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RESUMEN: A Ruta graveolense le atribuyen propiedades benéficas en medicina tradicional, sin embargo se ha demostrado
gue también puede producir efectos adversos. A la fecha no existe evidencia que ratiftjggapenlenss totalmente inofensiva, por
este motivo el objetivo de este estudio fue determinar el efecto tdxico del extracto acuoso de las hojas de esta e$pecdgaeta
de rata. Se utilizaron 25 ratas Wistar y se dividieron en 5 grupos (n=5). El grupo 1 correspondio al grupo control ngggiv@, @l
control positivo se traté con 100 mg de dexametasona/kg/dia. Los grupos 3y 4 se trataron con 30 y 100 mg deRxgravieotiens
respectivamente. Al grupo 5 se le administraron 100 mg de dexametasona/kg/dia combinado con 100 mg deRxgentealen's
kg/dia. Las administraciones se realizaron via intraperitoneal por tres dias. Los animales se sacrificaron por disldcatibaserv
muestras de higado se fijaron en formalina y posteriormente se incluyeron en parafina. Se obtuvieron cortes histologicas die 5 m
grosor que se tifieron con Hematoxilina-Eosina para la evaluacion histolégica con microscopia de luz. Los resultados demuestran
primera vez que la exposicion al extracto acuosR.dgaveoleninduce alteraciones morfolégicas en el higado de ratas Wistar. Estas
alteraciones se observaron de manera leve en el grupo 3 y se incrementaron en el grupo 4. Destac6 que el mayor daéo sk observé
grupo 5. Se concluye que el extracto acuosR.dgaveolensesultd toxico, sin embargo es necesario realizar estudios adicionales con
el fin de caracterizar otros efectos toxicoldgicos que soporten el riesgo delRisgrdeeolengn medicina tradicional a largo plazo.

PALABRAS CLAVE: Ruta graveolensExtracto acuoso; Toxicidad hepatica; Ratas Wistar.

INTRODUCCION

El uso de la medicina herbolaria esta creciendo de Ruta graveolenss una planta nativa de Europa, pero
manera progresiva como alternativa a la practica terapéatualmente se encuentra distribuida en todo el mundo
tica actual (Agbonoet al, 2010). Cuando menos en al-(Raghawet al, 2006). Es un arbusto conocido popularmente
guna ocasion las plantas medicinales se han utilizado gomo ruda, crece aproximadamente un metro de altura, po-
el 70-80% de la poblacion a nivel mundial como aditiveee un tallo muy ramificado y hojas verdes grisaceas (Harat
alimenticio o para el tratamiento de diversas enfermedat-al, 2008). Se le reconocen propiedades farmacolédgicas
des (Libmaret al, 2006; Shanmugaet al, 2012). Las como antinociceptivo, antiinflamatorio, fungicida, herbicida
plantas se han empleado para el tratamiento de las enyasitotoxico (Olivaet al, 2003; Gonzalez-Trujaret al, 2006;
medades infecciosas bacterianas, virales, parasitariRatheestet al, 2009; Varaminget al, 2009). Su efecto abor-
fungicas, inflamatorias, espasmos entre muchos otros fi@e ha sido reportado en diferentes paises como Brasil, la
decimientos. Actualmente cerca del 25% de los farmaclslia y México (Rahinet al, 2010). La aplicacion principal
prescritos por los médicos, tuvieron su origen en las plagn infusion de té es el alivio de los colicos menstruales por
tas (Alonso-Castret al, 2012). sus propiedades antiespasmadicos (Seak & Lin, 2007).
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DeR. graveolense han aislado mas de 120 comsequedad en estufa a 40°C para obtener el extracto seco
puestos entre los que se encuentran el aceite volatibe se almacend a 5°C hasta su utilizacion.
undecanona como su mayor componente (50-90%), 2-
hepatonol, 2-nonanona, limoneno, pineno, acido Animales de experimentaciéon y grupos del es-
anisico, fenol, guiacol y otros. Rutina y otrogudio in vivo. En este estudio se emplearon 25 ratas Wistar
flavonoides como quercetina; cumarinas commachos de 11 semanas de edad y peso de 250-300 g. Sie-
bergapteno, dafnoretina, isoimperatorinate dias previos al tratamiento se mantuvieron bajo condi-
naftoherniarina, psoraleno, pangelina, rutamarineiones estandar de laboratorio, temperatura 24°C, ciclos
rutarina, escopoletina y umbeliferona; alcaloides contaz/oscuridad de 12 horas, humedad relativa de 45% con
arborinina, fagarina, graveolina, cocusaginindipre acceso al pellet Teklad® (18% proteina) y aapgia
rutacridina, 1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona;libitum. Ningan animal fue reemplazado durante el estu-
lignanos en la raiz como savinina yhelioxantindio. El protocolo experimental fue aprobado por el Co-
(Ratheestet al). mité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Uni-

versidad Autonoma de Coahuila.

Los compuestos derivados de las cumarinas se
han utilizado en neurologia para el tratamiento sinto- Las ratas se dividieron en cinco grupos (n=5). El
matico de enfermedades desmielinizantes como la gadpo 1 correspondié al control negativo, al grupo 2 se le
clerosis multiple (Orlitaet al,, 2008). La rutina se ven- administraron 100 mg de dexametasona disuelta en acei-
de en farmacias como constituyente medicinal contimde maiz/kg/dia via intraperitoneal (i.p.), este grupo se
la fragilidad capilar, vermifugo intestinal y como antieonsideré como control positivo. Los grupos 3y 4 se tra-
doto para las toxinas de serpiente y escorpiéon (Frefeeon con 30 y 100 mg de extractoRlegraveolensli-
et al, 2010), ademas se ha utilizado para la psoriasiselto en solucion fisiolégica 0.9%/kg/dia via i.p. res-
leucodérmica, linfomas cutaneos, artritis reumaticapectivamente. Finalmente al grupo 5 se le administraron
contra el cancer (Diwan & Malpathak, 2009). Lag00 mg de dexametasona/kg/dia combinado con 100 mg
furanocumarinas se han empleado para tratardea extracto d®. graveolen&g/dia.
leucoderma, vitiligo, linfomas cutaneos y como agen-
te anti-HIV (Diwan & Malpathak, 2010). Las administraciones de dexametasona o del ex-

tracto deR. graveolense realizaron por tres dias conse-

Existe la creencia de que las plantas medicinedtivos. Después de la ultima administracion los anima-
les son innocuas, pero estudios previos han demostes-se mantuvieron en ayuno durante 24 horas, y se sacri-
do los efectos téxicos que muestran algunas espediearon por dislocacién cervical. De cada animal se dise-
utilizadas en medicina tradicional (Inamul, 2004). E<0 el higado, y se tomaron muestras representativas que
tudios farmacoldgicos han confirmado los efectos ade fijaron en formalina al 10%.
versos de |laR. graveolenscomo por ejemplo:
fototoxicidad, genotoxicidad y mutagenicidad (Freirdnalisis Histoldégica Las muestras de higado colectadas
et al). El objetivo del presente trabajo fue determinae procesaron por la técnica histolégica convencional
el efecto toxico del extracto acuosoRlegraveolens hasta su inclusiéon en bloques de parafina. En el micr6tomo
del norte de México sobre el higado de ratas Wistaise obtuvieron cortes histolégicos de 5 micras de grosor

que se tifieron con Hematoxilina-Eosina para la evalua-

cién histoldégica con microscopio de luz.
MATERIAL Y METODO

Analisis morfométrico. En este estudio también se rea-

lizé un analisis cuantitativo dividiendo el parénquima del
Preparacion del extracto acuoso d®&. graveolensSe higado en acinos hepaticos o de Rappaport. Se analiza-
colectaron aproximadamente 5 kg de planta fres& deron 8 campos consecutivos con el objetivo de inmersiéon
graveolensen el Norte de México en las coordenadasn aceite (100X), posteriormente se cuantificaron los
25.53607 N y 103.52117 O. El material vegetal se sebhépatocitos normales diferenciandolos de los que mos-
durante 10 dias a temperatura ambiente, posteriormeitnggon alteraciones en las 3 zonas descritas para el acino
las partes aéreas se molieron hasta obtener un polvo finepatico, esto se realizé por triplicado. De los valores
De este polvo se pesaron 100 g y se le agregaron 1@b@enidos se obtuvieron valor promedio y desviacion
mL de agua destilada, la mezcla se calentd a 100°C yes¢andar (DE) y se analizaron estadisticamente con la
agité por una hora. Luego se filtr6 con papel Whatmarueba de t de student para un valor de significancia
N° 1 con bomba al vacio. Finalmente el filtrado se llevéx0,05.

1042



SERRANO-GALLARDO, L. B.; SOTO-DOMINGUEZ, A.; RUIZ-FLORES, P.; NAVA-HERNANDEZ, M. P.; MORAN-MARTINEZ, J.; GARCIA-GARZA, R. & MAR  TINEZ-PEREZ, E.
F. Efecto toxico del extracto acuoso Rata graveolendel Norte de México sobre el higado de rata wistarJ. Morphol., 31(3)1041-1048, 2013.

RESULTADOS el citoplasma por la aparente extraccion de lipidos o esteatosis
microvesicular, y signos francos de necrosis, también se obser-
vo dilatacion de los capilares sinusoidales (Fig. 1B).

Cambio del peso corporal durante el tratamiento Du-

rante el tratamiento se evalué el cambio del peso de los ani-  En el grupo 3 se observo ligera congestion vascular y

males para relacionarlo con el peso del higado al final dedpatocitos con aumento de tamafio. Destaca que en este gru-

experimento. No hubo cambio del peso corporal entre lps algunos hepatocitos mostraron signos de necrosis: extrac-
grupos. En la Tabla | se muestran los resultados obtenididén total o parcial del citoplasma y ndcleos picnéticos, asi

con la prueba de ANOVA para peso corporal y del higadoomo sugestivos de apoptosis como condensacién de la
encontrando diferencia significativa. cromatina alrededor de la envoltura nuclear, y condensacion

del citoplasma (Fig. 1C).
Tabla I. Resultados obtenidos de la prueba de

ANOVA para peso corporal € higado (n = 5). En el grupo 4, se observé aumento del dafio observado

e Valor*dep en el grupo 3, con un mayor nimero de hepatocitos con signos
eso del Higado 0,003 de necrosis y apoptosis. En este grupo también se observaron
Peso Corporal 0,714

focos de hepatocitos con abundantes vacuolas en su citoplas-
ma por la extraccién de lipidos, focos de hemorragia y con-
gestién sinusoidal, asi como zonas con infiltrado de células
mononucleares (Fig. 1D).

En la Tabla Il se muestran los resultados obtenidos me-
diante la prueba post hoc de Tukey determinando que existe  En el grupo 5 se observd acentuacion de las alteracio-
diferencia significativa del grupo control positivo connes descritas en los grupos 2, 3y 4 (Fig. 1E).
dexametasona (p=0,014; IC 95%: -5,45, -0,51) y este dltimo
con el grupo tratado en dosis de 30 mg/Kg/dia de extracto acp@ralisis morfométrico. En el analisis morfométrico de los
so deR. graveolengp=0,02; IC 95%: 1,25 - 6,19). acinos hepaticos en el grupo 1 se observaron escasos

hepatocitos dafiados por campo (zona 1: 0433577, zona
Analisis histologica En todos los grupos de estudio,2: 0,166+ 0,288 y zona 3: 040,173). En el grupo 2 se obser-
macroscopicamente el higado no mostré presencia de hem®una mayor cantidad de hepatocitos alterados por campo en
rragia o cambio en la coloracion. En el analisis histologico dgs 3 zonas de estudio (zona 1: 21,427032, zona 2: 15,562
las muestras del grupo 1 (control negativo) se observé up®@,795y zona 3: 15,8751,237).
histologia normal para este 6rgano: laminas de hepatocitos
mononucleados o binucleados, con nlcleos eucromaticos, cito-  En el grupo 3, solo se observé un nimero pequefio de
plasma homogéneo y limites celulares bien definidos. Las lepatocitos dafiados (zona 1: 1,338,092, zona 2: 1,588
minas se observaron dispuestas de manera radial con respeat@4 y zona 3: 0,7080,144).
a la vena central, separadas por capilares sinusoidales con
eritrocitos en su interior de caracteristicas normales. Los espa-  Sin embargo, en el grupo 4 se observo un dafio acen-
cios porta no mostraron alteraciones (Fig. 1A). tuado en los hepatocitos (zona 1: 15221943, zona 2: 14,333
+ 4,889y zona 3: 14,5885,789), similar al observado en el

El grupo 2, mostr6 dafio generalizado, caracterizado pgfupo 2. Destaca que en el grupo 5, el dafio es alin mayor (zona
pérdida de la arquitectura normal de los lobulillos hepaticos can 27,666+ 1,404, zona 2: 24,375 0,544 y zona 3: 21,5
desorganizacion de las laminas de hepatocitos. En los hepatoc#@®7). Tanto en los grupos 2, 3, 4 y 5 se observo diferencia
se observo aumento del tamafio celular, abundantes vacuolagstadistica significativa comparados con el grupo 1 (Fig. 2).

* Diferencia significativa respecto al control (p <
0,05). & Analisis mediante Kruskal Wallis.

Tabla Il. Efecto producido en el peso del higado mediante la administracion i.p.de extracto aBugsawd®lengn = 5) a.

Tratamiento Peso corpora (g) Peso del higado (g)
Grupo 1 (contrd negativo) 271,6 + 30,66 8,30+ 0,71F
Grupo 2 (100 mg de Dex./kg/dia) 277,2+ 36,72 11,28+ 2,27%*
Grupo 3 (30 mg de R.graveolens/K g/dia) 299,6 + 10,69 7,56 + 0,86+
Grupo 4 (100 mg de R.gravedlens/Kg/dia) 280,8 + 22,99 8,92+ 0,72
Grupo 5 (100 mg de R.graveolens 100 mg de Dex./Kg/dia) 274,6 + 46,49 9,60+ 1,26

a Los resultados son expresados como la meDia
*Diferencia significativa respecto al grupo A con la prueba de Tukey Post Hoc (p<0,05).
+Diferencia significativa respecto al grupo B con la prueba de Tukey Post Hoc (p<0,05).
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Fig. 1. A) Grupo 1 (Control negativo): Vena central (fle-
cha amarilla), laminas de hepatocitos (flecha verde) con
nucleos eucromaticos (flecha roja) y separadas por capi-
lares sinusoidales (flecha azul) de caracteristicas
histolégicas normales. B) Grupo 2 (100 mg de
dexametasona/kg/dia): Vena central dilatada y con dafio
en el endotelio (flecha amarilla), hepatocitos con signos
de apoptosis: condensacion del citoplasma y de la
cromatina nuclear (flecha verde), hepatocitos con signos
de necrosis: nlcleos picndticos y extraccion del citoplas-
ma (flechas azules), congestion vascular (flecha roja). C)
Grupo 3 (30 mdR. graveolen&g/dia): Vena central (fle-
cha amarilla), hepatocitos con signos de apoptosis (flecha
verde), hepatocitos con signos de necrosis (flecha roja),

capilares sinusoidales de caracteristicas histoldgicas nor-
males (flecha azul). D) Grupo 4 (100 fiRggraveolen&g/dia): Congestion vascular en vena central (flecha amarilla), y

sinusoides (flecha roja), hepatocitos con signos de apoptosis (flecha verde) y necrosis (flecha azul). Destaca la pérdida de
la arquitectura normal y la presencia de dafio generalizado. E) Grupo 5 (ROQnangeolen&g/dia + 100 mg dexametasona/

kg/dia): Acentuacion de las alteraciones descritas en los grupos 2, 3y 4: congestion vascular en vena central y el dafio en las
células endoteliales (flecha amarilla), dilatacion de los sinusoides con dafio en el endotelio (flecha roja), necrosis generali-
zada en hepatocitos (flechas azules), hepatocitos con signos de apoptosis (flecha verde). Higado. Embebido en parafina, H-
E. Micrografia de luz. Barra 20m.
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Fig. 2. Gréafica que muestra los resultados del andlisis morfométrico en cada uno de los grupos de estudio. El anatisisnestsitlést
qgue hay diferencia significativa entre los grupos 2, 3, 4 y 5 vs. el grups@,05

DISCUSION hepéatico, congestidn vascular y necrosis en los hepatocitos,
asi como signos sugestivos de apoptosis. Estos resultados
se correlacionan con lo observado en un estudio previo de

Los resultados del presente estudio demuestran fRomaet al. (2009), que describe que la dexametasona es
primera vez que la exposicion aguda al extracto acuoso@®az de inducir apoptosis. Sin embargo, otros estimdios

R. graveolendlel norte de México induce alteracionewivo no reportan cambios morfolégicos en higado produci-

morfoldgicas en el higado de ratas Wistar. Estas alteractms por la administracion de dexametasona (Kisktid,

nes se observaron de manera leve al administrar una c@008; Wanget al, 2011).

centracién de 30 mg del extractoRlegraveolen&g/dia en

tres dias consecutivos. Las alteraciones se incrementaron En este trabajo se observé que las ratas tratadas con

con la administracion de 100 mg del extractoRle 30y 100 mg/kg de peso corporal con el extracto acuoso de

graveolengkg/dia, y fueron aun mayores cuando se ud®. graveolenganaron el mismo peso que las del grupo con-
una combinacion de 100 mg del extractdrdgraveoleng trol negativo. de Freitast al. (2005), evaluaron el efecto
kg/dia y 100 mg del dexametasona/kg/dia. producido por un extracto metanoélicoRegraveolensd-
ministrado por 15 dias via oral en dosis de 1000 mg/kg en
En el grupo 2 se observé dafio generalizado caractatones, y al igual que en este estudio no se encontré varia-
rizado por pérdida de la arquitectura normal del lobulillgién significativa respecto al peso corporal.
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Por otra parte la relacion peso corporal/peso de higa- Destaca ademas que en este grupo se observo un dafio
do se modificé con el tratamiento del extracto, este aumersievero en los hepatocitos. Estas alteraciones pueden ser de-
en el peso puede ser atribuido a la esteatosis generalizadaoydo a multiples constituyentes que produce la especie ve-
a la presencia de inflamacion causada por la liberacion getal, entre los que se encuentran cumarinas y sus compues-
componentes citoplasmicos de las células en necrosis entlus derivados (Orlitet al; Ratheeslet al). Se ha descrito
grupos expuestos (Seadeal, 1982; Kerret al, 1995). gue las cumarinas tienen como 6rganos blanco para su toxi-

cidad y carcinogenicidad a higado y pulmén en ratén y rata

Un hallazgo importante en el andlisis histoldgico dé_ake, 1999). También se han relacionado con afectacion a
los grupos 3, 4 y 5 fue la observacién dosis-dependiente ldesintesis de los factores de coagulacion en el higado, ade-
signos de necrosis, tales como: extraccion total o parcial deés de ser causantes de hemorragias (Bye & King, 1970,
citoplasma y nucleos picnéticos en los hepatocitos. En es@imeda-Ruiz, 2009). Por lo que la presencia de cumarinas y
grupos también se observaron signos sugestivos de apoptosies compuestos aislados Ee graveolengodrian estar
como condensacion del citoplasma y de la cromatina sobrenduciendo un efecto toxico en los hepatocitos, congestion
envoltura nuclear (Keret al, 1972; Majno & Joris, 1995; vascular, e infiltrados de células mononucleares observados
Erickson, 1997). en los grupos expuestos a distintas concentraciones del ex-

tracto deR. graveolens

Es conveniente destacar que la observacién de manera
simultanea de necrosis, asi como signos sugestivos de Las alteraciones observadas en los grupos 2, 3y 4,
apoptosis, aunque son esencialmente dos tipos diferenteswgon aun mayores en el grupo 5, posiblemente como resul-
muerte celular pueden tener traslapes en una respuesta cetaldo de un efecto aditivo o sinergista entre ambos ¢itHah
ante un compuesto toxico a la misma dosis administrada2@11).
que la amplitud del dafio que finalmente activara ambos tipos
de muerte celular depende de factores toxicocinéticos, Los efectos toxicos del extracto acuosoRle
bioactivacion y lesion especifica (Raffray & Cohen, 1997graveolenssobre el higado descrito previamente en el anali-
Por lo que nuestros resultados sugieren que ambos tipossigehistoldgico, se corroboraron en el analisis morfométrico,
muerte celular podrian ser inducidos por el extract® de en donde se observé diferencia estadistica significativa en los
graveolenso bien por compuestos derivados de su metabgrupos 2, 3, 4 y 5, comparados con el grupo 1.
lismo y que tengan como blanco al higado por su actividad
detoxificante (Al-Aliet al, 2005). Actualmente en nuestro laboratorio se llevan a cabo

estudios para identificar los compuestos quimicos presentes

Las plantas medicinales son potencialmenten el extracto acuoso evaluado en este trabajo, asi como la
hepatotéxicas combarrea tridentata(Stickel et al, 2000) evaluacién in vitro e in vivo de extractos metandlicos y aceites
tal y como se reporta en este estudio. El efecto hepatotoxeszenciales obtenidos &e graveolenslel norte de México.
observado en este trabajo, es distinto a lo descrito en un estu-
dio previo en nuestro laboratorio; en donde no se observé dafio
morfolégico en higado por la exposicion a 160 mg de un eONCLUSIONES
tracto acuoso de plantas de la espkigipia graveolengSoto-

Dominguezet al, 2012). Cabe destacar que las espdcies

graveolensy R. graveolengmpleadas en ambos estudios se Los hallazgos descritos en la presente investigacion,
colectaron en la misma region del Norte de México, aunqaemuestran que la exposicién al extracto acuosB.de

en distintas épocas del afio. Por lo que los diferentes resutfeaveolensusada ampliamente en la medicina tradicional
dos observados en estos estudios pueden ademas ser debédio México y diversos paises, producen alteraciones
gue las plantas de esta especie muestran variaciones en la ¢tostelégicas severas en el higado de ratas Wistar. Los pro-
posicion y cantidad de los metabolitos secundarios dependielictos a base de plantas son potencialmente dafiinos, sobre
do de los factores climaticos, época de cosecha y el estaddaato cuando se desconoce la composicion de los constitu-
crecimiento (Cimangat al.,2002; Lecona-Uribet al.,2003; yentes tdxicos.

Salgueircet al, 2003; Hernandeet al, 2009).

Por otra parte, las alteraciones histolégicas en higad@RADECIMIENTOS
se acentuaron en el grupo 4. En este grupo se observaron fo-
cos de infiltrados de células mononucleares, que pueden ser
resultado de la liberacién de factores quimioatrayentes que se ~ Agradecemos el valioso apoyo en el manejo de ani-
liberan en las células necréticas (Seetrkd; Kerretal, 1995). males a la MVZ Katty Gonzalez Pineda y al CONACYyT.
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SUMMARY: In traditional medicine, beneficial properties are attributeRuta graveolengyut it has been shown that it can
also cause side effects. Because there is no evidence that ratifigs ghaveolenss totally harmless. The aim of this study was to
determine the toxic effect of aqueous extract of the leaves of this plant in rat liver. 25 Wistar rats were used andaltvigiedips (n
=5). Group 1 corresponded to the negative control group; group 2 or positive control was treated with 100 mg of dexakgétlagsone/
Groups 3 and 4 were treated with 30 and 100 mg of extrRciguhveolensespectively. Group 5 was treated with 100 mg dexamethasone/
kg/ day in combination with 100 mg of extractafgraveolen&g/day. Administrations were performed intraperitoneally for three days.
All animals were sacrificed by cervical dislocation. Liver samples were fixed in formalin and then embedded in paraffigiddistol
sections were obtained from 5 microns thick and stained with hematoxylin-eosin for histological evaluation by light midrbscopy.
results demonstrate for the first time that exposure to aqueous extRaogr@iveolensnduces morphological changes in the liver of
Wistar rats. These alterations were observed slightly in group 3. Alterations increased in group 4. Highest damage was gitosgrved
5. The aqueous extract Bf graveolensvas toxic; furthermore additional studies are needed to characterize other toxicological effects
that support the risk of use Bf graveolen#n traditional medicine in a long term.

KEY WORDS: Ruta graveolensAqueous extract; Liver toxicity; Wistar rats
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