6 por
grupo experimental.

O extrato mostrou efeito cronotrépico positivo e efeito
inotrépico em atrios direitos isolados. A combinagao
de arruda com alga marinha exerceu um efeito de
relaxamento.

Antibacteriana e
antifungica

Extrato metandlico e
particoes (éter, acetato de
etila ou dgua:metanol) / 1,

10, 100 ou 1000 pg/ mL.

Método modificado de difusdo em disco.

Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Corenebacterium
diphtheriae, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis,
E. coli, C. albicans.

O extrato ndo mostrou atividade frente a bactéria
gram-negativa £. coli e ao fungo C. albicans. Apresentou
efeito inibitério frente a: S. aureus, S. pyogenes, L.
monocytogenes e B. subtilis.

Espermicida

Extrato aquoso /6,25, 12,5,
25,50, 100 ou 200 mg/ mL.

Ensaio de imobilidade: Apds filtracdo do extrato, o liquido resultante foi
adicionado a amostras de sémen humano na proporcao de 1:1. No grupo
controle foi adicionado a mesma proporcéo de PBS. Para verificacéo

da motiliadade espermética, 10 uL da mistura foram adicionados
imediatamente em uma lamina preaquecida e, a0 menos, 10 campos
foram visualizados (para contagem de, no minimo, 200 espermas). A
motilidade foi avaliada usando o sistema de classificacdo da OMS (1999).
O total de espermatozoides méveis foi somado. A menor dose capaz de
causar 100% de imobilidade foi chamada de dose minima eficaz (DME).
Ensaio de reversao da imobilidade (teste de avivamento): Apds incubagao
dos espermatozoides com a DME e com o controle (PBS) durante 2 horas,
as solugdes foram lavadas duas vezes em PBS e incubadas a 37°C durante
30 minutos para observar a reversao da motilidade dos espermatozoides
e alteragdes morfoldgicas. Ensaio de viabilidade espermatica e
integridade da membrana: 25 L de amostras coradas e 25 uL das
amostras testes foram misturadas por 30s. Em seguida, um esfregaco

foi feito de 15 pl da mistura. Apds secagem, foi feita visualizacdo ao
microscépio (1.000x). A porcentagem de células vivas (brancas) e mortas
(coradas) foi calculada levando com base uma contagem total de 200
células.

Cultura de espermatozoides /
106 células.

Os efeitos da imobilizacdo espermatica apareceram
imediatamente e de modo dose-dependente. 100% dos
espermatozoides tornaram-se imaéveis na concentracao
de 100 mg/mL. No teste de avivamento, 30,8 + 3,2% dos
espermatozoides retomaram o movimento, além de
apresentarem cauda enrolada em 38,6 + 5,5% nas células
tratadas, em comparagao com 12,5 + 2,0% do grupo
controle.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose Metodologia Material / Quantidade Resultado Referéncia
Efeito do extrato na producéao de éxido nitrico (NO): apds o correto
estabelecimento da cultura celular, as células foram desafiadas com Macréfagos mostraram aumento na producao de NO -
diferentes concentracdes de LPS de E. coli e a concentracéo de LPS 30% de inibicao foi observada com o extrato (100 pg/
escolhida foi de 1 ug/ mL. As células foram pré-tratadas com as diferentes mL). Com um aumento na concentragao, a inibicao
concentragdes do extrato ou com rutina isolada ou a associacao. Em , na producdo do NO foi crescente (36%, 48,3%, 51,3%
" . . . Cultura celular de macréfagos o . ) :
. - Extrato metandlico / 100,200, | seguida, foram incubadas por 4-16 horas a 37°C em estufa de CO.. Apds ) e 68,7%). A rutina isolada ndo apresentou efeito. Efeito
Anti-inflamatéria ) - , - 7 murinos (J-774) / 2x106 o . . . (80)
300, 400 ou 500 pg/ mL. 4h de incubacao as células foram usadas para extracdo de RNA e apds células/ mlL sinérgico foi observado quando da administracéo do
16 horas de incubacao foram usadas para deteccao de NO pelo método ‘ extrato (200 ou 500 pg/ mL) com 40 uM de rutina. Uma
de Griess; O RNA foi quantificado espectrofotometricamente e 2 ug de alta diminuicao na expressao de genes iINOS e uma
RNA total de cada amostra foram utilizados para sintese de cDNA. PCR significativa reducdo nos niveis de expressao de COX-2 foi
especifica para iINOS e COX-2, tendo o gene normalizador G3PDH, foi observada nas células tratadas com extrato.
realizada.
Efeito do extrato na producéo de dxido nitrico (NO) ou IL-1(3: apds o
correto estabelecimento da cultura celular, as células foram desafiadas
com diferentes concentracdes de LPS e a concentracdo de LPS escolhida
foide 1 ug/[nL. As células foram p~re—tratadas com as d|ferenFes As fracoes obtidas e o composto Rg-001 mostraram
concentracées do extrato ou fragdes ou com o composto ativo Rg-001. o o ~
: . significante inibicao na producdo do NO. O composto
Em seguida, foram incubadas por 4, 8 ou 16 horas a 37°C em estufa de T .
. < ) Rg-001 e a fracao dietil éter inibiram a expresséo do
CO,. Apos incubagao, as células do sobrenadante foram usadas para : S -
" . < ) gene iNOS. O extrato bruto inibiu a expressdo de COX-
Extrato metandlico e suas quantificacdo de NO ou IL-13, enquanto que os péletes foram usados para - . : «
o o A . ; 2. N&o houve alteracdes na quantificacédo de TNF-a
particdes (éter, cloroférmio ou expressdao génica por RT-PCR; Ensaio de ELISA: o sobrenadante livre de -
: ) g . " : , ou na expressao de TNF-q, IL-12 ou IFN-y em nenhum
. L. acetato de etila) / Extrato bruto células foi utilizado para medir IL-1(3, utilizando kit de ELISA BD Cultura celular de macréfagos . C .
Anti-inflamatéria e . o ) dos grupos. A expressao de IL-13 foi significativamente
o (300 ou 500 pg/ mL), fracdes Biosciences (USA). murinos (J-774) / 2x106 . - 81)
antioxidante . . L . S, ) reduzida no grupo tratado com o extrato bruto, a fragdo
(50, 100 ou 150 pyg/mL) e o Efeito do composto ativo em espécies reativas de oxigénio: foi utilizado células/ mL. o
‘ o o . . dietil éter e o composto Rg-001.
composto isolado Rg-001 (5,10 | o corante DCF-DA, o qual é oxidado pelo perdxido de hidrogénio, 1
o L . ; A fracdo dietil-éter e o composto Rg-001
ou 20 pg/mL). peroxinitrito e radicais livres produzindo uma molécula fluorescente. N . - -
s } o significativamente reduziram a formagao de espécies
A oxidacdo do corante é uma medida indireta da presenca de . o o
. . . . o X , reativas de oxigénio. Por fim, a viabilidade celular de
intermedidrios de espécies reativas de oxigénio. As células foram pré- . T . <
: . ) macrofagos foi maior que 85% para a maior concentragao
incubadas com a fracdo dietil-éter ou Rg-001 por 2 horas. As células foram da fracio dietil-éter e para 6 composto ativo Ra-001
entdo lavadas e desafiadas com LPS por 16 horas. Posteriormente, foram ¢ P P 9 '
incubadas com 10 uM DCF-DA por 15 min a 37°C em estufa de CO2. As
células foram entdo lavadas com PBS e analisadas usando microscépio de
fluorescéncia.
Todas as determinacoes espectrofotométricas foram efetuadas a 37°C
utilizando um espectrofotdbmetro Shimadzu UV 2550 UV/VIS. O aparelho
foi ligado a uma unidade de controle de temperatura da célula de O extrato exibiu uma alta inibicao da atividade da aldeido
" Shimadzu. A cuvete utilizada tinha um comprimento de percurso de 1 oxidase (89-96% a 100 pg/ mL. AIC50 para o efeito
Extrato metandlico e compostos . o . . o . ]
e L . cm e o volume total foi constante (3,0 mL). A atividade da aldeido oxidase , ) . inibitério do extrato contra a oxidacao do benzaldeido,
Inibicdo enzimatica | isolados / Extrato (100 pg/mL), . : - T . Células de figado de cobaios - . !
, ) ) ) foi determinada utilizando fenantridina (50 M), benzaldeido (100 mM) i vanilina ou fenantridina foi de 104, 10,1 e 43,2 ug/ (54)
da Aldeido oxidase | Quercetina (10 uM), Rutina (10 . ) o o machos Dunkin-Hartley / N.D. . ) N
M), e vanilina (50 M), como substratos, medindo a variacao da absorbancia mL, respectivamente. Quercetina e rutina inibiram a

a 322,249 e 310 nm, respectivamente. Cada substrato foi incubado
separadamente com a fracao de enzima em tampao fosfato de pH 7,0 de
Sorenson contendo 0,1 mM EDTA e a taxa de oxidacao inicial foi medida
até 2 minutos.

atividade enzimética em torno de 70-95% e 27-52%,
respectivamente.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose Metodologia Material / Quantidade Resultado Referéncia
Enterococcus faecalis ATCC 29212
e Staphylococcus aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 35218 e
A determinacédo da susceptibilidade bacteriana foi medida por difusdo em | Pseudomonas aeruginosa ATCC
jgar Mueller-Hinton. O &gar foi | | 5 27853. Hospitalares: . o )
agar Mueller inton. O &gar foi .coberto compoetamente pela suspensao 853. Cepas ospﬁa ares O 6leo apresentou atividade moderada. Os bacilos gram-
) . . ) bacteriana (2-3 mL) e as placas incubadas a 37°C durante 15 minutos. O Aeromonas hydrophila, . ) . !
Antibacteriana Oleo essencial / N.D. . ) T : : N negativos foram os mais sensiveis. As cepas hospitalares (32)
excesso de suspensao foi removido por aspiracao. Discos impregnados Citrobacter freundii, Enterobacter . . .
) : . . . ) - ) . A. hydrophila e V. cholerae foram as mais sensiveis.
com éleo essencial foram aplicados a superficie do dgar. As placas entao cloaceae, Klebsiella pneumoniae,
foram invertidas e incubadas a 37°C por 18-24 horas. Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis, Serratia marcescens,
Shigella flexneri e Vibrio cholerae
non-O1.
Ensaio da luciferase (LRP): 40 uL de 0,TM CaCl2 e 50 uL de phAE129 foram
s adicionados aos “vials”e incubados por 4 horas a 37°C. Apds incubacéo, Cepas de referéncia de O extrato de Ruta apresentou boa atividade
) . Extrato metandlico / ) . - : . o : .
Antibacteriana 100 ou 500 100 pL foram misturados com D-luciferina em tubos. A producédo da luz Mycobacterium tuberculosis antimicobacteriana contra as cepas de M. tuberculosis 7)
HY- foi medida a cada 10s em lumindémetro (Monolight 2010) e expressos em H37Rv / N.D. testadas em ambas as concentracoées.
unidades de luz relativa (RLU).
Os complexos cimulos-odcitos foram coletados de ratas superovuladas
injeca 10 Ul fina, i.p.). Apds 12-14 h imai ) e . )
(injecdo de 10 AU de gona,dotro na | !O) pos oras, 05 animas . A capacidade de fetilizacdo dos espermatozoides foi
e 0 foram eutanaziados, os cimulos-odcitos foram coletados e cultivados em | Espermatozoides e complexos R :
Fertilizagao in vitro Extrato etandlico / 20 mag. . o . - . . significativamente reduzida no grupo tratado com o (117)
meio T6 com 5 mg de BSA. A combinacdo espermas-cimulos-odcitos foi | cumulos-odcitos / N.D.
X IR ! extrato de Ruta graveolens.
incubada por 4-6 horas. A fertilizacdo foi finalmente caracterizada pela
formacdo de embrides com 2 células apds 24-26 horas.
Antiveneno de.N N Extrato aquoso / N.D. Ensaio para verificacdo da atividade hemolitica N.D./ N.D. O extrato promoveu 100% de inibicao da hemdlise frente (118)
cobra e escorpiao aos venenos testados.
o E ) i . . - o ) . , ) . . 5 R I f
Citotoxica* xtrato aq,uoso etanolico Ensaio de citotoxicidade in vitro contra células de sarcoma Yoshida ascites | Células Yoshida ascites / N.D. O.e>.<trato e.tere/o -de uta graveolens mostrou forte (119
e etéreo /N.D. atividade citotoxica.
Ensaio de viabilidade celular (MTT): as células foram tratadas (graveolina
- 2 horas antes) na presenca ou auséncia do 3-MA (inibidor de autofagia)
ou z-DEVD-fmk (inibidor e caspase) ou acido ascérbico (sequestrador de
espécies reativas de oxigénio). Apds, foi feita coloracdo com laranja de
acridina. O qtoplasm{a Qas células fluoresceram de verde, enquanto que Graveolilna induziu autofagia nas células A375 associada
: 0s compartimentos acidos ficaram vermelhos. . . : o )
Composto isolado do : . . . . . ) a proteina Beclin-1. O composto também induziu
- s A intensidade do vermelho foi proporcional ao grau de acidez ou a Linhagens de células A375 ) .
Anticancer extrato etandlico/ 5, 10, 15, . . ) N apoptose nas células cancerigenas (melanomas), uma (86)
quantidade de &cido no compartimento. Estudo de expresséo de (melanoma) e PBMC / N.D. L . "
20, 25,30 0u 35 pg/ mL. ) o . . o caracteristica deseja em drogas utilizadas no tratamento
proteinas sinalizadoras por ensaio de imunoblot: foram utilizados do cancer
anticorpos anti-LC3, anti-Beclin-1, anti-Atg5, anti-Atg7, anti-mTOR, ’
anti-Bcl2 e anti-GAPDH.Andlise da geracao de espécies reativas de
oxigénio: as células foram incubadas com 10 uM H2DCFDA e fotografadas
no microscépio de fluorescéncia para analisess qualitativas. A intensidade
de fluorescéncia foi medida usando o software Cyflogic.
. . Ensaio DPPH, ical Oxido, hi il, Oxi itri
Antioxidante* Extrato metandlico / N.D. nsaio D Sequestro radical superoxido, hidroxil, oxido nitrico e N.D./ N.D. O estudo observou efeito inibitério do extrato (120)

peroxidacao lipidica. Ensaio de estabilizacao de membrana.

continua
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Atividade

Tipo Extrato / Dose

Metodologia

Material / Quantidade

Resultado

Referéncia

Inibicao
enzimatica da
Monoaminoxidase

Extrato aquoso, etandlico,

etéreo e acetato de etila /

1,0,5,0,25,0,1,0,01,0,001
ou 0,000T mg/ mL.

MAQ foi parcialmente purificada por meio do isolamento de mitocondrias
a partir de homogeneizados de figado de rato. O ensaio continuo
fotométrico ligado a peroxidase foi realizada no formato de microtitulacao
de 96 pocos modificado. Os extratos foram redissolvidos a 36 mg/ mL
com DMSO, apds diluicdo em série com tampéo de fosfato de potéssio
(0,2 M, pH 7,6). Cada pogo de teste continham 120 ulL substrato amino
(2,5 mM de tiramina (Sigma-Aldrich) em tampéao de fosfato de potassio),
40 ul de uma solugao cromogénica (1 mM de acido vanilico (Sigma),

0,5 mM de 4-aminoantipirina (Sigma-Aldrich), 4 U/ mL de peroxidase
(Sigma-Aldrich) em tampéo de fosfato de potéssio), 40 ulL de enzima
(homogeneizado de figado de rato) e 40 ul de amostra.

Os pocgos do fundo continham tampéo fosfato de potéssio (0,2 M, pH

7,6) em vez de enzima (homogeneizado de figado de rato). Para testar

a atividade especifica da MAO-B, o homogenato de figado de rato foi
pré-incubado (37°C, 30 min) com 50 uM clorgilina (inibidores seletivos

da MAO-AI, Sigma-Aldrich) para blogueio total da atividade da MAO-A.

As reacoes foram seguidas a 490 nm, utilizando um leitor de microplacas.
A leitura das absorbancias foi tomada a cada 5 minutos ao longo de um
periodo de 40 minutos. As placas foram incubadas entre as leituras,
a37°C

MAO (monoaminoxidase),
Fosfato buffer potéassio, solucao
cromogénica, enzima do
figado dos ratos, peroxidase e
clorgilina.

Foram calculados os seguintes valores de IC,  para
MAO-A: dgua 267+262, etanol 18,5+1,5, acetato de

etila 5+1, éter de petréleo 3+1. J& para a MAO-B: d4gua
14364909, etanol 35+56, acetato de etila 7+6, éter de
petroleo 3+1. Desta forma, os extratos nao polares
apresentaram os melhores valores de atividade inibitéria
da MAO.

(121)

Inibicdo enzimatica
da AChE ou BuChE*

Extrato hexanico ou
metandlico /400 pg/ mL.

Método colorimétrico de Ellmans

N.D./N.D.

O extrato mais potente foi 0 hexanico, o qual
demonstrou forte inibicdo sobre as enzimas.

(122)

Anti-inflamatéria e
Citoprotetora

40

Extrato hidroetandlico / 50 ou
100 pg/mL.

As bactérias, apés tratamento, foram diluidas em série e inoculadas em
placas comerciais Pylori dgar (Kyokuto; Toquio, Japao) em condicdes de
microaerofilia. Apds a incubacédo de 2-3 dias, as coldnias de bactérias
foram contadas e a unidades formadoras de coldnias (CFU) foram
calculados. Para determinar o efeito citoprotetor, as células foram
pré-tratadas por 4h e lisadas num tampéo de lise (Tris 10 mM, EDTA

1 mM, 0,2% de Triton X-100, pH 7,5), seguido por centrifugacéo a

13.000 g durante 10 minutos. Cada amostra de DNA no sobrenadante

e o sedimento resultante foram depois precipitados em 12,5% de

4cido acético tricloro (TCA) a 4°C, e quantificado usando um reagente
difenilamina apos hidrolise em TCA a 5% a 90°C.

Células AGS foram cocultivadas com o H. pylori na multiplicidade de
infeccao (MOI) de 50:1 ou tratadas com TNF-a (10 ng/ mL) durante 4
horas na presenca ou auséncia do extrato. A quantidade de IL-8 no
sobrenadante da secregao a partir das células tratadas foi analisada por
meio de ELISA (R&D System). Além disso, as células AGS foram semeadas
em placas de cultura e deixadas durante a noite, lavadas com PBS trés
vezes e pré-incubadas com ou sem FBS/antibiético, sequido pela adicao
de H. pylori a um MOI de 300:1 durante Th. Tripsina/EDTA foi utilizado para
coletar as células e as espécies reativas de oxigénio intracelular foram
medidas apds coloracao das células com 2 uM hidroetidina (HE) para
detectar superdxido intracelular (O,-).

Células H. pylori 193C, células
AGS (linhagem de células de
cancer gastrico humano) / 108
bactérias/ml (H. pylori) ou 106
células AGS.

O extrato ndo apresentou atividade sobre a viabilidade de
H. pylori. Também n&o mostrou indugao significativa na
fragmentacdo do DNA. Os resultados sugerem toxicidade
sobre o H. pylori. O extrato apresentou moderada
atividade quando medida a producao de IL-8. Por fim, o
extrato Nn@o mostrou supressao na producao de espécies
reativas de oxigénio.

(123)

continua
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Tipo Extrato / Dose

Metodologia

Material / Quantidade

Resultado

Referéncia

Antiproliferativa

Extrato metandlico/ 3,
6, 15,30, 37,60, 75, 150,
300 ou 600 pg/mL.

O potencial clonogénico das células foi medido deixando-se as células
por 24 horas para que aderissem aos pocos das placas. A formacao

de colénias, apds os tratamentos, foi medida diariamente com ajuda

de microscépio de luz. O ensaio foi terminado por fixagdo das células
quando o controle mostrou discreta formacéo de coldnias. Imunoensaio:
o lisado de células foi preparado em NP-40 buffer e a concentracéo de
proteinas foram determinadas usando o ensaio de compatibilidade de
protefna. Amostras contendo concentragdes equivalentes de proteinas
foram misturadas com Laemmli buffer e colocadas em fervura por 5 min.
Protefnas foram transferidas para membrana PVDF e fixadas em leite em
pé desnatado (5%). Anticorpos primarios foram usados na diluicédo de
1:1.000.

A peroxidase conjugada e os anticorpos secundarios foram usados na
concentracao de 1:5.000. Ensaio de ativacdo de caspase 3: foi utilizado kit
de ativagao de caspase colorimétrico (Sigma). Trinta g de proteinas totais
foram utilizados para o ensaio. Caspase 3 recombinante foi utilizada como
controle. As células foram incubadas com 1 uM estaurosporina por 3h.
Ensaio de citometria de fluxo: As células foram tripsinizadas com 0,25%
tripsina-EDTA e centrifugadas. Peletes foram ressuspendidos em 300 pL
em PBS, fixadas pela adicdo de 700 plL de etanol 100% e guardadas a -
20°C. Anticorpos anti-p53, B-actina, fosfo-y-H2AX, Akt-fosfo-akt, ciclina B1
e CDK1 foram adquiridos comercialmente (Danvers, MA, USA).

Linhagem de células de cancer
colorretal HCT116. Células RKO
e MCF7. Linhagem de células de
cancer prostatico PC3 e DU-145
/N.D.

O extrato de forma dose-dependente diminuiu a
viabilidade e a clonogenicidade das células tratadas e
induziu mitoses aberrantes e a ativacao da caspase-3.
Também induziu a via p53 e a concentracao focal das
protefnas de resposta ao dano de DNA 53BP1 e y-H2AX.
Além disso, os niveis de fosfo-Akt e ciclina B1 foram
reduzidas pelo tratamento, ao passo que apenas a ciclina
B1 foi reduzida em fibroblastos dérmicos normais.

(95)

Antibacteriana e
antifungica

Oleo Essencial / Teste de
difusdo em disco: 10 pL/disco.
Determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (MIC):
0,3-163 pg/ mL.

Método de difusdo em disco: Foram utilizados 100 pL da suspenséo de
micro-organismos. Agar Mueller-Hinton e Sabouraud dextrose foram
utilizados e distribuidos em placas estéreis. Apds a aplicacdo dos micro-
organismos, as placas foram incubadas por 24h a 37°C (bactérias) ou por
24 e 48 horas a 30°C (C. albicans e esporos de fungos, respectivamente).
Determinacdo da concentracdo inibitéria minima: O teste foi realizado
em placa de 96 pogos com concentragées ajustas de micro-organismos
por poco. A concentracao inibitdria minima foi determinada como a
menor concentracao do 6leo essencial na qual o micro-organismo néo
demonstrou crescimento visivel. O crescimento foi indicado pela turbidez
do poco.

Cepas padrao de micro-
organismos ATCC (American
Type Culture Colection) /

2x108 unidades formados de
colonias/ml (bactérias), 1-5x106
unidades formados de coldnias/
mL (Candida albicans) ou 2x105
esporos/ml de fungos.

O dleo essencial apresentou fraca atividade no teste de
difusdo contras as cepas de bactérias testadas.

J& nos testes realizados contra as cepas de fungos,

0 6leo revelou forte atividade, principalmente contra
Candida albicans.

(21)

Enzimatica,
antiviral/citotéxica
e agonista de
receptores CB..

Compostos isolados
do extrato / N.D.

Utilizando placa de 96 pocos a porcentagem de inibicao da enzima foi
calculada determinando a taxa de inibicao na presenca de inibidor ou
do veiculo (DMSO). Ensaio de citotoxicidade/atividade antiviral: 50%
da atividade citotéxica foi previamente determinada em células Hel g,
as quais foram incubadas por 72 horas em ambiente com 5% CO, - 37
°C. A viabilidade celular das células presentes nos pogos tratados com
os compostos foi avaliada como porcentagem da média de densidade
optica. Ensaio de ligacao aos receptores canabindides: foi utilizado a
ensaio de radioligante especifico [3H]JCP-55,940 a 30 °C. A radioatividade
foi medida em filtros com cintilagdo Beckman LS6500 em liquido de
cintilagédo Ultima Gold.

Acetilcolinesterase (AchE),
células Hel.a, Rhinovirus 2
(HRV-2), membrana com
superexpressdo de receptores
canabinoides / N.D.

A arborinina apresentou a maior porcentagem de
inibicdo da enzima AchE com valor de IC50 de 34,7

UM. As melhores atividades citotéxicas/antivirais foram
apresentadas pelos compostos metoxicumarina e
arborinina (IC50 11,98 e 3,19 UM, respectivamente). A
rutamarina apresentou forte ligagéo aos receptores CB,.

(©6)
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Atividade Tipo Extrato / Dose Metodologia Material / Quantidade Resultado Referéncia
Ensaio de utilizacao de glicose por células musculares C2C12: foi realizado
em placas de cultura de 96 pocos. As placas foram incubadas por 3 dias
e meio a 37°C sem mudanca de meio. No dia do experimento todos
os reagentes foram preparados em buffer de incubacéo. O meio de
crescimento foi aspirado e o buffer de incubagao com ou sem insulina ou " )
. O extrato etandlico produziu um forte aumento no
tratamentos foram adicionados a cada poco. As placas foram novamente : .
) L - ) consumo de glicose das células musculares C2C12. A
incubadas por 1 hora a 37°C. Apds incubacao, 10 uL foram retirados . . o o S !
e . : : ) o Células C2C12 /5.000 células/ presenca de insulina potencializou a utilizacao de glicose
Antidiabética e Extrato aquoso ou etandlico/ | de cada poco e transferidos para uma microplaca vazia. Foi adicionada . ) .
o . . ) ) | poco; Células de figado Chang/ | pelas células musculares tratadas com ambos os extratos. (97)
Citotdxica 0,125,0,5,12,5 ou 50 ug/ mL glicose oxidase e deixados em contato por 15 minutos a 37°C. A placa foi , N N ) N
lida a0 final em 492 nm 6.000 células/ pogo. Néo houve efeito citotoxico, exceto pela estimulagcao do
. S i, ) ) o crescimento produzida pelo extrato aquoso das células
Ensaio de utilizacdo de glicose em células de figado Chang: o ensaio foi de figado Chan
realizado em placas de cultura de 96 pocos. Apéds 72 horas, 10 L de meio 9 g
de crescimento fresco, contendo nenhum aditivo, metformina ou os
tratamentos foram adicionados. As células ficaram expostas por 48 horas
e apos a utilizacdo de glicose foi mensurada. Ensaio de citotoxicidade: foi
realizado o ensaio de MTT.
Linhagens de células RAJI,
RAMOS RPMIB866, U937, Jurkat, . .
MDA-MB-453 MCF-7 O extrato demonstrou alta citotoxicidade frente a
Citotéxica* Extrato etandlico / N.D. N.D. LNCap-FGC-10, 5637, Hela, células RAJI € RAMOS (IC,, de 243 €352 pg/ml, (68)
. respectivamente), além de forte atividade contra células
SK-OV-3, A549, Mehr-80, além
) . o LNCap-FGC-10 (27,6 pg/mL).
de células sanguineas periféricas
PBMC/N.D.
Para atividade citotoxica foram ) o < L
Antiplaquetaria e utilizadas células de linhagens Foi demonstrada inibicao da agregacdo plaquetdria
Extrato metandlico / N.D. N.D. e efeitos citotoxicos dos compostos isolados de Ruta (88)

Citotoxica*

tumorais: KB, Hela, DLD, NCl e
Hepa / N.D.

graveolens.

*Somente o resumo disponivel.
**Classificacao feita de acordo com o préprio artigo (metodologicamente o trabalho deveria ser classificado como ex vivo).

N.D. = Nao disponivel.



4.3.2.2 Ensaios in vivo

ATabela 5 demonstra os estudos farmacoldgicos in vivo realizados com a espécie R. graveolens.

nforr nacoes Sistemat
Planta

Tabela 5 - Estudos farmacoldgicos in vivo de preparagoes obtidas da espécie R. graveolens

Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
quugap de d|abetes~ por meio da injecdo de alloxan mong—h|dratado A dose de 0,5 g/kg mostrou diferenca significativa na
dissolvido em solucéo salina na dose de 150 mg/kg, por via - . .
. ! L S ! evolucdo dos pesos dos animais. As ratas diabéticas
0 intraperitoneal; Avaliagcdo ponderal, determinagao de glicose (aguda
. Extrato metandlico /0,5, 1,0 ou : ) ) tratadas com a dose de 0,5, 10 ou 1,5 g/kg mostraram
Antidiabética — antes e depois de cada tratamento — e ao final do experimento), Ratos Wistar / N.D. T L ) (38)
1,5 g/kg/oral. o . . diminuicdo dos niveis de glicose. Todas as doses
colesterol e triacilglicerideos (avaliacédo ao final do experimento) por o - N
. - promoveram variagdes nos niveis de triacilglicerideos e
meio da coleta de sangue em tubos contendo EDTA para as analises o
) e . nos niveis de colesterol (116 a 124 mg/dL).
biogquimicas mencionadas.
Foi administrado aos ratos uma solucdo de Alloxan monohidratado a Os valores dos niveis de glicose no sangue de ratos
10% em dose Unica de 160 mg/kg durante 5 dias. Foi determinada a diabéticos sem tratamento foram estimados entre
concentragao de glicose no sangue com o objetivo de se diagnosticar 450-520 mg/dl + 2,00 ao longo de um periodo de
a hiperglicemia quando a concentracéo de glicose fosse maior que 180 25 dias. Além disso, a administracdo de 500 pg/kg de
Anti- Extrato Metandlico/0,5,1,0,1,5 | mg/dL. A amostragem foi feita pela veia lateral da cauda e processada Ratos machos - Black 6 / 70 ratos | glibenclamida ® apresentou uma reducao significativa 40)

-hiperglicemiante

ou 2,0 g/kg/oral.

com tiras de teste para anélise de glicose. Para quantificar a concentracao
de glicose no sangue, por meio da peroxidase oxidada, o sangue foi
retirado pela veia lateral da cauda, utilizando-se seringas esterilizadas de
alta densidade com agulha de polipropileno USP 80. Este procedimento
foi repetido diariamente por 25 dias, apds a administracdo dos extratos.

divididos em 7 grupos.

de glicose no sangue (519a 115-112 mg/ dl + 4,03). Os
dados mostraram que os niveis de glicose dos animais
tratados com extrato durante os 25 dias, mostraram uma
diminuicédo progressiva (dose-dependente) da glicose
no sangue.

Fototdxica

Extrato etandlico / 0,1% / Tépica.

Para avaliacdo da atividade fototdxica, os extratos alcodlicos de arruda,
assim como uma solucéo de 8-metoxipsoraleno (8-MOP) a 0,1% foram
usados como controles positivos. Um grupo de quatro cobaios albinos
Dunkin-Hartley de 300 a 450 gramas cada um, foi utilizado para cada
amostra. Cada animal teve seu pelo raspado com auxilio de um tosador,
e em seguida, foi depilado com creme depilatério Elegan. O creme foi
removido com dgua e a pele dos animais seca com uma toalha. Apds 18
a 20h, a pele do dorso dos animais apresentava-se visivelmente integra,
sem sinais de irritacdo e a regido dorsal foi dividida em quatro areas de
cerca de 2,5 cm2 com uma fita adesiva 3M de 12 mm.

Em duas destas areas, foram aplicados 0,1 mL de amostra (extrato) e nas
outras duas areas foram aplicados 0,1 mL de solucéo 0.1% de 8-MOP
(padrao positivo). Uma das areas contendo a amostra e 8-MOP foi coberta
com uma folha de aluminio e fixada com fita adesiva. A cabeca dos
animais foi coberta e estes foram colocados a 10 cm (regido dorsal) de
distancia de uma lampada de luz negra fluorescente de 15 Watts, sendo
submetidos a 2 horas de incidéncia de radiacdo. Apds 24 e 48 horas da
exposicao, os animais foram observados e a intensidade dos eritemas
avaliada segundo a escala: 0 = nenhuma reacéo, 1 = eritema fraco, 2 =
eritema moderado e 3 = eritema severo.

Cobaios

albinos Dunkin-Hartley / 4
animais (1 animal por grupo
experimental).

O extrato de Ruta graveolens foi utilizado como sendo
controle positivo do experimento.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
Teste de contorcao abdominal por &cido acético: Grupos de
camundongos Swiss
foram mantidos em jejum ao longo da noite antes do tratamento, mas
tiveram livre acesso a dgua. Apds 30 minutos de receber uma dose oral
de extrato, cada camundongo recebeu, por via intraperitoneal, solucado
aquosa de acido acético 0,7% (10 mL/kg) e, em seguida, foram colocados
numa caixa de observacdo. O nimero de contorcoes foi contado durante O extrato apresentou diminuicdo significativa no nimero
20 minutos depois da injecao de acido acético. O nimero de contor¢des de contor¢cdes abdominais (32% de diminuicao) com a
em cada grupo tratado foi comparado com a de um grupo controle. Teste dose de 100 mg/kg e 33% de diminuicdo das contorcdes

o ) Extrato etandlico / 100 ou da placa quente em camundongos: Os animais foram colocados numa Camundongos Swiss / 10 com a dose de 200 mg/kg. Um efeito antinociceptivo

Antinociceptiva e . } . ) X : :
Anticinflamatéria 200 mg/kg/oral ou proveta de vidro de 2 L colocado numa placa quente mantida a 55°C. grupos de camundongos com 5 | leve foi observado. No entanto, seu efeito foi tardio (45 (124)
intraperitoneal. Laténcia para exibir a resposta nociceptiva, como lamber patas ou salto machos e 5 fémeas cada. minutos). A administragao do extrato nao apresentou

foi determinada antes e 15, 30, 45, 60 e 75 minutos apos a administracéo diferenca significativa no modelo de edema de orelha.
intraperitoneal do extrato. O tempo limite de 60 s foi selecionado para Além disso, o extrato de Ruta graveolens apresentou
evitar danos nos tecidos. Edema de orelha induzida por xilol: Apds 30 atividade antiproliferativa.
minutos da injecéo i.p. do extrato, xilol (0,03 mL) foi aplicado na superficie
anterior e posterior da orelha direita. Os animais foram mortos duas horas
apos a aplicacdo do xilol e ambas as orelhas foram removidas. Secoes
circulares de ambas as orelhas tratadas e néo tratadas foram feitas com 7
mm de diametro. A diferenca de peso entre a orelha nédo tratada e tratada
foi calculada.
Atividade abortiva: O dia da formacéo do plug vaginal foi denominado O extrato ndo promoveu perdas na pré-implantacéo e
primeiro dia. O extrato foi administrado em 3 grupos experimentais implantacdo dos embrides, no nimero de fetos vivos
durante a primeira metade da prenhez, nos seguintes periodos: pré- e degenerados/mortos e ndo provocou reabsorgao.

. ) L implantacdo (administracao do 1° ou 3° dia), implantacdo (administracdo Fémeas de Camundongos CF1 Entretanto, fémeas que receberam o extrato no periodo
Abortiva e Extrato Hidroetandlico / 1.000 P o go ‘( (o ¢ < o ) b go ( o ¢ T 9 L a9 P
Estrogénica ma/kg/oral do 4° a0 6° dia) e pds-implantacdo (@administragcdo do 7° ao 90 dia), /30 animais divididos em 3 pds-implantacdo apresentaram 4 fetos mortos e (45)

’ apds o periodo de tratamento os animais foram mortos, 0s ovarios grupos experimentais distintos. | uma reabsorc¢do. O extrato ndo apresentou atividade
e Utero exteriorizados; Atividade estrogénica: medida por meio da estrogénica significativa. Os resultados sugerem que o
pesagem do Utero, cornificagao vaginal e abertura vaginal prematura em extrato apresenta atividade fetotdxica, assim o extrato
camundongos sexualmente imaturos. ndo deve ser usado como planta medicinal abortiva.
Extrato aquoso, etéreo,
metandlico, benzénico . ) ) . .
L As fémeas foram monitoradas para verificacdo do ciclo estral e expostas a o
ou cloroférmico / Extrato S . ) Todos os extratos testados mostraram potencial atividade
. animais machos para o acasalamento. O dia 1 foi marcado pela presenca . . : A L
partes aéreas (4 ou 6 mL/ ) : o o Fémeas de camundongos e anticonceptiva. Os extratos benzénico e cloroférmico
. . de espermatozoides no esfregaco vaginal. Os animais foram divididos s : o )
Antifertilidade kg), extrato etéreo 0,25 ou o . hamsters / 3 grupos testes foram toxicos. A rutina, administrada isoladamente, (47)
A em grupo teste ou controle. Os grupos testes foram divididos ainda em T S
0,6 g/kg, Benzénico 0,1 g/ ) . . contendo 10 animais por grupo. | foi inativa para os modelos testados. Nenhuma das
. 3:tratamento do dia 1 ao 3, do dia 4 ao 6 e do dia 7 ao 9. As ratas foram . )
kg, Cloroférmico 0,1 g/kg, . : preparagdes mostrou atividade em hamsters.
. ) observadas por um total de 16 dias e os hamsters por 10 dias.
Metandlico 1 ou 2,5 g/kg, Rutina
0,16,04 ou 1,6 g/kg/oral.
Extrato alcodlico ou infusdo Os animais foram tratados no dia 1 (para verificacdo dos efeitos na A concentracdo de 8 mg/ 100 g (via intramuscular) foi
/ Extrato: 4 ou 8 mg/100 g. fertilizacdo e no inicio do desenvolvimento fetal) ou no dia 4 (para Ratos fémeas albinas — abortifera quando dada no dia. 1. Efeito similar ocorreu
Contraceptiva Infuséo: 0,1 mL/100 g/ Extrato | verificacdo dos efeitos no estégio de implantacdo). Animais tratados no primiparas / 20 animais por quando dada por via oral no dia. 63)

via intramuscular e infusao
via oral.

dia 1 foram mortos no dia 11 e os tratados no dia 4 foram mortos no dia
14. Apbs a morte os animais foram laparotomizados.

grupo, totalizando 60 animais.

4. Todos os tratamentos reduziram os indices
de implantacao.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
O extrato reduziu a fertilidade das fémeas, tendo em vista
- . - Machos e fémeas de a reducao do numero de implantacées e do nimero de
Antifertilidade* Extrato aquoso / 50 mg / oral. Monitoramento da fertilidade. ] g . , b ¢ . (125)
camundongos sui¢os / N.D. fetos vidveis. O numero de reabsor¢ées foi aumentado
apos os tratamentos.
Inflamacao induzida por endotoxina: Os animais foram pré-tratados
com o composto isolado Rg-001 e deixados por 2 horas. Apds, foram
desafiados com LPS (150 pg/ animal) e deixados por mais 8 horas. O composto inibiu a expressdo de iINOS e IL-13 em
. Apds as 8 horas, o comportamento normal dos animais tratados e ndo comparacdo com o grupo controle. Os animais
Composto isolado Rg-001 / . < : - .
. L tratados foram observados por um experimentador que ndo conhecia 0s apresentaram comportamento e locomog¢ao normais. A
Anti-inflamatdria 1 mg/ 25 g peso corporal / i - . o Camundongos BALB/c / N.D. - o L . 81)
intraperitoneal tratamentos. Em seguida a observacéo, o sangue foi coletado utilizando concentragao de nitrito foi significantemente abaixada
' puncao retro-orbital. O plasma foi entdo separado por centrifugacéo a (75%) nas amostras de plasma dos animais tratados em
500 g por 10 min. Os niveis de nitritos totais foram detectados utilizando comparagao com os animais desafiados com LPS.
kits especificos (R&D). O lavado peritoneal também foi coletado para
estudo da expressdo génica de iNOS e IL-10.
Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo | (controle, dieta padrao),
Grupo Il (grupo colesterol: dieta padrao acrescida de 1,5% de colesterol L . .
pPot (g PO s P y A atividade das transaminases foi aumentada no grupo
e 0,5% acido colico), Grupo lll (grupo tratado, a mesma dieta do grupo |l S i )
. . dos animais tratados com a dieta rica em colesterol e
acrescida do extrato de R. graveolens). Os ratos foram tratados por 90 dias, L "
. . - 4cido cdlico quando comparados com o grupo normal.
mortos e o sangue e os tecidos foram removidos em gelo para avaliacdes <
o S . . . O grupo tratado com o extrato mostrou uma redugao
bioquimicas. Os ensaios bioquimicos seguiram metodologia especifica. 2 o .
X . - . significante dos niveis das transaminases. O colesterol
Para verificacdo da atividade da COX e LOX, células mononucleares foram L . i
. total e LDL-colesterol e o indice aterogénico reduziram
preparadas: 3 mL de solucao histopague 1083 foram colocados em tubo S
significativamente, enquanto que o HDL-colesterol
o L. de 15 mL, com 3 mL de soro. )
Anti-inflamatdria, . . - . : Ratos albinos machos aumentou no grupo tratado com o extrato.
o . i Ap0s centrifugacdo (400 g por 30 minutos a temperatura ambiente) as o . . o )
antioxidante e Extrato hidrometandlico / 20 : . : (Sprague-Dawley) / 6 animais As enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase
células do sangue foram separadas em 2 fracdes: camada superior branca (126)

contra doenca
aortica

mg/ kg de peso corporal / oral.

consistindo de células mononucleares e com a maioria das plaquetas
na interface e uma camada inferior contendo eritrécitos e granulocitos.
Os mondcitos foram gentilmente aspirados e lavados (2 vezes) com
solucéo salina de buffer fosfato (PBS). Apds a formacao de pelete, ele

foi ressuspenso em PBS-Tween e colocado pra congelar-descongelar
por 3 vezes. O lisado resultante foi utilizado para quantificacdo das
enzimas (COX e LOX). A andlise histolégica foi feita na aorta e se¢oes do
tecido (5um) foram emblocadas em parafina, e posteriormente, corados
com hematoxilina-eosina (HE). Os tecidos foram examinados sobre
microscopio optico.

por grupo, totalizando
18 animais.

e glutationa peroxidase aumentaram no figado e no
coragao apds tratamento. Houve um aumento nos

niveis de glutationa e redugao nos niveis de TBARS, e da
atividade da MPO e PCR apds o tratamento. A atividade
da COX e da LOX foi aumentada no grupo com dieta

rica em colesterol e acido cdlico, enquanto que o grupo
tratado com o extrato mostrou uma reducéo significativa.
Os exames histopatoldgicos da aorta ndo mostraram
nenhum tipo de alteracao.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
Ensaio de imobilidade: Apods filtracdo do extrato, o liquido resultante foi
adicionado a amostras de sémen humano na proporcao de 1:1. No grupo
controle foi adicionada a mesma proporcdo de PBS. Para verificacao
da motiliadade espermatica, 10 L da mistura foram adicionados
imediatamente em uma lamina preaquecida e, ao menos, 10 campos
foram wsuallz‘ados‘(para contagem de, no minime, 200_ espermas). A Uma reducao significativa na mobilidade espermatica foi
motilidade foi avaliada usando o sistema de classificacdo da OMS (1999). . o -
. A observada uma hora apds a administracéo do extrato. A
O total de espermatozoides méveis foi somado. A menor dose capaz de .
) " : o mobilidade aumentou gradualmente com o passar das
causar 100% de imobilidade foi chamada de dose minima eficaz (DME). , )
) ) . . " . L . . horas, e apds 6 horas, foi a mesma do grupo controle.
Contraceptiva Ensaio de reversao da imobilidade (teste de avivamento): Apds incubacédo | Ratos Wistar machos / 42 i . . e
) Extrato aquoso / 5 g/kg/oral. ) R Né&o houve mudancas significativas na viabilidade, (127)
masculina dos espermatozoides com a DME e com o controle (PBS) durante 2 animais divididos em 6 grupos. . o
. . na morfologia e na estrutura do DNA. Os niveis de
horas, as solu¢des foram lavadas duas vezes em PBS e incubadas a o )
: . I testosterona dos animais tratados com extrato n&o
37°C durante 30 minutos para observar a reversao da motilidade dos .
. . - . - sofreram alteracdes quando comparados com o grupo
espermatozoides e alteracdes morfoldgicas. Ensaio de viabilidade controle
espermatica e integridade da membrana: 25 L de amostras coradas ’
e 25 ulL das amostras testes foram misturadas por 30s. Em seguida, um
esfregaco foi feito de 15 pl da mistura. Apds secagem foi feita visualizacéo
ao microscopio (1.000 x). A porcentagem de células vivas (brancas) e
mortas (coradas) foi calculada levando com base uma contagem total de
200 células.
Ensaio da carraginina: a atividade anti-inflamatoria foi avaliada pelo U . '
. ) . . O extrato mostrou maxima inibicdo do edema induzido
edema de pata induzido por carraginina. Os animais foram tratados .
o ) : ) . por carraginina (33,3% para dose de 100 mg/kg, 45,3%
primeiramente com as diferentes doses do extrato ou indometacina Ratos Wistar machos adultos
. oo s . " o para a dose de 200 mg/kg e 77,9% para a dose de 400
(controle). Apds 1 hora, os animais foram injetados com 1% de carraginina | / Foram utilizados 54 animais i .
- L . : < : B ma/kg). No modelo de exsudagao foi observado uma
. - Extrato metandlico / 100, 200 ou | subplantar na pata direita. Ensaio de inflamacdo exsudativa: exsudatos divididos em 5 grupos de 6 ; . . . .
Anti-inflamatoria . ) ) L : o i . migracao reduzida de leucdcitos e de proteinas. O (77)
400 mg/kg/oral. peritoneais foram produzidos 3 horas apds a injecdo intraperitoneal de animais no ensaio da carraginina .
L - . o ) . . o extrato também inibiu a COX-1 (IC50 182,3 ug/ mL) e
4cido acético 0,05N. A atividade antioxidante foi medida por meio do e 4 grupos de 6 animais no e
‘ . o . . . < . COX-2 (IC50 190,2 pg/ mL), bem como a lipoxigenase.
ensaio DPPH, ensaio de descolorizacdo ABTS e atividade sequestradora ensaio de inflamacéo exudativa. o - L S
. e s o s : e ) Considerdvel atividade antioxidante foi obtida com todos
de radicais superoxido, Oxido nitrico, perdxido de hidrogénio, hidroxil e
: 0s tratamentos.
quelante de metais.
O extrato mostrou atividade atuando nos estagios iniciais
Antifertilidade* Extrato cloroférmico/ N.D./oral. | N.D. Ratos / N.D. da prenhez. O trabalho também demonstrou pequena (92)
toxicidade para o composto isolado chalepensis.
Houve uma diminuicdo no nimero de espermatogonias,
46 Espermatogénese® Extrato aquoso / 300 mg/kg/ Um dia gpos o ultimo tratament(? oS anilm‘a|s fo.ram angsteaados e, ‘ Ratos machos adultos / N.D. espermgtoc[tos pr|mar|o§, esperTat|des e cellulas (128)
entrape-ritoneal. eutanasiados. Em seguida, o testiculo direito foi recolhido para andlises. de leydig, além de reducdo no diametro do tubulo
seminifero.
. , . . . ~ o . . A~ | i i f,\ !
Abortiva* Extrato cloroférmico /N.D./ N.D. | Efeito abortivo nas méaes e toxicididade sobre os fetos. Camundongos fémeas / N.D. O extrato alterou a capacidade reprodutiva das femeas (129)

porém ndo provocou malformagdes ou anormalidades.
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
O extrato (800 mg/kg) apresentou alto toxicidade e
foi inativo como agente anti-implantagdo (400 mg/
kg). Todos os preparados foram capazes de aumentar
" 0 numero de embrides reabsorvidos. Os extratos
Extrato aquoso, metanolico, o
! . . . . demonstraram uma reducéo significativa no peso
Anticonceptiva e etandlico, etéreo, hexanico ou ND Ratas adultas Sprague-Dawley corporal fetal. O peso blacentario fol reduzido nas fémeas (130)
Antifertilidade diclorometanico /400 ou800 | = /ND. poralTetal. L peso p . 1o N 19
ma/kg /oral que ingeriram os extratos metandlico, etandlico, etéreo
' ou diclorometanico. Os extratos na dose de 400 mg/kg
administrados do 6° ao 15° dias apds o coito, diminufram
o numero de fémeas com fetos e aumentaram a
mortalidade.
Os animais foram colocados em caixas, isoladamente, por 30 minutos ) o )
- . ) O extrato antagonizou significativamente as
para adaptacao ao novo ambiente. Os controles foram pré-tratados . : i . .
0 . . o ) convulsées induzidas por pentilenotetrazol, bicuculina
Extrato metandlico / 25, 50 15 minutos antes com salina e em sequéncia com pentilenotetrazol, : . )
o . . : i . - ou picrotoxina. O tratamento combinado de
ou 100 mg/kg — atividade bicuculina, picrotoxina ou NMDLA (agentes indutores de convulséo). Os . )
. . o i o doses subefetivas do extrato com muscimol foram
anticonvulsivan-te, 100, 200, animais foram observados por 30 minutos. Os animais do grupo teste Camundongos albinos / 8 capazes de antadonizar as convulsées induzidas por
Anticonvulsivante 400, 800, 1.200, 1.600, 2.000, foram pré-tratados com o extrato, fenobarbital, diazepam, fenitoina, Aanimais org UD6 experimental eatilenotetrazogl bicuculing ou picrotoxing. O exptrato (5)
2.400, 2.800, 3.200, 3.600 e 4000 | muscimol ou LY233053 antes da administracdo dos agentes indutores porgrup P ' p~ ' L X P :
T < . . ‘ néo afetou as convulsoes induzidas por NMDLA. Sugere-
mg/kg — determinagdo da DL,/ | de convulsdo. Os animais também foram observados por 30 minutos. O - . . .
. . 0 . . . : o ) se que acgao do extrato estd envolvida com o sistema
intraperitoneal. experimento foi repetido mais uma vez com 8 animais, pré-tratados com L < . .
; S GABAérgico. Nao foram observados efeitos toxicos, sendo
DMSO. Ensaio de DL, : 0s animais foram tratados com doses crescentes e .
. : 20 . o a DL, superior a 4.000 mg/kg.
apos 5 dias foram observados e anotados o nimero de animais mortos. 50
Os animais foram tratados e tiveram suas pressoes arteriais medidas
na presenca ou auséncia de uma série de antagonistas (hexametonio, ) ) )
. X o L . O extrato foi considerado hipotensor e aumentou o fluxo
) : Extrato aquoso /0,3, 1,ou 3 mg/ | fentolamina, propranolol, atropina, cimetidina, pirilamina ou ketanserina) Ratos Sprague-Dawley / 6 L - T . -
Hipotensiva : . o - ) ) S ) urinério e a excrecao de sddio. Nao foi possivel delimitar (131)
kg / intravenosa. ou agonistas (metoxamina, isoproterenol, acetilcolina, histamina ou animais por grupo experimental. . _
: 0 mecanismo pelo qual o extrato exerceu seu efeito.
serotonina).
. " - - . o As diferentes doses do extrato retardaram o inicio das
Extrato hidroalcodlico / 100, Indugao de convulsdo por pentilenotetrazol (PTZ): os animais foram . T . .
‘ . M . o - . < Camundongos NMRI/ 56 convulsées mioclonicas e tonico-clonicas de forma
Anticonvulsivante 300, 500, 800 ou 1.000 mg/ kg / | tratados e apds 45 min foi administrado o PTZ (80 mg/kg) para indugao A . , o (132)
; . . animais divididos em 7 grupos. dose-dependente e reduziram o nimero de animais
intraperitoneal. do processo convulsivo. )
mortos apds 24 horas.
Exposicao por 4 semanas ndo mostrou efeito na fetilidade
Teste de fertilidade: os animais foram tratados e observados diariamente dos animais, porém mostrou diminui¢do significativa no
para sinais de toxicidade e evolucdo ponderal. Apds 2 exposicoes, as ratas . peso dos ovarios e dos embrides. A exposicao por 12
) . . - o Ratos fémeas Sprague-Dawle / - .
Antiandrogénica N.D./ 100 ou 250 mg/kg/oral. | fémeas tratadas e nao tratadas foram divididas em grupos e acasaladas 40 ferneas adultas semanas resultou na reducéo de prenhez e no nimero (133)
com machos saudaveis. O efeito da Ruta graveolens na implantacdo dos ' dos sitios de implantagao quando comparados com o
embrides foi estimado apos o final do periodo de tratamento. controle. Também foi observado aumento no peso dos
ovarios e reducao no nimero de fetos viaveis.
O extrato reduziu o nimero de sitios de implantacao dos
Anti-implantacdo* Extrato aquoso/N.D./oral. N.D. Ratas Sprague-Dawley / N.D. fetos, numero de fetos vidveis e o niumero (134)

de reabsorcoes.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
O extrato induziu reducao significativa no peso dos
orgaos reprodutivos quando comparados ao grupo
controle. A mobilidade espermatica e a densidade
da cauda epididimal e do ducto testicular foram
Antiandrogénica® Extrato aquoso / 500 mg/kg/ Avaliacdo do extrato no §istema reprodutivo e fertilidade, com énfase nos Ratos albinos adultos / N.D. diminuidas. Uma redugéq significante foi encontrada (135)
oral. comportamentos agressivo e sexual. na espermatogénese, assim como no nuimero de
espermatocitos e espermatides quando comparadas
aos controles. Houve uma diminuicdo nos niveis dos
hormonios testosterona e FSH. O comportamento sexual
foi e agressivo foram surprimidos.
Os animais foram infectados oralmente com 1.000 ovos por camundongo
em aproximadamente 0,1 mL de salina. Os animais foram verificados
Antiparasitaria Extrato Hidroetandlico / 50, 100 apaerjtgr:eéf;% ?eeitzrl(; gplaorg(tjoersn?aazfszti:tzod232?t?vi()f<;xep><et2?oerir;tan()doApp):rSa Camundongos Swiss machos e Fraca atividade antiparasitaria. O extrato ndo provocou (114)
ou 200 mg/kg/oral. : ‘ : ‘ - fémeas / N.D. uma eliminagao significante de parasitas.
pesagem do intestino delgado. Os intestinos foram entdo abertos para
quantificacdo das progldtides. A quantidade total de parasitas foi avaliada
sequencialmente com a ajuda de um estereomicroscépio.
Antifertilidade® Extratq aquoso-/ 310 mag/kg/ Ar?élises.b.ioquimicas no.soro, peso dos ovarios, nimero de foliculos Camundongos fémeas Balb/C Zid;egsaoodnoi 2%2%?:22'23?;%28?Ials’ diminuigao (136)
intrape-ritoneal. primordiais, nimero e diametro dos corpos luteos. / N.D.
Os animais foram privados de dgua por 18 horas. A bexiga urinaria TR
foi esvaziada por compressao gentil da drea pélvica. Cada rato, entao, Eat;)us /oiocir;rgaalsmdrlr:/;idsl(igzjm
recebeu 15 mL de salina (0,9%). Apds 45 minutos, os ratos receberam os pagra aptividade diurética Para o A maior concentracdo da infusdo mostrou-se
Diurética Infuséo /4,5,6,75 ou 9,0 mg/ tratamentos e foram alocados em gaiolas metabdlicas para quantificagao Clearance de creatinina .foram equipotente a droga-padréao furosemida na indugao da ©
mL/oral. da producéo de urina por 6 horas — medidas realizadas a cada 1 hora. I I diurese. Houve aumento na condutividade especifica da
Clearance de creatinina: 0s animais passaram pelo mesmo procedimento utilizados 12 animais d.IVIdI.dOS urina, clearance de creatinina e niveis de Na+ e K+.
descrito acima, porém a producéo de urina foi medida apds 2 e 24 horas. em 2 grupos com 6 animais
Foi obtido sangue por meio da veia caudal. cada.
Extrato aquoso, etandlico ou Extrato na dose de 20 mg/kg e extrato etandlico na dose
Anti-inflamatéria* metandlico / 20 ou 50 mg/kg/ | Edema de pata induzido por carragenina. Ratos machos Wistar / N.D. de 50 mg/kg mostraram inibiacdo maxima do edema (137)
intrape-ritoneal. induzido por carragenina (90,9%).
Diarreia induzida por éleo de ricino: Os animais foram deixados de jejum
por 18 horas, porém tiveram livre acesso a dgua. Apos 30 minutos do
tratamento, cada animal recebeu por via oral 1 ml. de dleo de ricino e Ratos Wistar de ambos 0s sexos aAtT/iij(;Sdoesaen?;:r)rseggl gaesfglrjn?aozgiizse)prgrow;tgiz Os
o Extrato etandlico / 50, 100,200 | logo em seguida se iniciaram as observagdes. Um segundo conjunto de AU o A
Antidiarreica ou 300 ma/kg/oral. animais foi direcionado para a avaliacio da acumulacao de fluidos no / 60 animais divididos em 10 gxtratps promoyer?m diminuicdo profunda do trans,|to (78)
lumen (apos eutandsia). Além destes, um terceiro conjunto de animais, grupos. !”te“f“a' e diminuiram o volume e massa do contetido
recebeu administracédo de carvao (10% suspensao de carvao em 5% intestinal.
goma acdcia) para medicdo do transito gastrointestinal.
Anti-implantacao* Extrato nao especificado / N.D. Ratas fémeas albinas. O extrato inibiu a prenhez em 50-60% das ratas. (138)

N.D./N.D.

continua
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Atividade

Tipo Extrato / Dose / Via

Metodologia

Espécie / Quantidade

Resultado

Referéncia

Extrato etandlico / 200 mg/kg/

Os animais foram segurados gentilmente e suas caudas posicionadas
sobre o aparelho EMDIE — Modelo TF6 — e a laténcia para a retirada da
cauda foi medida apés a aplicacéo de calor na superficie dorsal da cauda
dos animais. A intensidade do calor foi ajustada para que os animais
retirassem suas caudas entre 3 e 5s. Teste da placa quente: os animais

Camundongos machos ICR

O extrato mostrou efeito antinociceptivo na dose de 200
mag/kg em todos os modelos experimentais. A resposta
de dor cumulativa, apds administracao de substancia-P,
foi diminuida pelo extrato. O pré-tratamento com
naloxona ou yoimbina atenuou o efeito antinociceptivo

Antinociceptiva 0 foram individualmente colocados em uma placa quente a 55°C e o tempo | /8 a 10 animais por grupo ) . . ) (139)
etandlico. . < . L . ) induzido pelo extrato no teste de contor¢ao abdominal.
de reacdo inicial desde a colocacdo do animal até o inicio das lambidas experimental. . . -
. . . . . ) O pré-tratamento com metsergida ndo afetou a
nas patas dianteiras foi medido. A laténcia basal para o teste foi de 9s. o - ) N .
- . . I - o antinocicepcao. Sugere-se que o efeito antinociceptivo
Contorcdes induzidas por acido acético: 4cido acético a 1% foi injetado ) . . o -
T . o ) : esteja relacionado com o sistema opioide e adrenérgico
por via intraperitoneal e os animais foram colocados imediatamente em - L
A . 0 (alfa-2), mas ndo com o serotonérgico.
camaras de observacao de acrilico.
Motilidade espermaética: foi utilizada a camara de Makler. Todas as
contagens foram realizadas a 37°C. A motilidade foi classificada como
progressiva ou ndo progressiva. Inicialmente, foram avaliadas 100
s . amostras. A atividade progressiva foi definida como a contagem de Os animais tratados com extrato tiveram uma reducao
. Extrato etandlico / 20 mg/dia/ ‘ Ratos machos adultos / 24 . L
Contraceptiva ) ) espermatozoides que se moveram para frente. Contagem de espermas: ] na motilidade espermdtica e na contagem de (117)
intrape-ritoneal. e animais divididos em 3 grupos. .
os espermas foram coletados do epididimo. As amostras foram espermatozoides.
centrifugadas a 100 g por 2 minutos e o precipitado foi ressuspendido em
10 mL de meio T6. Uma fracdo da suspenséo foi misturada com azul de
Tripan e o numero de espermatozoides foi contado.
O tratamento diminui os niveis de colesterol total e LDL-c.
Houve aumento do HDL-c. A DL, foi calculada como 525
. . . - I . . mg/kg. O tratamento também aumentou a atividade das
. . Fracbes do extrato / 10 mg/ Método para avaliacdo da reducdo do dano oxidativo e inflamacéo em : o : -
Antiaterogénica* & 9 p. ¢ . & & Coelhos New Zealand / N.D. enzimas e os niveis de glutationa. A atividade da COX- (57)
kg/N.D. coelhos hipercolesterolémicos. NS o
2, 5-LOX e MPO foram significativamente suprimidas.
Mudangas significativas foram observadas nas paredes da
aorta e formacao de placas.
) Extrato alcodlico/20 mg/k . ) . » - O tratamento reduziu a contagem espermatica e a
Contraceptiva® ) / 9/ke/ Funcéo testicular por meio da contagem espermética no epididimo. Ratos machos adultos / N.D. . 9 P (67)
entrape-ritoneal. espermatogénese.
Lo . o - ) As atividades da COX-2 e mieloperoxidase e as
Artrite induzida: os animais foram divididos em seus respectivos grupos - L o
) L. ) L 4 S concentragdes do acido tiobarbiturico (TBARS)
e o processo inflamatério da artrite foi induzido pela injecdo de 0,1 mL oo - : o
) i o diminufram e a atividade das enzimas antioxidantes
L do adjuvante de Freund (FCA). Ao final do experimento os animais foram X i ) } )
. L. Extrato metandlico / . - ) R Ratos machos adultos / 24 (vitaminas E e C e glutationa reduzida) foi aumentada.
Anti-inflamatéria eutanasiados por decaptagao. O sangue e as cartilagens conjuntivas (140)

20 mg/kg/oral.

foram coletados para analises bioguimicas. As cartilagens foram
homogeneizadas em solucao contendo 5% acido tricloroacético e 5 mM
de EDTA a 4°C e centrifugadas por 10 minutos a 15.000 g.

animais divididos em 4 grupos.

Os outros parametros avaliados (sedimentacao
eritrocitaria, conteldo de hemoglobina, contagem de
células vermelhas e brancas, proteina C-reativa) foram
significantemente restabelecidos apds os tratamentos.

continua
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Atividade Tipo Extrato / Dose / Via Metodologia Espécie / Quantidade Resultado Referéncia
Inflamacéo aguda - Foi utilizado o protocolo do edema de pata induzido
por carragenina. Apos 1 hora dos tratamentos os animais receberam A fracao alcaloide na dose de 10 mg/kg mostrou
0,1 mL da suspensao de carragenina a 1%, por via subplantar. O volume alta atividade anti-inflamatdria. Esta fracéo reduziu
Fracoes do extrato / Aqudo: 5 da pata foi mensurado de hora em hora por 3 horas usando aparelho significativamente o edema de pata dos ratos artriticos.
¢ . g T especifico. Inflamacao crénica — Foi utilizado o protocolo de artrite Ratos Wistar machos / Os niveis de TBARS, COX-2, 5-LOX e MPO foram reduzidos
. - 10 ou 15 mg/kg. Crénico: 10 . : . L : o i S R . . .
Anti-inflamatéria ) : induzida: o processo inflamatério da artrite foi induzido pela injecao 54 animais divididos em e os niveis das enzimas antioxidantes e GSH foram (1471)
mg/kg/Agudo: intraperitoneal. : . o . .
Cronico: oral de 0,1 mL do adjuvante de Freund (FCA). Ao final do experimento os 9 grupos. aumentados. Os niveis da proteina C-reativa foram
T animais foram eutanasiados por decaptacao. O sangue e as cartilagens restabelecidos. Os resultados demonstram um beneficio
conjuntivas foram coletados para anélises bioquimicas. As cartilagens potencial da fracéo alcaloide nos modelos agudo e
foram homogeneizadas em solucdo contendo 5% é&cido tricloroacético e cronico de inflamacdo em ratos.
5 mM de EDTA a 4°C e centrifugadas por 10 minutos a 15.000g.
Foi utilizado o protocolo do edema de pata induzido por carragenina. Houve uma reducdo nos niveis de mRNA de TNF-a e IL-6.
A " Ap6s 1 hora dos tratamentos os animais receberam 0,1 mL da suspensao As atividades da COX-2 e 5-LOX foram significativamente
Extrato hexanico: metandlico de carragenina a 1%, por via subplantar. O volume da pata foi mensurado reduzidas. Infiltracdo neutrofilica, peroxidacao lipidica e
Anti-inflamatéria (substancia isolada) / 1 - 100 9 P P ) . P Ratos machos Wistar / N.D. o ¢ ) P s ‘p (55)
ma/kg/intrape-ritoneal de hora em hora por 3 horas usando aparelho especifico. Ao final do estresse oxidativo associado foram todos reduzidos nos
9 ’ experimento os animais foram mortos e as patas amputadas e guardadas animais tratados. Sugere-se o potencial terapéutico anti-
em nitrogénio liquido. inflamatdério do composto skimiamina.
Perfillipidico, Houve reducéo significativa nos niveis de colesterol total
glicose e Extrato hidroetandlico/ 10,20 | A diabetes foi induzida pela estreptozotocina (Sigma) administrada por Ratos Wistar machos / 30 ¢ gnt - L
- ) . . X R e LDL-c, enquanto nao houve alteracdes nos niveis de (142)
hematoldgico de ou 30 mg/kg/intrape-ritoneal. | via intraperitoneal na dose de 60 mg/kg. animais divididos em 6 grupos. ) S
RS glicose, triglicérides, VLDL-c e HDL-c.
animais diabéticos.
Ainflamagéo foi induzida por meio da administragéao oral de AICI, na O tratamento resultou em significativa inibicdo da
dose de 17 mg/kg diariamente por 1T més. No final do experimento o atividade da acetilcolinesterase, reducao nos niveis de
sangue foi coletado utilizando o sino orbital. Apds a coleta do sangue os MCP-1 e LTB4. Os niveis de Bcl2 foram aumentados.
. ‘s . animais foram eutanasiados por decaptacdo e os cérebros coletados em Ratos machos Sprague Dawley O exame histopatoldgico mostrou congestdo com
Anti-inflamatéria e Extrato metandlico / 375 ou 750 . . . . LT . . .
solucdo salina. As estruturas foram divididas ao meio e pesadas. Uma das | /70 animais divididos em 7 edema perivascular e gliose focal. Ocorreu também (143)

Antiapoptotica mag/kg/oral.

metades foi homogeneizada em meio adequado na presenca de gelo
seco. O homogenato foi centrifugado a 1.800 g por 10 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi separado para avaliagdes bioquimicas. A segunda
metade foi guardada para avaliagdes histoldgicas.

grupos.

encefalomalédcia com formacao de placas no hipocampo
(tratamento na dose de 750 mg/kg). Por outro lado,

o tratamento com 350 mg/kg ndo levou a nenhuma
alteracdo importante.

*Somente o resumo disponivel.
N.D. = Nao disponivel.



4.3.2.3 Ensaios ex vivo

nforr nacoes Sistemat
Planta

Do total de trabalhos selecionados para a monografia, poucos foram aqueles que relataram a atividade farmacoldgica ex vivo. Entre eles, dois relacionam-se a atividade farmacoldgica no musculo cardiaco,
um no musculo uterino e, por fim, um trabalho demonstrando a atividade do extrato da arruda no musculo liso gastrointestinal (Tabela 6).

Tabela 6 - Ensaios ex vivo de preparacoes obtidas da espécie R. graveolens

Atividade Tipo Extrato / Dose

Metodologia

Material / Quantidade

Resultado

Referéncia

Etandlico e fracao alcaloide /
1,25,2,5 ou 3,8x10-6 % (extrato)
e 0,25 ou 0,5x10-6 mg %
(fracao alcaloide).

Antiarritmica

Modelo de Langendorff: os animais foram injetados (i.p.) com 2.500
unidades de heparina e anestesiados com pentobarbital sédico (40
mg/kg). O coragdo foi rapidamente removido e colocado em fluido de
perfusdo gelado sob respiragao artificial. A aorta foi canulada e perfundida
com solucao Tyrode. A perfuséao foi mantida a 37,5°C, pH de 7,35 e com
mistura gasosa de 95% O, / 5% CO2. Os eletrogramas foram obtidos por
eletrodos bipolares de prata. Eles foram colocados préximos ao nodo
sinusal e ao ventriculo direito. Os estimulos foram executados usando
computador e software. O coracéo foi estimulado com pulsos de 0,4 ms
de duracdo, com os estimulos ajustados ao dobro do limiar diastolico. As
amplificacées foram obtidas por meio de eletrograma em poligrafo Power
Lab, ML870, Australia.

Aorta isolada e coracéo /
24 animais machos (ratos
Sprague-Dawley).

O extrato da planta e a fracao tiveram efeitos similares no
tempo de conducdo do nodo. Houve aumento do tempo
de conducao (83 para 108 ms) e no periodo refratario
(157 para 163 ms).

Contratilidade

- N.D.
aodrtica*

Contracéo de tiras da aorta induzidas por K+

Tiras da artéria aorta / N.D.

O extrato apresentou clara atividade na contracdo das
tiras.

Metandlico e substancia isoladas

Jrerotonica /0,0125-1,25 mg/mL.

Camundongos fémeas virgens foram injetadas com 0,1 mg/kg de
estradiol 24 horas antes dos experimentos. Os cornos uterinos foram
removidos e colocados em cubas preparadas com solucao fisiolégica De
Jalon conectados a um transdutor.

Tiras de Utero de camundongos
fémeas / N.D.

A fracdo n-butanol foi considerada a mais potente de
forma dose-dependente na contracdo uterina. A rutina
também mostrou atividade uteroténica maxima na
concentragao de 0,25 mg/mL.

Contratilidade
musculo liso
gastrointestinal*

Etandlico/ 5, 10, 50 ou
100 pl/ mL.

Cada um dos segmentos de estbmago ou duodeno foi montado preso a
ganchos em banho de érgéos isolados com solucéo de Ringer-lactato a
37°C, pH 7.3-7.4 e borbulhados com 95% O2 e 5% CO2. Um dos ganchos
foi conectado verticalmente ao topo do banho e o outro gancho a um
transdutor de tenséo conectado a um poligrafo Beckman. Foi aplicada
tensao basal de 500 mg. Apds a estabilizacdo, doses crescentes do extrato
de Ruta foram adicionados.

Tiras de estbmago e duodeno
/N.D.

A amplitude de contracdo reduziu, apds tratamento

com a dose de 5 pl/ mL, em 50% e 60% no estbrmago

e no intestino delgado, respectivamente. Com 10 pl/

mL a amplitude mudou em ambos os 6érgaos (96% no
intestino e 75% no estébmago). A frequéncia de contracéo
também foi alterada (32% no intestino delgado e 50% no
estdbmago) na concentragao de 10 pl/ mL.

*Somente o resumo disponivel.
N.D. = Nao disponivel.
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4.4 ESTUDOS CLINICOS

4.4.1 Fasel

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.4.2 Fasell

O Uunico estudo clinico encontrado para a espécie R. graveolens, apds ampla
revisao da literatura, avaliou o extrato aquoso em defeitos do campo visual. Foram
observados nove pacientes, 0s quais tiveram seus escotomatas visuais avaliados,
desde a administracdo do extrato até dois dias subsequentes. Em cinco pacientes
0 escotomata foi reduzido, sendo que nado foram observados efeitos adversos
em nenhum dos pacientes que receberam o tratamento. Cabe ressaltar que
somente o resumo do estudo estava disponivel, o que limitou as informacdes
obtidas de tal trabalho.

4.4.3 Faselll

Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.44 FaselV

Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.4.5 Estudos observacionais

Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5 RESUMO DAS ACOES E INDICACOES POR
DERIVADO DE DROGA ESTUDADO

4.5.1 Vias de administracao

A partir dos usos populares ou tradicionais da espécie R. graveolens, pode-se
verificar que existem trés principais vias de administracao: via oral, aplicacao direta
no local / topica ou via inalatdria &10102104106-108,110,147



Informacoes Sistematizadas da Relacdo Nacional de

Plantas is de Inte

4.5.2 Dose diaria

De acordo com os trabalhos,* as principais formas e doses diarias sao:

Sumo: 3 gotas do sumo em 1 gota de alcool.

P6 das folhas secas: 0,5 a 2 g/dia.

- Extrato fluido: de 6 a 25 gotas, 2 a 3 vezes por dia.
— Tintura: 2 a 10 mL/dia.

- Xarope: 10 a 40 mL/dia.

— Esséncia: 1 a 7 gotas/dia.

- Infusdo: 2 a 3 g de folhas secas em 1 L de dgua.

- Decoccéo: 100 g da planta fresca em meio litro de dgua.

4.5.3 Posologia (dose e intervalo)

A posologia € variada,'"” ndo sendo citada a variagao de dose utilizada.
Entretanto, dois trabalhos colocam que a posologia, de acordo com dados de usos
populares e/ou tradicionais, deve ser de uma colher de ché da planta em um copo
de dgua fervente, uma vez ao dia.®'*

4.5.4 Periodo de utilizacao

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5.5 Contraindicacoes

A principal contraindicacao diz respeito a administracdo da arruda para
gestantes e em perfodo de amamentacao.'” Além disso, se usada por via oral
em altas doses pode ser toxico.'” Em um levantamento etnofarmacoldgico,'” é
relatado que a espécie apresenta efeitos toxicos importantes, porém, o povo do
norte do Novo México consideram a planta como sendo segura, mas cuidando e
respeitando-a em suas formas mais concentradas.

4.5.6 Grupos de risco

Conforme citado no tépico anterior, 0s principais grupos de risco sao
gestantes e lactantes.'”
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4.5.7 Precaucoes de uso

O uso interno da planta deve ser alicercado em formulacdes padronizadas e
com acompanhamento clinico adequado, devido a sua grande toxidade. Durante
a gravidez, a arruda tem efeito especial sobre o Utero,' além de o seu preparado
poder causar sérias queimaduras por meio da exposicdo solar ou dermatite
de contato.'"”

4.5.8 Efeitos adversos relatados
Nas descricbes populares somente é relatado que pode causar sérias
queimaduras por meio da exposicao solar ou dermatite de contato.'®

4.5.9 Interacoes medicamentosas

4.5.9.1 Descritas
Informacao ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5.9.2 Potenciais
Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5.10 Informacoes de superdosagem
Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5.10.1 Descri¢do do quadro clinico
Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

4.5.10.2 Acoes a serem tomadas
Informacdo ndo descrita na literatura pesquisada.









Informacdes Sistematizadas da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Ruta Graveolens L., Rutaceae — Arruda

5.1 FORMAS FARMACEUTICAS / FORMULACOES
DESCRITAS NA LITERATURA

A Unica forma/formulacdo descrita é a forma farmacéutica homeopédtica de
uso interno. A preparacao é feita a partir da tintura-mae de R. graveolens, preparada
por maceracao ou percolacdo, de forma que o teor alcodlico durante e ao
final da extracdo seja de 65% (V/V), segundo a técnica geral de preparacao de
tintura-mae."”

5.2 PRODUTOS REGISTRADOS NA ANVISA E
OUTRAS AGENCIAS REGULADORAS

A espécie vegetal R. graveolens esta registrada exclusivamente como
fitoterdpico associado. Nao ha registro da espécie como derivado simples.”

5.3 EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

De acordo com a Farmacopeia Homeopdtica Brasileira,"” deve-se armazenar
a tintura-mae em frasco de vidro neutro, ambar, bem fechado, ao abrigo da luz e
do calor.

5.4 ROTULAGEM

Informacédo ndo descrita na literatura pesquisada.

5.5 MONOGRAFIAS EM COMPENDIOS OFICIAIS E NAO OFICIAIS

A R. graveolens estd presente na Farmacopeia Brasileira (12 edicao), na
Farmacopeia Europeia, e é citada brevemente na Farmacopeia Americana
(12 edicao).
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5.6 PATENTES SOLICITADAS PARA A ESPECIE VEGETAL

A lista de patentes a seguir foi compilada a partir do levantamento realizado
em dezembro de 2014 nos seguintes bancos de dados: Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (Inpi), United States Patent and Trademark Office (USPTO),
European Patent Office (EPO), World Intellectual Property Organization (WIPO) e
Japan Patent Office (JPO). A busca retornou um total de 360 patentes:

1. Inpi — O registros

2. USPTO - 64 registros
3. EPO - 29 registros

4. WIPO - 256 registros
5.JPO - 11 registros

Foi realizada entdo a verificacdo e triagem de todas as patentes. Aquelas
que estavam repetidas, as que envolveram o uso nao medicinal ou o uso de
preparacdées homeopdticas e as associacdes de varias plantas, cujo papel da
espécie R. graveolens nao tenha ficado especificado foram descartadas. Desta
forma, as que apresentaram aplicabilidade médica, perfizeram um total de 13 e
estdo apresentadas na Tabela 7.



Informacoes Sistematizadas da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Ruta Graveolens L., Rutaceae — Arruda

Tabela 7 - Patentes selecionadas da espécie R. graveolens que apresentaram aplicabilidade médica

USPTO US/8,637,094 B2 Composition and method for treating viral conditions Kiani Iraj E. Kiani
USPTO US/7,850,998 Method of treating viral conditions Kiani Iraj E. Kiani
USPTO US/7,842,317 Method of treating viral conditions Kiani Iraj E. Kiani
USPTO Us/7,700,137 Anti-viral compositions and method Kiani Iraj E. Kiani
EPO WO02014072773 (A1) Use of Ruta graveolens extract as a vasodilator Universidad de La Frontera, Universidad Federal de S&o Paulo, Salvatici Salazar, Raul; Romero Mejias, Fernando; Cifuentes
and/or anti-hypertensive agent Sociedad Knop Laboratérios LTDA, Universidad de Antofagasta Jorquera, Fredi; Bosco Pesquero, Jodo
EPO KR20110077090 (A) Composition for analgesic comprising an Univ Hallym Industry Academic Cooperation Foundation (IACF) Suh, Hong Won; Lim, Soon Sung; Kim, Jin Kyu; Park, Soo Hyun
extract from root of Ruta graveolens
Suh, Hong Won;
WIPO kr1020110077090 Analgesic composition containing qu graveolens L. Industry Academic Cooperation Foundation, Hallym University Ll.m’ Spon St.mg;
root extract and a method for preparing the same Kim, Jin Kyu;
Park, Soo Hyun
WIPO WO/2009/147467 | All natural migraine remedy Paley, Yossi Paley, Yossi
WIPO Us20070237838 | /A herbal composition for treating diseases and Mansilla Audino Mansilla Audino
a method for obtaining the same
WIPO PA/a/2001/005390 | Multiple synergic herbal analgesic remedy Roberto Monsivais Aguilar Roberto Monsivais Aguilar
JPO 2006-036788 Fat metabolism-improving composition Morishita Jintan KK N|nom|y§ Kiyobumi; Nishida qulnaga; Matsugra Yoichi; Asada
Masanori; Kawahara Yuzo; Yoshikawa Masayuki
PO 2005-343836 Am./—/nﬂuenz.a y/rus agent, and infection /nh/b/r/ng LOTTE COLTD Sh!mlzu Kazufumi; Kuroda Kazumichi; Sawai Reiko; Osawa Kenji;
article containing the same and food and drink Shimura Susumu
JPO 2000-226310 Medicine for external use for skin SHISEIDO CO LTD Tanaka Naomi; Yagi Eiichiro; Suzuki Yumiko

USPTO (United States Patent and Trademark Office), EPO (European Patent Office), WIPO (World Intellectual Property Organization) e JPO (Japan Patent Office).
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5.7 DIVERSOS

E inegével que o principal uso da espécie R. graveolens ainda esté relacionado
aos mitos populares, apesar da quantidade de trabalhos levantados relacionados
as diferentes atividades farmacoldgicas das preparacoes da planta. A arruda é
empregada para energizar as pessoas, além de tirar e afastar o mau-olhado, o
quebranto, as mas vibracdes das pessoas invejosas e € utilizada nos mais diversos
rituais religiosos.'

Desde a Grécia antiga, ela era usada para tratar diversas enfermidades, mas
seu ponto forte era mesmo contra as forcas do mal. Almeida,”®" menciona ainda
que era “regida por Marte, dedicada a Artemis, e ligada a satde, a protecéo e ao
amor”. As mulheres romanas costumavam andar pelas ruas carregando um ramo
de arruda na mao para afastar todos os males que iam além do corpo fisico. Na
Idade Média, como toda planta de cheiro forte, ela foi muito associada a bruxarias
e seus ramos eram usados como protecao contra as feiticeiras e, ainda, serviam
para aspergir 4gua benta nos fiéis em missas solenes. William Shakespeare, na obra
Hamlet, refere-se a arruda como sendo “a erva sagrada dos domingos”. Dizem que
ela passou a ser chamada assim, porque nos rituais de exorcismo, realizados aos
domingos, costumava-se fazer um preparado a base de vinho e arruda que era
ingerido pelos “possessos” antes de serem exorcizados pelos padres. %2

No Brasil Colonial, a arruda foi associada aos rituais africanos. Numa famosa
pintura intitulada “O vendedor de arruda’, o artista Jean-Baptiste Debret, retrata o
comércio da arruda realizado pelas escravas africanas (Figura 5). O galho de arruda
eravendido comoamuleto para trazer sorte e protecao."® Outro fator teriareforcado
o valor da arruda naquela época: a infusao feita com a planta era usada como uma
espécie de anticoncepcional e abortivo, efeitos estes que ja foram discutidos e
destacados ao longo desta monografia. Por fim, na América do Sul, as populacdes
indigenas costumam queimar ramos de arruda para defumar os doentes e suas
habitacoes.” O candomblé de Angola e a umbanda, sao relacionados ao orixd Exu,
sendo de natureza feminina.™
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Figura 5 — Jean-Baptiste Debret: 0 vendedor de arruda

Fonte: Litogravura do tomo Ill da Viagem Pitoresca e Historica ao Brasil.
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