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El Extracto Acuoso de Ruta graveolensdel Norte de México
Causa Apoptosis y Muestra Efecto Antiproliferativo sobre el
Higado de Rata Wistar. Evidencia Morfologica

Aqueous Extract of Ruta GraveolensFrom the North of Mexico Causes Apoptosis and
Shows Antiproliferative Effect on the Liver of Wistar Rat: Morphological Evidence

Adolfo Soto-Dominguez Luis B. Serrano-Gallardo™; Rubén Garcia-Garzd; Pablo Ruiz-Flores’;
Javier Moran-Martinez™ ; Martha P. Nava-HernandeZ" & Edith F. Martinez-Pérez"

SOTO-DOMINGUEZ, A.; SERRANO-GALLARDO, L. B.; GARCIA-GARZA, R.; RUIZ-FLORES, P.; MORAN-MARTINEZ,
J.; NAVA-HERNANDEZ, M. P. & MARTINEZ-PEREZ, E. F. Elextracto acuoso dRuta graveolendel norte de México causa apoptosis
y muestra efecto antiproliferativo sobre el higado de rata Wistar: evidencia morfoldgidaMorphol., 31(4)1340-1348, 2013.

RESUMEN: Ruta graveolenss una planta nativa del Mediterraneo Oriental y del area Sur Occidental de Asia, de esta planta se
han aislado mas de 120 compuestos quimicos. En un estudio previo en nuestro laboratorio se observé que un extracto acuoso de R.
graveolens causoé necrosis y alteraciones morfoldgicas sugestivas de apoptosis sobre el higado de rata Wistar. El obgetinte del p
estudio, fue evaluar la induccién de apoptosis y el posible efecto antiprolifémativode un extracto acuso &e graveolenslel norte
de México, mediante métodos inmunohistoquimicos. Se utilizaron 25 ratas Wistar y se dividieron en 5 grupos (n=5). Elrggapo 1 co
pondié al grupo control negativo, el grupo 2 o control positivo se traté con 100 mg de dexametasona/kg/dia. Los grup@as8gm se
con 30 y 100 mg de extracto Be graveolen&g/dia respectivamente. Al grupo 5 se le administraron 100 mg de dexametasona/kg/dia
combinados con 100 mg de extractoRdeggraveolen&g/dia. Las administraciones se realizaron via intraperitoneal por tres dias. Los
animales se sacrificaron por dislocacién cervical, y se tomaron muestras de higado que se fijaron en formalina, posseriormente
incluyeron en bloques de parafina. Se obtuvieron cortes histolégicos que se tifieron con el método tricromico de Massase También
realizaron pruebas inmunohistoquimicas de TUNEL, anti-bcl-2 y anti-PCNA; ademés de un estudio morfométrico. Los resultados de-
muestran por primera vez el potencial apoptdsico y antiproliferativo del extracto ackggraesolenslel norte de México, sobre el
higado de rata Wistar. Se sugiere la posibilidad de emplear dosis menores a las administradas en este estudio delsxtteRto acuo
graveolenspara investigar su potencial uso como agente antineoplésico en d@stuilioson lineas celulares tumorales e/o implanta-
das en modelos murinos de céncer.

PALABRAS CLAVE: Ruta graveolens; Apoptosis; Efecto antiproliferativo.

INTRODUCCION

La muerte celular programada 0 apoptosis, preserig caracteriza por un dafio directo que usualmente inicia en
caracteristicas bioquimicas y morfologicas opuestas a [gSsyperficie de la célula, ésta se hincha, y posteriormente
que se observan en celulas y tejidos con necrosis €erfcyrre Jisis. Al liberar el contenido del citoplasma se puede
al., 1972; Wyllieet al, 1980). La apoptosis se presenta dﬁromover la aparicién de inflamacién (Keat al, 1995;
forma normal en los tejidos para mantener el balance e”l(ﬁ%jno & Joris, 1995). Ademas, el ndcleo de las células en

proliferacion y disminucion del nimero de células (Ericksomecrosis muestra aumento de volumen y picnosis (Wyllie &
1997). Sin embargo, también puede ocurrir en respuestga 4| 1992).

agentes toxicos, quimioterapia o radiacion (Eastman, 1990;

Hickman, 1992). En contraste, las células en apoptosis muestran en-
) ) ) cogimiento, formacién de burbujas en la superficie celular,

Por ofra parte, la necrosis puede ser inducida pgggida de microvellosidades, si la célula es secretora pue-

quimicos letales, eventos bioldgicos, fisicos y mecanicqs, presentar una desgranulacién previa al encogimiento,
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ademas de que el citoplasma se condensa. Simultaneantemante 10 dias, después las hojas se molieron y el polvo
te, el nlcleo también puede mostrar reduccion, la cromatif@o se sometié a extraccion acuosa a 100°C por una hora.
se fragmenta al azar en las uniones interncleosomales, g@ssteriormente la solucién se filtré6 con papel Whatman
teriormente se condensay se deposita sobre la envoltural®1 con bomba al vacio, el filtrado se llevé a sequedad en
clear (Kerret al, 1994). En etapas finales, la célula se fragestufa a 40°C para obtener el extracto seco que se almace-
menta y se forman cuerpos apoptésicos que contieneda 5°C hasta su utilizacion.
organelos bien preservados rodeados de membrana, esto
evitan la inflamacién. Dentro de los tejidos, los cuerpoSnimales de experimentacion y grupos de estudi®&e
apoptésicos son rapidamente fagocitados por macrofagoaplearon 25 ratas Wistar macho, de 11 semanas de edad
residentes o por células vecinas (Kairal, 1994). y con peso entre 200 y 300 g. Ningun animal fue reempla-
zado durante la fase experimental. Los animales se man-
El proceso de apoptosis puede ser inducido o inhiliiavieron en condiciones estandar de laboratorio, tempera-
do en diferentes etapas, dentro de los reguladores se enctima- de 24°C, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, hume-
tran las proteinas caspasas (cistein-aspartato proteasasyad relativa de 47,5%, agua purificaath libitumy con
ciadoras y efectoras que son responsables de camHibee acceso a alimento para ratas en pellet marca Teklad®
bioquimicos y morfolégicos (Fraser & Evan, 1996(18,0% minimo de proteina, 5,0% minimo de grasa, y 5,0%
Hengartner, 2000). La activacién o inhibicién de estas proiinimo de fibra).
teinas u otros reguladores esta estrechamente relacionada
con la familia BCL-2 mitocondrial; entre los miembros de Los animales se distribuyeron en 5 grupos (n=5)
esta familia se encuentran proteinas pro-apoptdsicas coasignados por aleatorizacion previo a la fase experimen-
bad, bak, bax, bcl-xs, bik y hrk, asi como anti-apotésicaéal. 1) Grupo 1 o control negativo, se le administrd solu-
como Al, bcl-2, bcl-w, bcl-xl, bfl-1,brag-1, mcl-1 y NR13cién fisiolégica, empleada como vehiculo en los grupos
(Hockenberryet al, 1990; Renvoizet al, 1997; Mignote experimentales, excepto en el grupo control positivo. 2)
& Vayssiere, 1998). Grupo 2 o control positivo: recibié 100 mg de
dexametasona/kg/dia. 3) Grupo 3: se le administraron 30
Ruta graveolensonocida con el nombre comin demg del extracto acuoso &e graveolen&g/dia. 4) Grupo
“ruda” es una planta nativa del Mediterraneo Oriental y dét se le administraron 100 mg de extracto/kg/dia, y 5) Gru-
area Sur Occidental de Asia, es una planta perenne quebd que recibié una combinacién de 100 mg del extracto/
sido empleada desde hace aproximadamente 1500 afiokg/dia y 100 mg de dexametasona/kg/dia. Las administra-
Europa y Asia (Tang & Ren, 2011); constituye una de lasones fueron via i.p. por tres dias consecutivos. El proto-
565 especies de plantas utilizadas en medicina tradiciogalo de investigacién fue aprobado por el Comité de
(Freireet al, 2010). A la fecha se han descrito mas de 1Zioética, Facultad de Medicina de la Universidad Aut6-
compuestos aislados d graveolens(Ratheestet al, noma de Coahuila, México.
2009). En un estudio previo en nuestro laboratorio se obser-
vO que un extracto acuso Begraveolenimduce necrosisy Evaluacion histoldgica Los animales se mantuvieron en
alteraciones morfolégicas sugestivas de apoptosis sobraglino y 24 horas posteriores a la Gltima administracion se
higado de ratas Wistar. Por lo que el objetivo del presersacrificaron por dislocacion cervical, posteriormente se co-
trabajo fue evaluar la induccién de apoptosis y el posiblectaron muestras representativas de higado para su anali
efecto antiproliferativan vivo de un extracto acuso @&  sis histoldgico e inmunohistoquimico. Las muestras se fi-
graveolensdel norte de México mediante métodogaron con una solucién de formaldehido al 10%, y se pro-
inmunohistoquimicos. cesaron por la técnica histolégica convencional hasta su
inclusién en bloques de parafina.

MATERIAL Y METODO Posteriormente, mediante microtomia se obtuvie-
ron cortes histolégicos desn de grosor que se tifieron
con el método tricromico de Masson para la distincion entre

Obtencién del extracto seco dR. graveolensLa reco- los componentes mesengquimatosos y parenquimatosos.

leccion deR. graveolense realiz6 antes de la floracion erLos cortes se analizaron mediante microscopia de luz 'y se

el Estado de Durango al Norte de México; con las coordeempararon los hallazgos de los grupos experimentales vs
nadas: Longitud (dec): -103.485833. Latitud (dec): los grupos control.

25.324444. Los especimenes se recolectaron del 13 al 17

de diciembre del 2010. Aproximadamente cinco kilogré&evaluacion inmunohistoquimica Se realizé la prueba

mos de material fresco recolectado se sec6 a la somdea TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin Nick-End
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Labeling) para la deteccién de la fragmentacion de RESULTADOS

cromatina, uno de los eventos del fendmeno de apoptosis

(Gavrieli et al, 1992). La técnica se llevo a cabo utili-

zando el kit TACS™ 2 Td1n situ Apoptosis Detection Evaluacion histolégica Las muestras de higado de las

de Trevigen® de acuerdo a las instrucciones del distratas del grupo 1 mostraron una histologia normal: lami-

buidor, los nucleos se contrastaron con verde de metiltas de hepatocitos dispuestas de manera radial con res-

pecto a la vena central. Los hepatocitos mostraron cito-

Por otra parte, se emplearon anticuerpogsdasmahomogéneo y nlcleos eucromaticos. Entre las la-

monoclonales especificos anti-PCNA (Proliferating Cethinas se observaron capilares sinusoidales con eritrocitos

Nuclear Antigen) (1:200, Dako Cytomation, Inc.) par&n su interior, ademas de venas centrales y triadas porta-

identificar las células en proliferacion (Matsumetal, les de caracteristicas histolégicas normales (Fig. 1A).

1987; Zhanget al, 1999). Ademas se identificé la protei-

na mitocondrial bcl-2 por su papel anti-apoptésico (Vaux En el grupo 2 se confirmaron los hallazgos encon-

et al, 1988) (1:200, Dako Cytomation, Inc.). Como sistrados en nuestro laboratorio: pérdida de la arquitectura

tema de deteccion se empleé el sistema Envision® (Dakormal de este érgano, signos de necrosis y esteatosis

Cytomation, Inc.). La positividad se observo con el revenicrovesicular en los hepatocitos, asi como los signos

lador 3-3’-diaminobencidina (DAB), los nlicleos se consugestivos de apoptosis: nicleos con cromatina conden-

trastaron con hematoxilina de Mayer. Estas muestrasssela y condensacion del citoplasma. También se observé

analizaron mediante microscopia de luz. dilatacién y congestion en los capilares sinusoidales (Fig.
1B).

Andlisis morfométrico. En este estudio se realizé un ana-

lisis morfométrico para cuantificar las células positivas En el grupo 3 se observo ligera congestidon vascular

para TUNEL y PCNA. Se analizaron 8 campos consecy-signos leves de esteatosis, necrosis y apoptosis (Fig.
tivos con el objetivo seco fuerte (40X) y se distinguierohC). Destaca que estas alteraciones se incrementaron en
los nucleos positivos y negativos de los hepatocitos palagrupo 4 (Fig. 1D), y se acentuaron en el grupo 5 (Fig.
cada uno de los marcadores empleados. Los valoreslEg.
expresaron como nimero de células positivas/campo. Esto
se realiz6 por triplicado y se obtuvieron también el val@valuacién inmunohistoquimica En el analisis
promedio y la desviacién estandar (DE). Los resultadosmunohistoquimico con la técnica de TUNEL se obser-
se analizaron estadisticamente con la prueba de t-Studembn resultados negativos en el grupo 1 (Fig. 1F). En los
para un valor de significancia ®,05. grupos 2 y 3 se identificaron escasos nucleos de células
endoteliales y hepatocitos positivos a la fragmentacion
Por otra parte, se realizé un analisis pode la cromatina (Fig. 1 G y H). En el grupo 4 se observo
microdensitometria para cuantificar la positividad a bclina mayor cantidad de nucleos positivos (Fig. 11). Sin
2 en el citoplasma de los hepatocitos de los grupos elmbargo, es importante destacar que el mayor nimero de
estudio, empleando el programa Image J, version 1.44élulas positivas para esta prueba se observé en las mues-
la metodologia descrita previamente. tras del grupo 5 (Fig. 1J).

Fig. 1. A) Grupo 1 (Control negativo): Vena central (flecha verde), laminas de hepatocitos con ndcleos eucromaticoslfflecha azu
y separadas por capilares sinusoidales (flecha amarilla) de caracteristicas histolégicas normales. B) Grupo 2 (100 nigstedéxame
kg/dia): Vena central dilatada (flecha verde), hepatocitos con signos de apoptosis: condensacion del citoplasma (flecta blanca)

la cromatina nuclear (flecha azul), hepatocitos con signos de necrosis: nucleos picnéticos y extraccion del citoplasma (flecha
amarilla), congestion vascular (flecha rosa). C) Grupo 3 (3Rnggaveolen&g/dia), D) Grupo 4 (100 mig. graveolen&g/dia),

E) Grupo 5 (100 m&. graveolenkg/dia + 100 mg dexametasona/kg/dia): Acentuacion de las alteraciones descritas en el grupo 2.
Higado. Embebido en parafina, tricrémico de Masson. Micrografia de luz. Bapen.Z) Grupo 1 (Control negativo): nucleos
negativos a la fragmentacion de la cromatina (flechas rojas), vena central (flecha verde). G) Grupo 2 (100 mg de dexgmetasona/k
dia): Se observan células con nucleos positivos (flechas amarillas), vena central (flecha verde). H) Grupdr3 g8vegens

kg/dia), 1) Grupo 4 (100 mR. graveolen&g/dia), J) Grupo 5 (100 mig. graveolen&g/dia + 100 mg dexametasona/kg/dia):
Destaca como se incrementa el niamero de células positivas. Higado. Embebido en parafina, TUNEL. Micrografia de luz. Barra: 20
pm. K) Grupo 1 (Control negativo): nucleos positivos a PCNA (flecha azul), vena central (flecha verde). L) Grupo 2 (100 mg de
dexametasona/kg/dia), M) Grupo 3 (30 Riggraveolenig/dia), N) Grupo 4 (100 mig. graveolenikg/dia), N) Grupo 5 (100 mg

R. graveolen&g/dia + 100 mg dexametasona/kg/dia): Destaca como disminuye el nimero de células positivas. Higado. Embebido
en parafina, inmunohistoquimica. Micrografia de luz. Barraura0
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Por otra parte, empleando anticuerpos monoclonalB$SCUSION
especificos anti-PCNA se observé que en el grupo 1 se pre-
sentd la mayor cantidad de células positivas (Fig. 1K); se-
guido por los grupos 3 (Fig. 1M), 2 (Fig. 1L), y 4 (Fig. 1N). En la literatura existen numerosos estudios que des-
Llama la atencion que el grupo 5 mostré el menor nimecoben el empleo dB. graveolengn la medicina tradicio-
de células positivas (Fig. 1N). nal (Olivaet al,, 2003; Gonzalez-Trujaret al,, 2006; Seak
& Lin, 2007; Ratheesht al; Varaminiet al, 2009; Freiret
Otro hallazgo importante en este estudio, fue la disl., 2010). Sin embargo, a la fecha no se describe desde el
minucién en la positividad de bcl-2 en el citoplasma de Igginto de vista morfoldgico la induccion de apoptosis y el
hepatocitos: en el grupo 1 se observo la mayor cantidadefecto antiproliferativo del extracto acuoso de esta planta,
hepatocitos positivos (Fig. 2B), seguido de los grupos 3 (Fgpbre el higado de ratas Wistar. Los resultados de nuestro
2D), 2 (Fig. 2C), 4 (Fig. 2E) y finalmente el grupo 5 questudio demuestran por primera vez que la exposicién a con-
mostré la menor positividad (Fig. 2F). centraciones de 30 y 100 mg de un extracto acuosa de
graveolen&g/dia inducen alteraciones morfoldgicas en el
Analisis morfométrico. Los resultados observados en la evahigado de ratas Wistar. Este efecto se incrementé asand
luacién inmunohistoquimica se corroboraron en el analisigilizé una combinacion de 100 mg del extracto/kg/dia y
morfométrico. Para la prueba de TUNEL se observé que HDO mg de dexametasona/kg/dia.
mayor nimero de células positivas correspondié al grupo 5:
25,67@1,404, seguido de los grupos 4 y 2: 15209688 y En la evaluacion histolégica del grupo 2 se confir-
10£2,032, respectivamente. Los grupos 3 y 1 mostraron meraron los hallazgos de pérdida de la arquitectura normal
nor numero de células positivas: 4,33392 y 0,3330,223 de este Organo, signos de necrosis, esteatosis
respectivamente. Al comparar estadisticamente los resultado€rovesicular en los hepatocitos, asi como los signos su-
obtenidos de los grupos de estudio se encontré diferencia gsstivos de apoptosis. Estos resultados se correlacionan
tadistica significativa para un valor de0p05 (Fig. 2A). con lo descrito por Romet al (2009) que describen que
la dexametasona es capaz de inducir apoptosis.
Por otra parte, en la cuantificacion de PCNA se ob-
servl que el grupo 1 presento la mayor cantidad de células  En el grupo 3 se observé congestién vascular y he-
positivas: 23,2260,288, el grupo 3: 18,538,134, posterior- morragia en los capilares sinusoidales, ademas de signos
mente los grupos 2y 4: 12,388795 y 11,3382,666 res- leves de esteatosis, necrosis y apoptosis. Destaca que es-
pectivamente. Destaca que el grupo que mostré la memas alteraciones se incrementaron en el grupo 4, y se acen-
cantidad de células positivas fue el grupo 5: %8Z4. tuaron en el grupo 5. Estos resultados sugieren un posible
Al contrastar los resultados de los grupos experimentalefecto aditivo o sinergista entre los compuestos presentes
versusel grupo control negativo se observo diferencia estan el extracto y la dexametasona (leaal, 2011).
distica significativa para un valor de<@,05 (Fig. 2A).
La presencia de hemorragia observada en los gru-
Finalmente en el analisis densitométrico de lpos 3, 4 y 5 podria estar asociada a la presencia de
positividad de bcl-2 se corroboraron los resultados obsen@imarinas y sus compuestos derivadoR egraveolens
dos en el analisis inmunohistoquimico, en donde destaca @glita et al, 2008; Ratheesht al). Estos compuestos
el grupo 5 mostr6 el menor valor de positividad en contrasienen como érganos blanco de toxicidad a higado y pul-
con el grupo 1 que mostré el mayor valor para este marcadoidn en ratéon y rata (Lake, 1999), también se han relacio-
Al contrastar los resultados de los grupos experimentates nado con afectacién a la sintesis de los factores de coagu-
susel grupo control negativo se observo diferencia estadis@&cion en el higado (Bye & King, 1970, Pineda-Ruiz,
ca significativa para un valor de<p,05 (Fig. 2G). 2009).

Fig. 2. A). Grafica que muestra los resultados del analisis morfométrico para TUNEL y PCNA en cada uno de los grupos de
estudio. El analisis estadistico muestra que hay diferencia significativa entre los grupos &;skl4ypo 1.*= g0,05.

K) Grupo 1 (Control negativo): notese la intensa positividad para bcl-2 en el citoplasma de los hepatocitos (flecha blanca),
nucleos (flecha verde), vena central (flecha amarilla). L) Grupo 2 (100 mg de dexametasona/kg/dia), M) Grupo 3 (30 mg
R. graveolen&g/dia), N) Grupo 4 (100 mB. graveolen&g/dia), N) Grupo 5 (100 mB. graveolen%g/dia + 100 mg
dexametasona/kg/dia): Destaca como disminuye la positividad para este marcador en el citoplasma de los hepatocitos.
Higado. Embebido en parafina, inmunohistoquimica. Micrografia de luz. Bapen.ZB). Grafica que muestra los resul-

tados del analisis densitométrico de la positividad de bcl-2 en cada uno de los grupos de estudio. El analisis estadistico
muestra que hay diferencia significativa entre los grupos 2, 3, %4 glgrupo 1.*= g0,05.
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Un hallazgo importante de este trabajo fue la olgiclina B1 (Fadlallat al,), esto resulta en disminucion de la
servacion de manera simultanea de necrosis y apoptosis, queliferacion y supervivencia celular.
aunque son dos tipos diferentes de muerte celular pueden
tener traslapes en una respuesta celular ante un compuesto Otro hallazgo importante en este estudio fue que se
téxico a la misma dosis administrada; la amplitud del dafdoserv disminucion en la positividad de bcl-2 en el cito-
gue finalmente activara ambos tipos de muerte celular gdasma de los hepatocitos. En el grupo 1 se observo la mayor
pende de factores toxicocinéticos, bioactivacion y lesién esantidad de hepatocitos positivos, seguido de los grupos 3, 2,
pecifica (Raffray & Cohen, 1997). Por lo que nuestros rd-y finalmente el grupo 5 que mostré la menor positividad.
sultados muestran que ambos tipos de muerte celular pua-inhibicion del proceso de apoptosis esta estrechamente
den ser inducidos por el extractoRlegraveolensLa pre- relacionada con la proteina mitocondrial bcl-2 (Vatial;
sencia simultdnea de necrosis y apoptosis in vivo ha siHockenberryet al; Renvoizeet al; Mignote & Vayssiere).
descrito también por Soto-Domingueizal (2005) en el Por lo que nuestros resultados sugieren que la disminucién
rifdn de ratones CD-1 intoxicados con Peroxisomicina Atle bcl-2 (con funcién anti-apoptdsica), permite la activacién
un compuesto aislado de la plaK@rwinsia parvifolia. de la cascada de apoptosis dependiente de caspasas, como ha

sido descritan vitro con lineas celulares tumorales de prés-

En el analisis inmunohistoquimico con la técnica deta, mama y colon, en donde se describe que un extracto
TUNEL se observaron resultados negativos en el gruporfietanélico dé&R. graveolengdujo la activacion de caspasa-
Enlos grupos 2y 3 se identificaron escasos nucleos de célfFadlallaet al). Los resultados cualitativos observados en
las endoteliales y hepatocitos positivos a la fragmentacitnevaluacién inmunohistoquimica se corroboraron en los
de la cromatina. La fragmentacion de la cromatina es uanalisis morfométrico y densitométrico, en donde llama la
de los eventos de la cascada de apoptosis por la activa@éncion la induccion de apoptosis dosis-dependiente, asi
de endonucleasas endbdgenas (Schrattal, 1991; como el efecto antiproliferativo p&. graveolensEstos re-
Commpton, 1992; Gavriedit al). Ademas en el grupo 4 sesultados se correlacionan con los efectos citotéxicos y
observ6 una mayor cantidad de nucleos positivos. Destaadiproliferativos citados anteriormente, asi como con lo ob-
que el mayor nimero de células positivas para esta pruskavado en un estudio utilizando con un extracto metandlico
se observé en las muestras del grupo 5. Estos resultadodes®. graveolensobre lineas celulares tumoralewitro, y
correlacionan con los reportados en un estimdiiro, que en ratones BALB/c con las células tumorales implantadas y
demuestra la induccién de apoptosis por extractorR.detratados con el extracto (Preeghial, 2006).
graveolenssobre lineas celulares cancerosas de glioma hu-
mano MGR1, leucemia promielomoncitica HL-60 y En la actualidad, la induccion de apoptosis por un far-
melanoma metastatico murino K1735 (Patbg#l., 2003). maco contra el cancer se ha convertido en un factor de im-
En este mismo estudio se describe que pacientes con gliopasgancia en el tratamiento de esta enfermedad. En este tra-
y tratados con un extracto etanolicoRlegraveolensnos- bajo se describe el potencial apoptdsico y antiproliferativo
traron disminucion de los tumores, y se sugiere que el ntel extracto acuoso de. graveolenslel norte de México
canismo de accién es por la induccién de apoptosis porsebre el higado de rata Wistar. Se sugiere el empleo de dosis
extracto (Pathakt al). Otro estudian vitro describe dafio menores del extracto, con el fin de investigar su posible uti-
en el DNA y disminucién de la viabilidad de lineas celuldidad como agente antineoplasico, en estuthogtro con
res tumorales de préstata, mama y colon por un extratiioeas celulares tumorales e/o implantadas en modelos
metandlico ddR. graveolengFadlallaet al., 2011). murinos de cancer.

Por otra parte, al emplear anticuerpos monoclonales Actualmente, en nuestro laboratorio se llevan a cabo
especificos anti-PCNA se observo que en el grupo 1 se pestudios para identificar los compuestos quimicos presentes
sentd la mayor cantidad de células positivas, seguido de &sel extracto acuoso administrado en este trabajo, asi como
grupos 3, 2, 4 y finalmente el grupo 5 que mostré un menen la evaluaciém vitro ein vivode otros extractos y aceites
namero de células positivas a este marcador. Esta proteinasenciales obtenidos &e graveolenslel norte de México.
sintetiza en la fase G1 tempranay en la fase S del ciclo celu-
lar, y favorece la sintesis de ADN (Matsumetal; Zhang
et al). Por lo que el efecto antiproliferativo observado eAGRADECIMIENTOS . Agradecemos el valioso apoyo en
este estudio, pudiera estar asociado con lo observado ereumanejo de animales a la MVZ Katty Gonzalez Pineda. A
estudiain vitro con un extracto metandlico Be graveolens CONACY, por la beca econémica para la realizacion de los
sobre lineas celulares tumorales de préstata, mama y colestudios de maestria de Edith F. Martinez-Pérez. También se
En este se describe que el extracto indujo arresto en G2Adradece a QCB Silvia M. Garcia y QFB Adriana |. Gallardo-
bloqueo de la via de sefializacion de Akt y disminucién de @dmez por el apoyo técnico en la inmunohistoquimica.
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SOTO-DOMINGUEZ, A.; SERRANO-GALLARDO, L. B.; GARCIA-GARZA, R.; RUIZ-FLORES, P.; MORAN-MARTINEZ, J.; NAVA-
HERNANDEZ, M. P. & MARTINEZ-PEREZ, E. F. Aqueous extract dRuta graveolenom the north of Mexico causes apoptosis and shows
antiproliferative effect on the liver of Wistar rat: morphological evidetiee.J. Morphol., 31(4)1340-1348, 2013.

SUMMARY: Ruta graveolends a native plant of the Eastern Mediterranean and the South Western area of Asia. From this plant, more
than 120 chemical compounds have been isolated. In a previous study in our laboratory, we observed that an aqueoRs grdxestlefns
caused necrosis and morphological alterations suggestive of apoptosis on the liver of Wistar rats. The objective ofthiststedgluate the
induction of apoptosis and a possible antiproliferative effeativo of an aqueous extract &. graveolendrom the north of Mexico, by
immunohistochemical methods. 25 Wistar rats were used and divided into 5 groups (n=5). Group 1 corresponded to nedativegaroap
2 or positive control was treated with 100 mg of dexamethasone/kg/day. Groups 3 and 4 were treated with 30 and 100 rhgfdR.extrac
graveolen&kg/day respectively. Group 5 received the administration of 100 mg of dexamethasone/kg/day combined with 100 mg oRextract of
graveolen&kg/day. The administrations were by intraperitoneal via for three days. The animals were sacrificed by cervical disiaration, |
samples were taken, fixed in formalin and then samples were embedded in paraffin blocks. Histological sections were aistained &arith
Masson trichrome method. Immunohistochemical assays of TUNEL, anti-bcl-2, and anti-PCNA were performed. Also a morphdynefig stu
carried out. Results show for the first time the potential apoptotic and antiproliferative effect of an aqueous Bxgest@dlensrom the north
of Mexico on the liver of Wistar rats. This suggests the use of lower doses of the ex®agtafeolensto investigate its potential use as an
antineoplastic agent, in studies in vitro with tumor cell lines and/or implanted in murine models of cancer.

KEY WORDS: Ruta graveolens; Apoptosis; Antiproliferative effect.
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