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RESUMEN

Ruta graveolens L. (Ruda) es una planta perteneciente a la familia de las
Rutaceas, utilizada en la medicina popular para el tratamiento de diversas
afecciones. Debido a que esta planta es muy usada empiricamente en diversas
condiciones a nivel del sistema reproductivo de la mujer, el objetivo basico de este
trabajo fue el de evaluar los efectos de la ruda en algunos modelos biolégicos
representativos. Existen varios trabajos en los que se han evaluado
preliminarmente estos efectos a partir de extractos acuosos 6 hidroalcohdlicos.
Considerando que la ruda posee un fuerte aroma y que muchos de sus efectos se
le atribuyen a su aceite esencial, en este trabajo evaluamos los efectos del aceite

esencial de ruda en el ciclo reproductivo de ratas Wistar (hembras).

El aceite esencial se extrajo a partir de las hojas frescas de ruda, utilizando el
método de hidrodestilacion. Los principales componentes quimicos del aceite
esencial se determinaron por Cromatografia de Gases acoplado a Masa
(CG/MS). Los principales componentes observados fueron 1,6-anhydro-4-(3,4-
methylendioxane (18.13 %), 1-1.3-dimetil-3-butenil benceno (17.53 %), 2- fenil-etil-

isobutanoato 9,40 % y el isomaturnin (10.41 %).

En el modelo biolégico se observé una dependencia de la dosis del aceite con
un aumento significativo en el peso del Utero (efecto uterotréfico), desequilibrio en
el ciclo estral con predominio de células cornificadas en el frotis vaginal, aumento
significativo en el peso de la vagina y ovarios de las ratas tratadas con respecto al
control, y un marcado incremento en la ganancia de peso de los animales tratados

con las dosis mas altas con respecto al control. El ciclo estral fue alterado en
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forma significativa observandose un marcado predominio de células nucleadas y
cornificadas en el frotis vaginal, lo cual puede ser indicativo de una alteracién a
nivel de la funcién normal del eje hipotalamo-hipd&fisis-ovarios, lo que puede estar
relacionado con los efectos abortivo y de antifertilidad que se le atribuyen a la

ruda.

Con base a estos resultados podemos concluir que el aceite esencial de ruda
altera el ciclo estral de la rata (hembra) y produce efecto uterotrofico positi\)o.
Estos efectos pueden estar relacionados con la alteracion en algin proceso
vinculado con la fisiologia de las hormonas reproductivas de la rata. Un
desequilibrio en los niveles y en la funcion de esas hormonas puede estar
relacionado con los efectos abortivos y de antifertilidad que se le han atribuido a
esta planta.

Palabras claves: Aceite esencial de ruda, extracto hidroalcohdlico de ruta

graveolens, infusion de ruda, ciclo estral, efectos uterotréficos,
cromatografia de gases acoplados a espectrometria de masa.
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ANTECEDENTES



1.1 Antecedentes

En la actualidad existe marcado interés a nivel mundial por el estudio de
principios activos de origen natural, muy especialmente los provenientes del reino
vegetal. Muchos de ellos estan siendo utilizados, ya sea usando las plantas en su
forma natural o como base en la sintesis 0 hemisintesis de nuevos medicamentos.

Muchos de los principios activos utilizados por la moderna industria
farmaceéutica se han extraido de fuentes naturales, en base a las propiedades
medicinales que han sido transmitidas tradicionalmente por el conocimiento
popular.

Una de las plantas que ha despertado mayor interés por sus multiples
propiedades es la Ruda (Ruta Graveolens), la cual es originaria del sur de
Europa y del Mediterraneo Oriental, pero que en la actualidad ha sido introducida
y naturalizada en muchos lugares del mundo. Esta planta fue descrita por Carlos
Linneo en el afio 1753 en sus primeros taxones Species Plantarum (Linnaeus,
1800).

Las propiedades emenagogas, antiesterilidad, y oxitécica atribuidas a la ruda,
son algunos de los efectos que mayor interés han originado en varios grupos
de investigacién.

En la obra Historia de las plantas de la Nueva Espana (Hernandez, 1959) relata
que la ruda "mitiga los ardores de las fiebres, fortalece, y es remedio prontisimo y
seguro para picaduras venenosas principalmente de los escorpiones, quita el
ardor de los rifiones, mitiga las inflamaciones de la garganta y los dolores del

pecho".



Cervantes (1790), en su investigacion “Ensayo a la Materia Médica Vegetal
Mexicana”, refiere que la planta es “resolutiva, carminativa, diurética, expelente y
antihelmintica y se usa también en la peste, histéria, epilepsia, cefalalgia y
singulto”.

Otros autores también han mencionado las propiedades de la ruda en el
tratamiento de la amenorrea aténica, clorosis e histerismo; como antihelmintica,
resolutiva, carminativa, y antiespasmodica (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009).

Al igual se ha mencionado por algunos autores la acciéon de la ruda sobre el
utero, en las hemorragias pasivas o cuando dependen de la presencia de los
restos de la placenta o del feto (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

Martinez (1959), en su libro Las Plantas Medicinales de México, describe a la
ruda como “antiartralgica, antiespasmodica, antiparasitaria, antitusigena,
émenagoga. diurética, tratamiento Util en la ciatica, cefalalgias, oxitdcica, util en la
inflamacion del sistema respiratorio, astringente del vientre, analgésica y de
utilidad en  gastroenteritis”. Cabrera (1943), la sefiala como “acaricida,
antiepiléptica, antiespasmaddica, antiparasitaria, oxitdcica, para la amenorrea y la
histeria”.

Murfioz et al, (2001), en estudios realizados en tiras de musculo uterino de
rata y de perra, notificaron un  aumento significativo en la amplitud y duracion
de las contracciones del utero dependiente de la dosis del extracto de ruda. El

efecto fue mas marcado en rata.



Castro et al, (2011), demostraron in vitro, citotoxicidad del aceite esencial de
ruda sobre el desarrollo embrionario de Tetrapygus niger (erizo de mar negro). La
toxicidad se manifesté a concentraciones de 50 y 75 plL, observandose
alteracion en la morfologia de los o6vulos, lisis, y retraso en el desarrollo de los
embriones del erizo de mar.

En una investigacion realizada por Solis et al., (2012), se observd que la
ruda actua sobre la musculatura uterina produciendo fuertes estimulaciones que
dan lugar a hemorragias uterinas. Esto puede provocar el aborto en mujeres
embarazadas.

En un trabajo de investigaciéon presentado por Gonzéles et al., (2007), se
observé que la administraciéon de 10 mg/kg del extracto acuoso liofilizado de las
hojas de R. chalepensis, en ratonas albinas prefiadas, durante el periodo de post-
implantacion, produjo un efecto negativo en el peso del Gtero y en el peso de
los fetos. También se evidenci6é presencia de malformaciones esqueléticas en los
productos.

Pérez (2003), en un estudio sobre las plantas mas utilizadas en distintos
Estados de la Republica Mexicana, encontré que la ruda se usa en ese pais
como abortiva, agente antifertilidad y emenagoga.

Informes sobre el uso de la ruda en Egipto sefialan que el‘ zumo obtenido a
partir de la parte aérea de la planta se aplica en forma de gotas para aliviar el
dolor de oidos. El masticar las hojas de ruda ayuda a aliviar los vértigos, dolores
de cabeza de origen nervioso y palpitaciones. Asimismo las hojas de ruda, se

utilizan en infusién como abortivo, antiinflamatorio y antiespasmaédico. La parte



aérea se emplea como emenagogo, hemostatico, rubefaciente, ténico uterino y por

via tépica, para tratar esguinces y afecciones oculares (Tarek, 2013).
1.2 Planteamiento del problema

La Organizacién Mundial de la Salud define la medicina tradicional como el
conjunto de practicas, enfoques, conocimientos y creencias diversas que
incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o minerales, terapias
espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados ya sea en forma individual

0 en combinacién para mantener el bienestar y la salud.

Segun los datos registrados por la OMS, muchas mujeres en los paises de
Latinoamérica, utilizan la medicina tradicional para cuidar su salud sexual y
reproductiva, como uno de los usos mas frecuentes. Existen diversas plantas
consideradas por la OMS por sus efectos anti fertilidad y otras propiedades a
nivel reproductivo ;an muchos paises. Entre estas se encuentran varias especies

de ruda (OMS, 2013).
1.3 Justificacion

Los agentes reguladores de la fertilidad obtenidos de plantas, han sido de gran
beneficio tanto para nuestros antepasados, como para aquéllas comunidades
alejadas de la civilizacién, en donde los farmacos anticonceptivos estan fuera de
sus posibilidades. Aunque muchas veces estas plantas son Utiles para los
propositos deseados, a veces su uso empirico e indiscriminado puede dar lugar

a efectos secundarios indeseables en la salud de quienes las consumen.



La Ruda (Ruta graveolens), ha sido utilizada para problemas reproductivos de
la mujer desde tiempos ancestrales en muchos lugares del mundo incluyendo
Panama.

En varios paises se han realizado estudios tanto para determinar los efectos
de esta planta como para determinar sus principios activos (Madaleno, 2007).
Varios estudios han demostrado dependencia en la constitucion y calidad de
principios activos que varian de acuerdo del sitio geografico donde crezca la
planta, efectos climaticos, la época y lugar de recoleccion, parte de la planta
recolectada y de la forma de preparacion de los extractos (Osorio, 2009).

En Panamd, aunque esta planta se utiliza para muchos de los propésitos que
se han mencionado previamente, no existen estudios sobre la cuantificacion de
sus principios activos, ni sobre la evaluacion farmacolégica de sus efectos. En
base a estas consideraciones el conocimiento de los metabolitos secundarios y los
principios activos de la Ruta graveolens (ruda), cultivada en Panamay la
caracterizacién de sus efectos es de mucha importancia. Considerando que la
ruda se usa ampliamente a nivel mundial, por sus efectos a nivel reproductivo a
nivel mundial, en este trabajo se investigaran los componentes activos de esta
planta en algunas de las formas de administracion de mayor uso, en este caso
infusién acuosa, el aceite esencial.

La ruda tiene un aroma penetrante, acre, muy particular, que para algunas
personas es considerado desagradable. Sin embargo, segun la tradicion, este
olor estéd relacionado con muchos de sus efectos, entre estos el antibacteriano,
antifungico y otros. Debido a que los aromas se relacionan con la presencia de

aceites esenciales los cuales poseen multiples propiedades farmacolégicas, es



de interés determinar la relacién entre los componentes de estos aceites y los
efectos de las plantas. En la medicina tradicional la ruda se utiliza generalmente
en infusién para uso oral y en preparaciones hidroalcohélicas para uso externo.

Es por ello que uno de los propésitos de este trabajo es el de determinar
algunos de los principios presentes en el aceite esencial y en extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de la Ruta graveolens cultivadas en Panama y ademas
determinar algunos de los efectos sobre procesos reproductivos en ratas Wistar

hembras.
1.4 Objetivos

Los parametros planteados en esta investigacion son los siguientes:

1.4.1 Objetivos generales

Detectar posibles efectos del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) sobre
los procesos reproductivos en ratas hembras e identificar principios activos y
metabolitos secundarios en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de plantas de

ruda cultivadas en Panama.
1.4.2 Objetivos especificos

o Extraer aceite esencial de Rufa graveolens, mediante un sistema de
hidrodestilacién.

e Determinar de forma cualitativa, metabolitos secundarios presentes en los
extractos hidroalcohdlico y acuoso de ruta graveolens, mediante tamizaje

fitoquimico.



e Identificar por Cromatografia de Gases-Masa, los principales componentes
presentes en el aceite esencial de Ruta graveolens.
o Determinar los efectos del aceite esencial de ruda sobre el ciclo estral de la

rata hembra y determinar los efectos sobre el modelo uterotréfico.

1.5 Hipétesis

El aceite esencial de Ruta graveolens (ruda), contiene principios activos que
acttan a nivel de las funciones fisiolégicas reproductivas de ratas Wistar

hembras.
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2.1 Plantas medicinales y medicina reproductiva tradicional

Segun la OMS (2013), la medicina tradicional es todo el “conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de
la salud, asi como para la prevencién, el diagnéstico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas o mentales”.

Dentro de la medicina tradicional la “herbolaria” (uso de plantas con propdsitos
terapéuticos), ha representado desde tiempos inmemoriales un valioso recurso
para la mayoria de las culturas. Ademas de ser basica, en la busqueda y
preservacion de la salud, ha cumplido propésitos espirituales, y magicos. Aunque
los productos farmacéuticos alopaticos, contribuyeron en forma importante a que
el conocimiento y uso empirico de las plantas, fuera durante algin tiempo
relegado en forma considerable de las practicas terapéuticas, en afios recientes,
ese conocimiento tradicional ha cobrado nuevamente gran interés, ya que la
medicina institucional en muchas regiones, diversos organismos internacionales
relacionados con la salud, centros de investigacion y la industria farmacéutica,
invierten esfuerzo y dinero en la busqueda de principios activos novedosos
provenientes de plantas, que puedan servir de base para nuevos medicamentos y
que puedan contribuir a solucionar los diversos problemas de salud que hoy
afectan a la humanidad (OPS, 1999). De particular interés dentro del arsenal de
plantas usadas en la medicina tradicional son aquéllas que se utilizan para tratar
diversos padecimientos de la mujer. Plantas usadas para evitar el embarazo, para

producir abortos, ayudar en las labores de parto y aliviar los dolores durante la
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menstruacion y otros muchos padecimientos femeninos han sido usados
tradicionalmente en todas las culturas. La ruda (Ruta graveolens) (figura 2-1) ha
sido usada para estos y muchos otros propositos terapéuticos a través de los
tiempos y por mdltiples culturas. Aunque es una planta que ha despertado el
interés de algunos grupos de investigacion, la base cientifica de muchos de sus

efectos no ha sido completamente dilucidada.

Figura 2-1. Ruda (Ruta graveolens L.)

La Ruda (Ruta graveolens) es una planta originaria del sur de Europa y del
Mediterraneo oriental, que ha sido introducida y cultivada en diversas partes del
mundo, encontrandose actualmente en huertos y jardines tanto para propoésitos

ornamentales como medicinales (Nevada, 2010).
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2.2 Taxonomia

La ruda (R. graveolens) pertenece a la familia de las Rutaceas. En la tabla 2-1

presentamos la clasificacion taxonémica actual de la ruda seguin Carlos Linneos.

Tabla 2-1. Descripcién botanica de la ruda: Ruta graveolens

Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Sapindales
Rutécea
Rutoideae
Ruta
R. graveolens

Ruta graveolens Linneos

Ruda (Ruta graveolens, Linneo). La clasificacion taxonémica fue realizada
por Carlos Linneo en el afio 1753 en sus primeros taxones Species
Plantarum (Nevada, 2002).

2.3 Descripcion botanica

La ruda (Figura 2.1) es una planta arbustiva, lefiosa en la base, que alcanza
hasta un metro de altura. Su tallo es redondeado, fuerte y erguido, con ramas
superiores herbaceas, lefiosas en la base y cubiertas por una corteza rugosa

(IICA, 2005). Las hojas de la ruda son alternas de color verde, subdivididas con
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segmentos oblongos de 15 mm de largo. Estas contienen glandulas translicidas
donde almacenan el aceite esencial responsable de su olor caracteristico. Las
flores, son de color amarillo, pequeias, agrupadas en ramillete. La flor central
tiene 5 sépalos, mientras que las restantes 4 pétalos y 4 sépalos. Los pétalos son
concavos. Los frutos son capsulas redondeadas los cuales contienen las semillas

que son de color negro (Nevada, 2010).

2.4 Componentes quimicos de la ruda

De la Ruta graveolens, se han aislado mas de 120 compuestos entre los que
se encuentran el aceite esencial, rutina y otros flavonoides como quercetina,
cumarinas, bergapteno, dafnoretina, isoimperatorina, naftoherniarina, psoraleno,
rutamarina, rutarina, escopoletina y umbeliferona, taninos y alcaloides como
arborinina, fagarina, gbraveolina, cocusaginina, rutacridina, 1-hidroxi-3-metoxi-N-
metilacridona, entre otros. En la raiz se han encontrado lignanos como savinina y

helioxantina (Ratheesh, 2009).

2.5 Propiedades de la ruda

A la ruda se le reconocen propiedades para calmar las molestias digestivas,
para provocar la menstruacion, las alergias, las infecciones bacterianas y el
herpes. También posee propiedades antiinflamatorias y antiespasmaédicas,
previene el cancer y protege el higado (Solis, 2012).

A la ruda ‘se le atribuyen ademas propiedades anticonceptivas,
antiinflamatorias, fungicidas, herbicidas, emenagoga y citotéxicas (Ratheesh et al.

2009).
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El extracto acuoso de la raiz y de las partes aéreas de la ruda ha mostrado
propiedades anticonceptivas en rata (Gandhi et al., 1991).

2.6 Generalidades sobre aceites esenciales. Aceite esencial de ruda.

Los aceites esenciales son agentes volatiles, liquidos a temperatura ambiente,
son incoloros o ligeramente amarillos, menos densos que el agua. Su indice de
refraccion es elevado. Son solubles en alcoholes y disolventes orgénicos
habituales como éter o cloroformo y alcohol etilico. Se extraen generalmente
por arrastre de vapor de agua (Guerra, 2012).

Los aceites esenciales contienen una mezcla de componentes volatiles,
hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos junto con otros
compuestos casi siempre oxigenados (alcoholes, esteres, éteres, aldehidos y
compuestos fendlicos), que son los que transmiten a los aceites el olor que los
caracteriza (Saldafa et al., 2012).

Muchos de los aceites esenciales pueden presentar propiedades
antiinflamatorias y anticonceptivas, las cuales estan generalmente relacionadas
con la presencia de flavonoides, terpenos, polifenoles, oligoelementos o
sustancias antioxidantes (Saldana et al., 2012).

Los aceites esenciales se clasifican en terpenoides y no terpenoides. En el
grupo de los no terpenoides se encuentran sustancias alifaticas de cadena corta,
componentes aromaticos, azufrados y nitrogenados.

Los terpenoides contienen wunidades de isopreno, principalmente
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos. Pueden ser alifaticos y ciclicos

aromaticos.
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Segun los grupos funcionales pueden contener alcoholes, fenoles, aldehidos,

cetonas, ésteres, éteres, hidrocarburos (Carrillo 2006).

2.7 Aceite esencial de ruda

El aceite esencial de ruda es de color amarillo, tiene olor fuerte, desagradable,
“Por el frio se fija en cristales regulares, es notable por su solubilidad en agua,
que es mayor que la mayoria de los demas aceites esenciales, se considera como
la parte enérgica de esta planta” (Soubeiran, 1847).

El aceite esencial de ruda tiene propiedades como abortivo, emenagogo
antiespasmaodico, antibacteriano y antiséptico. Es eficaz para las pieles
inflamadas, en eczemas y otros tipos de dermatitis. Posee muiltiples acciones en
el sistema reproductor femenino y es estimulante estomacal (Soubeiran, 1847).

El aceite esencial de ruda, en dosis altas es tdxico, provocando inflamacion
intestinal violenta, inflamacién en lengua y laringe, excitaciéon nerviosa seguida
por fatiga, vértigo, confusién mental, temblor, nefritis, hinchazon uterina, dafio al
higado, dafio intestinal, y finalmente la muerte. En mujeres embarazadas puede
provocar aborto (Asgarpanah, 2012).

Segun Carrillo (2006), los aceites esenciales de ruda (Ruta graveolens), tuya
ajenjo, tanaceto, sabina y enebro, poseen propiedades abortivas que son

inherentes a los componentes terpénicos de tipo carburo o cetdnico.

2.8 Extractos

Un extracto es la concentracidon de una sustancia, obtenida mediante la

separacion de la parte activa de la planta (semillas, flores, tallo, raices y hojas)



16

con el uso de un solvente que puede ser (agua, alcohol, o una mezcla de estos) y

un método de extraccion adecuado.

2.8.1 Extractos Hidroalcohdlicos

Un extracto hidroalcohdlico, consiste en la Separacién de los principios activos
de la planta al ponerla en contacto con un solvente o la mezcla de ellos, capaz de
solubilizar dichos principios. Estos deben pasar de la planta al disolvente de
manera que se obtenga un extracto liquido y un residuo (Nevada, 2010).

Para obtener un extracto hidroaicohdlico se debe tener en cuenta las
caracteristicas de la materia prima vegetal como secado, tamafio de las particulas,
el solvente, la temperatura, agitacion, relacion liquido-liquido y tiempo de contacto
(Pérez, 2009).

La parte de la planta a utilizar sé macera, se coloca dentro de un recipiente de
vidrio, color ambar de boca ancha, se agrega el alcohol y el agua a las
concentraciones deseadas, asegurandose que la materia vegetal quede apenas
cubierta por el solvente. El recipiente se tapa en forma hermética. Se deja en
reposo por unos 8 a 10 dias agitando periédicamente.

Posteriormente se filtra para separar el liquido del bagazo. El extracto se
almacena hasta por 2 afios en un lugar donde no le penetre directamente la luz

(Pérez, 2001).
2.8.2 Infusion

La infusién es el método mas antiguo utilizado por nuestros antepasados para

extraer los principios activos de las hojas, flores, frutos y raices de la materia
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prima vegetal. Habitualmente las infusiones son el resultado de disolver un soluto
en agua. El soluto sera siempre la sustancia que va a ser disuelta en el diluyente

(Tarek, 2013).

2.8.3 Extraccion de aceite esencial

En el proceso de hidrodestilaciéon, la materia prima vegetal se introduce en un
balén de destilacion de vidrio con fondo redondo (hidrodestilador) con agua, de
manera que forme un lecho fijo compactado. Esta materia puede ser introducida en
este bal6n molida, triturada o entera. Conforme la temperatura aumenta, a un
maximo de 100 °C, se forma el vapor que entra en contacto con la materia prima.
Por su volatilidad a medida que se calienta el aceite se va evaporando y es
arrastrado, corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla de vapor
saturado y aceite esencial, fluye por el conducto de salida del hidrodestilador. La
mezcla es enfriada a temperatura ambiente separada posteriormente por un

decantador (Cerpa, 2007).

2.9 Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica o tamizaje fitoquimico, es una de las etapas iniciales
de la investigacion fitoquimica. La misma permite determinar cualitativamente los
principales componentes quimicos presentes en las plantas. Este primer proceso
es orientador para posteriores extracciones y/o fraccionamientos de los extractos
para el aislamiento de los grupos de mayor interés (Palacios, 2008).

La marcha fitoquimica, se basa en la aplicacion de reacciones de color,

turbidez y precipitacion. Este procedimiento permite una evaluacién rapida, con
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reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Por ejemplo, cuando una
planta revela accion sobre el sistema nervioso central durante el tamizaje
farmacol6gico y presencia de alcaloides en el tamizaje fitoquimico, es muy
probable que la accién farmacoldgica pueda estar en la fraccién alcaloidal
(Palacios, 2008). Esto puede dar lugar a procesos de aislamiento y sometimiento

a pruebas mas especificas de estos compuestos (Villacrés et al., 1995).

2.10 Cromatografia

La cromatografia es un proceso fisico que nos permite separar los
componentes de una mezcla en la cual una, es una fase estacionaria y la otra es

una fase mévil. Ala vez se pueden estimar cuantitativamente los componentes.

2.10.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

CG/IE

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, es una
herramienta muy Util para separar, identificar y cuantificar los componentes

volatiles y semivolatiles de mezclas complejas.

Durante las dos ultimas décadas se ha demostrado que uno de los métodos
mas eficientes para el estudio de la composicion de los aceites esenciales es la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas CG-EM (Mérida
2012). Consiste en la separacion de una mezcla de compuestos mediante una
columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los componentes
individuales que son detectados en el espectrometro de masas. Cada uno de

estos componentes se registra en forma de un pico cromatografico y se identifica
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mediante su respectivo espectro de masas. En este proceso, el espectrometro de
masas, actia como detector registrando la corriente i6nica generada en la fuente
ionica. La corriente i6nica generada por todos los iones da lugar a un pico
gaussiano de area proporcional a la concentracién del compuesto detectado. La
corriente idnica generada por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area
proporcional a la concentracion del compuesto detectado. La representacion

grafica constituye el cromatograma (Gutiérrez, 2002).

2.11 Ciclo menstrual

Con el inicio de la pubertad hasta la menopausia los ovarios femeninos van
produciendo hormonas que tienen accion en varios érganos de su cuerpo (figura

2-2), algunas de estas hormonas dan lugar al ciclo menstrual.

S0
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La figura 2-2. Fisiologia Reproductiva. Icarito (2012).
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La menstruacion o ciclo menstrual es el sangrado uterino o periddico de la
mujer. En el periodo femenino ocurren cambios ciclicos que se dan paralelamente
en el ovario como en el Utero, se desarrollan en forma simultinea e
interdependiente. La produccién y control estan dirigidos por el hipotalamo. Las
hormonas que conforman el ciclo menstrual son los estrégenos y la progesterona,
las gonadotrofinas hipofisarias FSH y LH y la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH) del hipotalamo. El ciclo menstrual se puede dividir en dos fases, fase

folicular y fase lutea:

2.11.1 Fase folicular

La fase folicular inicia el primer dia de sangrado uterino y se extiende hasta
el dia anterior al pico sanguineo de la hormona luteinizante (LH). Bajo la
influencia de la FSH (hormona foliculo-estimulante), comienza el desarrollo de
varios foliculos y solamente uno madurara en el curso de 10 - 12 dias de un ciclo
normal de 28 dias. El foliculo que madura y que esta destinado a ovular se llama
foliculo De Graaf, y el proceso de ruptura del foliculo destinado a liberar el évulo
se denomina ovulacién. En esta etapa se producen varios cambios hormonales.
Los estrogenos (principalmente estradiol E2) y la progesterona se encuentran en
concentraciones reducidas; los niveles de FSH son crecientes, mientras que los
niveles de LH son muy reducidos. Los niveles elevados de FSH estimulan el
crecimiento folicular y la secrecion de estrégenos, particularmente estradiol E2. A
partir de los dias 7 y 8, la elevacion de estradiol es muy rapida y alcanza su pico
maximo justo antes de la ovulacion. Los niveles crecientes de estradiol producen

una retro inhibicién de la liberacién de FSH y desencadena un rapido aumento de
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LH. Justo antes de la elevacion abrupta de LH comienza a elevarse la

concentracion en sangre de progesterona (Novalab, 2015).

2.11.2 Fase Luteal

La fase lutea comienza unas horas después de haber sido expulsado el
ovocito del foliculo maduro, mientras las células remanentes de la granulosa y de
la teca sufren una transformacién morfolégica répida que constituird el cuerpo
liteo o amarillo en el ovario. El cuerpo liteo secreta progesterona y una menor
cantidad de estrogenos. Bajo la influencia de ambas hormonas, pero sobre todo
de la progesterona, el endometrio comienza su fase secretora, que es
indispensable en la preparacién del Utero para la implantaciéon en caso de que el
ovocito sea fecundado. La LH es responsable del mantenimiento del cuerpo Iiteo
durante esta etapa del ciclo. Si no hay implantacién, el cuerpo Iiteo degenera en
unos cuantos dias a cuerpo albicans conforme disminuyen las concentraciones
hormonales. Esto lleva a desencadenar una nueva menstruacion al desprenderse
la capa decidual funcional del endometrio. Si ocurre fecundacién e implantacién,
el cuerpo luteo se mantiene y continlia secretando progesterona y estrogenos para

mantener el embarazo, (Roos et al. 2007); (Sanin et al., 2011).

2.12 Ciclo estral de los mamiferos

El ciclo estral es el conjunto de procesos fisioloégicos (Figura 2-3) que se
presentan en algunos mamiferos. Estos se producen en el ovario a intervalos de
tiempo ciclicos como consecuencia de las variaciones en los niveles hormonales.

No obstante a diferencia del ciclo menstrual el ciclo estral se presenta por fases
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periddicas diarias y esté relacionado con caracteristicas propias de cada especie,
(Alcivar, 2011).

En la actividad reproductora de los animales suele presentarse un modelo
ciclico impuesto por diversos factores tanto externos (temperatura, luz, oscuridad
disponibilidad de alimentos, entre otros), como internos (ritmos enddgenos,
cantidad de vitelo a depositar en los ovocitos entre otros). En todos los casos
conocidos, esta actividad reproductora esta regulada, en Ultima instancia, por el
sistema endocrino. En los mamiferos es tipico que el ciclo esté determinado por
una fase conocida como “calor’, “celo” o estro, Gnico en el que la hembra permite
la copulacion (Mendiola, et al., 1993).

El Ciclo estral de la rata se define como el tiempo que transcurre entre un
periodo de celo y el comienzo del siguiente. Su duracion es variable en la especie,
siendo en las hembras de rata y raton de cuatro a cinco dias, (Mendiola, et al.,
1993).

Asi pues la causa fisiolégica basica del ciclo estral estd en la liberacion
periddica de hormonas que determinaran los cambios en el aparato reproductor.
Dado que la hembra de rata "solo recibird al macho durante este periodo, la
ovulacién y la fecundacién estan perfectamente coordinadas.

De acuerdo a Mendiola, et al., (1993), el ciclo estral puede ser dividido en cuatro
fases:

1. Proestro: serie de foliculos ovaricos, aproximadamente 12, crecen

rapidamente aumentando también la secrecion de estrégenos. El Utero se

va engrosando progresivamente. La mucosa vaginal sufre numerosas
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mitosis, apareciendo células epiteliales nucleadas en el Frotis vaginal
(figura 2-3) Duracién aproximada de esta fase, 16 horas.

2. Estro: La secrecion de estrogenos alcanza su nivel maximo inhibiendo la
liberacién de FSH y aumentando la de LH (hormona luteinizante), lo cual
produce la ovulacién. El utero permanece ensanchado. Tras la numerosa
mitosis que sufre la mucosa vaginal, aparecen células epiteliales
degeneradas, con forma poligonal, cornificadas y sin nulcleo o con ndcleo
eosindfilo (figura 2-3). El estro tiene una duracién aproximada de 20 horas.

3. Metaestro: Se forma en el ovario el cuerpo luteo, responsable de la
secrecion de elevados niveles de progesterona, caracteristico de esta fase.
La mucosa vaginal entra en regresion y es invadida por leucocitos, también
se encuentran en el frotis células queratinizadas (figura 2-3). Esta fase dura
mas o menos 10 horas.

4. Diestro: Si no ha habido fecundacién, durante esta fase se produce la
regresion del cuerpo liteo y disminuyen los niveles de estrogenos y
progesterona. Como consecuencia, el Utero se hace pequefio y poco
contractil. La mucosa vaginal es muy delgada y los leucocitos que emigran
a través de ella constituyen la mayoria de las células del frotis vaginal;
también se encuentran algunas células epiteliales nucleadas (figura 2-3).
Duracién de esta fase aproximadamente de 2 dias y medio.

En caso de fecundacién, el ciclo se interrumpe durante el periodo de gestacion,

cuya duracion en la rata es de aproximadamente 21 dias.
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Figura 2-3. Fases del Ciclo Estral de la rata y concentraciones de las principales
hormonas.

Las barras negras sefalan las horas del ciclo en que generalmente ocurren los
picos hormonales. Tomado de Knobil and Neill's Physiology of Reproduction. Neill
J (Ed). Vol. 2. Elsevier. 3 ed.
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2.13 Similitudes y diferencias entre ciclo menstrual y ciclo estral

A) Similitudes
Pico de LH induce la ovulacién

OVARIO UTERO
Fase pre-ovulatoria = folicular = proliferativa
Fase post-ovulatoria =lutea = secretoria

Niveles de estrégeno superiores a los de progesterona en la fase pre-ovulatoria
Niveles de progesterona superiores a los de estrégeno en la fase post-ovulatoria
B) Diferencias

Ciclo menstrual

Fase latea prominente

Cambios ciclicos notables en el endometrio uterino

Menstruacion ciclica

Cambios ciclicos poco notables en el epitelio vaginal

Ciclo estral

Fase lutea atenuada

Cambios uterinos menos evidentes

No hay menstruacion

Cambios prominentes el a morfologia del epitelio vaginal

Rosa de la Cruz, Rosario Pasaro (1998)
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3.1 Area de muestreo

La planta de ruda (Ruta graveolens) (figura 3-1) fue recolectada inicialmente en
la region de San Miguel de Bugaba, Provincia de Chiriqui (Latitud: 8.55 Longitud:
82.7333). Posteriormente fue cultivada en un vivero de la comunidad de San Pablo
Nuevo (Latitud: 8.41667 Longitud: -82.5167). Todo el material vegetal utilizado se

obtuvo en esta plantacion (figura 3-1).

Figura 3-1. Ruda (Ruta Graveolens). Vivero San Pablo Nuevo.

De la materia prima vegetal recolectada, se tom6 una muestra la cual fue
depositada en el Herbario de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la
Universidad Autonoma de Chiriqui (UNACHI), donde se le identifico como Ruta

graveolens Linneos (ruda), del género Ruta de la familia de las Rutéceas.
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3.2 Determinacion de condiciones fisico-quimicas

La determinacion fisico-quimica, consiste en pruebas (humedad, cenizas entre
otras) que se realizan a la materia prima vegetal ya sea pulverizada en trozos o
extractos, y nos permite identificar las sustancias encontradas en dicha materia

vegetal y determinar su concentracion.

3.2.1 Humedad

Para determinar el porcentaje de humedad se pesaron 25 g de hojas de ruda
(Ruta graveolens) en una balanza electrénica (Boeco, Germany, Modelo BBa 51).
El material pesado se desecd en una estufa de aire forzado (Precisién Scientific,
Modelo 625-A), por conveccion horizontal a 105 °C, con un flujo de aire de 4,2 m/s

durante 2 horas. La determinacion se hizo por duplicado.

3.2.2 Determinacion de cenizas

Para la determinacién del porcentaje de cenizas se utilizaron 11 g de hojas de
ruda seca, la cual se distribuyd en crisoles previamente pesados en una
balanza analitica (KERN Mod .AEJ 120-4M). Se introdujo en un horno mufla a 600
°C por 3 horas. Posteriormente se enfriaron los crisoles conteniendo la muestra
hasta temperatura ambiente y se determiné su peso. El peso de las cenizas se
obtuvo por diferencia entre el peso inicial del crisol y el peso final del crisol con la

muestra seca.
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3.3 Extracto hidroalcohodlico de ruda

Las hojas de ruda fueron lavadas con agua destilada para eliminar impurezas.
La extraccion se realiz6é a partir 100 gramos de hojas frescas maceradas en 100
ml de una solucién hidroalcohdlica etanol-agua (70/30v/v).
Se almacené el extracto en un frasco de vidrio color ambar por 11 dias

realizandose agitacion periddica.
3.4 Concentracion del extracto hidroalcohélico de ruta graveolens

El extracto hidroalcohdlico de ruda (figura 3-2) mencionado en 3.3.1 se filtr6 al
vacio. Se obtuvieron como filtrado final 35 ml los cuales se concentraron hasta

volumen final de 10 ml en un rotavapor BUCHI (Suiza) modelo R-3.

Figura 3-2. Concentracién del extracto hidroalcohdlico de ruda
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3.5 Infusién acuosa de hojas de ruda

Se pesaron 10 g de hojas de ruda y se afiadieron 60 ml de agua. Se llevé a
hervor en una plancha caliente (Modelo Kern 572). Se dejé hervir por 1 minuto.
Luego se retiré del fuego, se enfrié a temperatura ambiente. Con este extracto se

realizd posteriormente un tamizaje fitoquimico.

3.6 Extraccion de aceite esencial ruta graveolens

La extraccion del aceite esencial (figura 3-3) se realizd6 mediante el sistema de
destilacion por arrastre de vapor a partir de 450 gramos de hojas frescas de Ruta

graveolens,

. Hidrodestilacion para obtener
aceite esencial de ruda

*Separacion del aceite
esencial de ruda de la
fase acuosa, utilizando
cloroformo.

Aceite esencial de
ruda

Figura 3-3. Esquema de la extraccion hidroalcohélica de ruda.
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en proporciéon 1:1 masa/ volumen. Este procedimiento se realizé6 ocho veces en
igualdad de condiciones.

El aceite esencial obtenido por hidrodestilacién se extrajo con Cloroformo de la
siguiente manera:

En un embudo de decantacién con capacidad de 250 ml se colocaron 25 mi del
hidrodestilado al cual se afiadieron 5 ml de Cloroformo como solvente extractor.
Se agitd6 manualmente y se separ6 la fase organica de la acuosa. Esta operacién
se repitid cinco veces para cada destilado. La fase cloroférmica de las cinco
extracciones se mezcld. Se afadieron aproximadamente 0.5 mg de Sulfato de
Sodio anhidro a la mezcla cloroférmica para eliminar la humedad. Esta mezcla se
llevé a evaporacion a temperatura ambiente en una campana (CFAUT Mex
120). El volumen final recuperado de Aceite Esencial de Ruda a partir de 8

experimentos fue de 1.5 ml.

3.7 Marcha fitoquimica de ruta graveolens

Se identificaron los metabolitos secundarios de Ruta graveolens por las
técnicas convencionales de reacciones de color y precipitacion, a partir del
concentrado del extracto hidroalcohdlico y del extracto acuoso obtenido por

infusion. La identificacion se realizé en base a los siguientes procedimientos:

3.7.1 Alcaloides: En un tubo de ensayo se disolvi6 1 ml del concentrado
hidroalcohdlico de ruda o del extracto acuoso obtenido por infusién en 3 ml de

acido clorhidrico al 10% v/v. Estos se filtraron en papel Whatman No 1.
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Se pasaron tres fracciones de 1 ml del filtrado a diferentes tubos de ensayo,

- Tubo 1: Se le agregd 0.25 ml de Reactivo de Mayer,

- Tubos 2: Se le agregd 0.25 ml de Reactivo de Wagner

- Tubo 3: Se le agregd 0.25 ml de Reactivo de Dragendorff.

La aparicién de turbidez y precipitado en cualquiera de las pruebas es indicativa

de la presencia de alcaloides.

3.7.2 Taninos: Se utilizaron cuatro tubos de ensayo. A uno se adicionaron 0.5
ml del concentrado hidroalcohdlico de ruda a otro 0.5 ml de la infusién de ruda, 1
ml de solucion del reactivo de gelatina-sal. Los otros dos tubos se utilizaron como
testigo, al cual se adiciono unicamente 0.5 ml del reactivo de gelatina-sal.

La aparicion de un precipitado es indicativo de presencia de taninos.

3.7.3 Flavonoides: En dos tubos de ensayo se adicionaron trozos de viruta de
magnesio, 3 gotas de HCL, 1 ml del concentrado hidroalcohdlico de ruda y 1 ml
de la infusién de ruda.

La apariciéon de color rojo es indicativa de presencia de flavonoides.

3.7.4 Terpenos: 0.5 ml del concentrado hidroalcohélico de ruda se mezclé con
1 ml de cloroformo, se dejé deslizar por las paredes del tubo 1 ml de acido
sulfurico. También se realizé para la infusion.
La formacion de color amarillo es indicativa de presencia de terpenos.
Durante la reaccidén una coloracion azul verde durante el progreso de la reaccion

es indicativa de carotenoides.
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3.7.5 Glucésidos: A 3 tubos de ensayo se adiciono 1 ml del concentrado del
extracto hidroalcohdlico de ruda, al cual se le agrego 2 gotas de los reactivos de
Baljet, 2 gotas del reactivo de Grignard y 2 gotas de FeCls, respectivamente. El
mismo procedimiento se realizé con la infusién de ruda.

<La coloracién anaranjada es indicativo de la presencia glucésidos.

3.8 Identificacion de los componentes del aceite esencial mediante

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

La composicion quimica del aceite se determiné en un cromatdgrafo de gases
de la Serie Agilent 6890 con un inyector de tipo “Split Splitless” (relacién de Split
20:1), acoplado con un espectrémetro de masa de la serie Agilent 05973.

La espectrometria se llevé en modo scan de adquisiciéon a 71eV. Se utilizé un
analizador cuadrupolar a 150°C de temperatura; el detector trabajé en un rango de
masas de 33-800 uma. La temperatura de la interfase y de la fuente fueron 280°C
y 230°C respectivamente. Se utilizé una columna capilar HP-5 (Longitud: 30 m,
diametro interno: 0,25mm, f = 0,170mm) EI volumen de inyeccién fue de 2 pL. La
temperatura del horno fue programada: 60°C (2 minutos isotérmicos), seguido de
una rampa de calentamiento hasta 100°C a razén de 4°C. min™', otra desde 10°C
hasta 250°C donde permanecié por 5 minutos isotérmicos. Se utilizé Helio como
gas portador, con un flujo constante de 1. 0 pLmin™. La identificacion de los
compuestos se realiz6 mediante el uso combinado de las bases de datos
automatizadas NBS-NISTASCI y Wiley 275 y el Atlas Registry of Mass Spectra

Data.



34

3.9 Modelo bioldgico utilizado, ratas wistar

Se utilizaron ratas Wistar hembras (3 ratas por grupo) (Figura 3.4) con un peso
entre 180 a 200 g, de aproximadamente 100 dias de edad, las cuales se
mantuvieron en el Bioterio del Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad
Auténoma Chiriqui, bajo condiciones controladas de temperatura (entre 23 y 25
°C), humedad entre 60 y 70 °, en un ciclo luz-oscuridad normal (luz de 7 a.m. a 7

p.m.) agua y alimentacioén (Lab Diet 5010) ad libitum.

Figura 3-4. Rata Wistar.

3.10 Administracion subcutanea del aceite de Ruta graveolens

Los tratamientos se inyectaron por via subcutanea en un pliegue del cuello de
acuerdo al siguiente esquema:
Grupo 1: Control: 0.3 ml con aceite de oliva (vehiculo)

Grupo 2: 75 pl del aceite esencial de Ruda disuelto en 0.3 ml del vehiculo

Grupo 3: 150 pl del aceite esencial de Ruda disuelto en 0.3 ml del vehiculo
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Grupo 4: 300 ul del aceite esencial de Ruda disuelto en 0.3 ml del vehiculo.
Diariamente se registrd la ganancia de peso, y se observaron diferentes

parametros macroscopicos de salud.

3.11 Ensayo uterotréfico y determinacion del ciclo estral

Se utilizaron ratas hembras Wistar, a las cuales se les evalu6 diariamente el
consumo de agua y alimento. Previo al inicio del tratamiento se realizd
seguimiento de por lo menos 4 ciclos estrales a las ratas (figura 3-5) asignadas al
estudio, mediante frotis vaginal con el fin de reconocer los pardametros de
ciclicidad normal de las mismas. Las ratas normales presentan generalmente un

ciclo estral de 4 6 5 dias, en el que pueden ser reconocidas claramente 4 fases.

Figura 3-5. Frotis vaginal.
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El proestro caracterizado por células epiteliales nucleadas; el estro
caracterizado por células escamosas cornificadas de forma irregular el cual es
representativo de una predominancia de hormonas estrogénica en el organismo.
Durante el estro ocurre la ovulacién, la rata presenta receptividad sexual. La
presencia de células cornificadas y nucleadas en el frotis vaginal es considerado
generalmente como indice de estrogenicidad. El metaestro se caracteriza por
presencia de leucocitos y algunas células nucleadas y cornificadas y en el Diestro
1 y Diestro 2 hay predominancia de leucocitos.

Un dia después de finalizado el tratamiento las ratas fueron sacrificadas por
decapitacion posterior a la anestesia por inhalacién de éter. Se diseco el Gtero
registrando su peso humedo y seco (modelo uterotréfico). Se registré ademas el

peso de vagina, y ovarios tanto himedos como secos.
3.13 Analisis estadisticos

La comparacion de los resultados de los diferentes grupos fue realizada
mediante el programa ANOVA de una via a un nivel minimo de significancia
estadistica de p < 0.05. En caso de significancia estadistica positiva los grupos
fueron comparados posteriormente mediante el método Tukey. En todos los

casos se utilizé el Programa GraphPad-Versién 6.01.
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4.1 Determinacion fisico-quimico de las hojas de ruta graveolens

El porcentaje de humedad obtenido a partir de las hojas himedas vy el
porcentaje de cenizas obtenido a partir de hojas secas de Ruta graveolens se

muestran en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1. Analisis fisico-quimico de las hojas de ruda

Porcentaje de Humedad Porcentaje de Cenizas

76.82% + 0.6% 50.97% + 0.3%

4.2. Rendimiento de la extraccion del aceite esencial a partir de hojas de

ruda

La hidrodestilacion de las hojas de R. graveolens dio por resultado un aceite
esencial ligeramente amarillo, con olor caracteristico, cuyo rendimiento fue del
0.04% ml/g

Para obtener el porcentaje de rendimiento se utilizé la siguiente formula:

% de Rendimiento = [(Volumen de aceite esencial x Densidad)/Masa (g)] x 100
(1.5mi x 0.84 /3 600" g) x 100 = 0.04%
* 8 experimentos utilizando 450 g de hojas de ruda himeda.

4.3 Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de ruta graveolens

En la Tabla 4-2 Presentamos los resultados obtenidos al someter extractos
acuosos e hidroalcohdlicos de Ruda a una bateria de pruebas para la evaluacion

cualitativa de metabolitos secundarios de la planta.
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Tabla 4-2. Principales metabolitos secundarios presentes en la Infusion y en el

Extracto hidroalcohdlico de Ruta graveolens.

Reactivos Metabolitos Concentrado del Extracto  Infusion de
secundarios Hidroalcohoélico de ruda hojas de

ruda

Dragendorff Alcaloides
Wagner Alcaloides +++ o
Mayer Alcaloides +++ +++
Prueba con Taninos + -
gelatina

Shinoda Flavonoides + -
Liebermann Triterpenos +++ +
Baljet Glucésidos B i
Grignard Glucésidos +++ -

FeCl; Glucosidos +++ -

g May.or cantidad; ++ Cantidad moderada; + Escasa cantidad; - no hay
presencia.

Como puede observarse tanto en el extracto hidroalcohdlico como en la
infusion acuosa de ruda una alta presencia de alcaloides. Es notoria también la
presencia de triterpenos y de glicésidos en el extracto hidroalcohdlico.
Saponinas, Taninos y glicésidos han sido encontrados en la raiz de ruda

(Hashemi et al., 2011).



4.4 Citologia vaginal y determinacion del ciclo estral

Metaestro: Células epiteliales
y pocos leucos

Proestro: células
nucleadas

Figura 4-1. Fases del ciclo estral. Tomado de Jo&o Lucio dos Santos (2007)
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Como puede observarse en la figura 4.1, el ciclo estral normal de las rata

hembras esta conformado por abundancia de células epiteliales, leucocitos y

células nucleadas.

4.5 Identificacion de los componentes del aceite esencial de ruda

El andlisis del aceite esencial de Ruda mediante GC-EM permitié

identificacion de 12 compuestos los cuales se muestran en la Tabla 4.3.

la
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Tabla 4-3. Componentes del aceite esencial de Ruda obtenido por

hidrodestilacion. Mediante analisis GC/MS.

COMPUESTOS PRESENTES ENEL | ait i 0 0% | |
ACEITE ESENCIAL DE RUTA (TR) MUESTRA
GRAVEOLENS (min)

2 — nonanona 12.25 3.30
2- Nonanal 12.53 0.26
2 —decanona 15.44 0.35
2 —undecanona 18.42 12.46
2-metoxy-4-(2-propenyl)fenol 20.16 1.59
2 — dodecanona 20.40 1.74
2 - Tridecanona 22.76 1.80
3,4-metilendioxibencilacetona 26.12 3.77
2-feniletilisobutanoato 27.83 9.40
1,6-anhydro-4-(3,4-methylendioxane) 30.44 18.13
1-(1,3-dimetil-3-butenil)benceno 35.25 17.53
Isomaturnin 37.74 10.41

Como puede observarse en la Tabla 4.3 los componentes que se encontraron
en mayor proporcién en el aceite esencial de Ruta graveolens cultivada en la
Provincia de Chiriqui, Republica de Panama, fueron: 1,6-anhydro-4-(3,4-
methylendioxane) (18.13 %), 1-(1,3-dimetil-3-butenil) benceno (17.53 %), 2 -
undecanona (12.46%), isomaturnin (10.41%), 2-feniletilisobutanoato (9.40 %).



42

En menor proporcién se obtuvieron otros componentes ceténicos y aldehidos.
Algunos de los componentes presentes en el aceite esencial en la planta en
estudio son similares a los encontrados en otras latitudes geograficos. Sin
embargo se observan diferencias en cuanto al niumero y proporcion de los
mismos.

Las plantas originarias de Egipto Sayed et al., (2000) reportan como principales
componentes 2- nonanal, 2-nonanona, 2-undecanona. De Feo (2002) reporta un
46.8 % de undecan-2-ona y 18.8 % de nonan-2-ona. En aceites esenciales
procedentes de Irdn se encontré 2, undecanona (33 %), y 2, heptanol acetato
como componentes principales (Soleimani et al, 2009).

Las divergencias en cuanto a identidad y proporcién de constituyentes se ha
relacionado con factores climaticos, geograficos, tiempo y procedimientos de
coleccién, procedimiento de extraccion entre otras (Rojas et al., 2011), (Rustaiyan

et al, 2002), (Fakhfast et al, 2012).
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4.6 Resultados de la administracion del aceite esencial de ruda sobre

parametros reproductivos de la rata hembra

En las graficas 4.1

a la grafica 4.4 se muestran los resultados obtenidos

después de administrar el aceite esencial de ruda a ratas hembras juveniles.

4.6.1 Efecto del Aceite Esencial de Ruda sobre el peso del Gtero
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Grafica 4-1. Media + D.S del peso del Utero de ratas Wistar hembras jovenes
tratadas subcutaneamente con el aceite esencial de ruda. Diferencias estadisticas
*p=< 0.05, **p 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs grupo control tratado con aceite
de oliva. A: Peso absoluto humedo; B: Peso Utero normalizado por el peso
corporal; C: Peso del utero seco, D: Peso Utero seco normalizado por el peso
corporal.
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4.6.2 Efecto del Aceite Esencial de Ruda sobre el peso de los ovarios

después de administracion subcutanea a Ratas Wistar Joévenes
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Grafica 4-2. Media £+ D.S del peso de los ovarios de ratas Wistar hembras
jovenes tratadas subcutaneamente con el aceite esencial de ruda. Diferencias
estadisticamente significativas: *p< 0.05, **p 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs
grupo control tratado con aceite de oliva. A: Peso humedo y seco del ovario
izquierdo; B: Peso del ovario izquierdo normalizado por el peso corporal; C: Peso
humedo y seco del ovario derecho; D: Peso del ovario derecho normalizado por
el peso corporal.
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4.6.3 Efecto del Aceite Esencial de Ruda sobre el peso de la vagina

después de administracién subcutanea a Ratas Wistar Jovenes.
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Grafica4-3. Media + D.S del peso de la vagina de ratas Wistar hembras
jovenes tratadas subcutaneamente con el aceite esencial de ruda. Diferencias
estadisticamente significativas: *p= 0.05, **p 0.01, ***p < 0.001, vs grupo control
tratado con aceite de oliva.
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4.7 Porcentaje de células en el frotis vaginal de ratas wistar hembras

tratadas subcutaneamente con aceite esencial de ruda.

% de Células en el Frotis vaginal

Dosis Aceite Esencial de Ruda

Grafica 4-4. Cada barra representa la media + DE del porcentaje de células
observadas en el frotis vaginal de tres ratas por tratamiento observadas durante

cuatro ciclos (25 dias aproximadamente).

El modelo uterotréfico es aceptado como uno de los mas sensibles para

evaluar la presencia de sustancias estrogénicas (Reel et al, 1996).
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Los resultados mostrados en las graficas 4.1-A-B-C-D claramente demuestran
un efecto uterotréfico positivo. Esto es un aumento en los pesos del Utero
dependientes de la dosis del aceite esencial de ruda. Este aumento fue
significativo tanto en el peso de los érganos humedos como en el peso de los
6rganos secos. Con el fin de ponderar posibles errores relacionados con
diferencias en peso corporal se normalizaron los pesos de los 6rganos en estudio
en base al peso corporal de los animales. Estos resultados se muestran en las
graficas 4B y 4D, que como puede observarse demuestran un aumento
ligeramente significativo en el peso del utero en animales tratados con 75 pL del
aceite esencial, efecto que es altamente significativo a las dosis de 100 y 300 pL.

Los efectos estrogénico mostrados por el aceite esencial de ruda se
corroboraron con la respuesta vaginotréfica que se observan en las gréaficas 4.3-
A, B, C, y D, y con un aumento significativo en el peso de los ovarios, resultados
que se muestran en las graficas 4.2 A, B, C y D. Esta respuesta también es
dependiente de estrégenos por lo que este modelo también estd considerado
dentro de los altamente sensibles para medir respuestas estrogénicas (Reel et al,
1996).

La evaluacion de alteraciones en los patrones ciclicos del estro en la rata es
otro parametro altamente sensible para evaluar sustancias que alteran el ciclo
hormonal. De alli que el monitoreo del ciclo estral mediante la observacién del
frotis vaginal es un modelo ampliamente aceptado para evaluar sustancias con
potencial estrogénico (Reel et al, 1996). La presencia de xenoestrogenos se
manifiesta generalmente con mayor proporcion de células nucleadas vy

cornificadas y disminucién en el porcentaje de leucocitos.
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La grafica 4.4. muestra los efectos de la administracion de dosis crecientes de
aceite esencial de Ruda por via subcutanea sobre el ciclo estral y sobre el
porcentaje de células nucleadas, cornificadas y leucocitos en el frotis vaginal.
Durante el tratamiento los animales pasaron de un patrdon ciclico antes del
tratamiento a completa aciclicidad, con marcada presencia de células cornificadas
y nucleadas en el frotis y prevalencia de las etapas de estro y metaestro, cambios
que fueron dependientes de la dosis del aceite administrada. La estimacion del
porcentaje de células en el frotis se presenta en la Gréafica 4.4. Como puede
observarse en los animales controles los tres tipos de células permanecen en
equilibrio con un ligero predominio de leucocitos. El aumento de la dosis se
correlaciona con una disminucién significativa en el porcentaje de leucocitos vy
un aumento significativo dependiente de dosis de las células nucleadas vy
cornificadas con respecto al control. Estos efectos podrian estar relacionados
con sustancias estrogénicas presentes en el aceite esencial. Aunque en el
aceite esencial no hubo gran presencia de compuestos terpenoides, y flavonoides
estos fueron abundantes tanto en los extractos acuosos como en los
hidroalcohdlicos. En el aceite esencial se presentaron compuestos aromaticos
fendlicos que pueden ser responsables del efecto estrogénico. La actividad
estrogenica reportada en estos resultados puede explicar los efectos emenagogo,
antifertilidad y abortivo que se le atribuyen a la Ruta graveolens.

La interrupciéon de las alternancias de la fase folicular estrogénica y luteal
(progestagénica), por una influencia de xenoestrégenos puede inhibir la secrecion
de hormona luteinizante y consecuentemente inhibir la ovulaciéon. Igualmente si

se inhibe la alternancia de la fase folicular hacia la fase luteal puede inhibirse la
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implantacién del blastocito. Este efecto antiimplantatorio puede contribuir también
al efecto antifertilidad. Es conocido ademas que la contribucién estrogénica en la
Ultima etapa del embarazo es basica. Aunque no esta totalmente dilucidado el
papel de los estrogenos estos estimulan cambios en el Utero y en las membranas
fetales necesarias para la labor y el parto. Los estrégenos se han relacionado
ademas con cambios en la excitabilidad del miometrio y con el aumento de su
sensibilidad a agentes uteroténicos y a la oxitocina (Messiano, 2001). Uno de los
efectos atribuidos a la Ruda desde tiempos inmemoriales es el de abortivo y
oxitoxico. Considerando los efectos fisiolégicos de los estrégenos en el parto y en
el utero embarazado, este efecto de laruda podria también estar parcialmente

relacionado con un aumento significativo de sustancias estrogénicas.
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4.8 Ganancia de peso en ratas wistar hembras tratadas subcutaneamente
con el aceite esencial de ruda.

40-
-¢- Control

& 75 1l Aceite de Ruda

-+ 150 pl Aceite de Ruda
¥ 300 pl Aceite de Ruda

Ganancia de peso (%)

Dias de tratamiento con Aceite Esencial de Ruda

Grafica 4-5. Ganancia de peso en ratas tratadas subcutdaneamente con aceite
esencial de Ruta graveolens.

Cada punto representa la media + de la determinacion diaria del peso de tres

animales por cada tratamiento. El peso del primer dia de tratamiento se tomo

como porcentaje de referencia (0%).

No se observaron efectos macroscépicos indeseables en la salud de los
animales tratados con el aceite esencial de ruda. Sin embargo, como se observa

en la Grafica 4.5, el aceite esencial de ruda indujo un aumento significativo en el
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peso corporal, el cual fue dependiente de dosis. Este efecto ha sido observado
previamente en machos tratados con extractos acuosos de la planta administrados
por via intragastrica ((Azar-Khouri & El-Awaki, 2005). Esto puede ser un efecto
directo sobre aumento en el consumo de alimento, o efecto del aumento en
estrogenos circulantes, sin embargo se necesitan posteriores experimentos para

dilucidar los posibles mecanismos involucrados en este efecto.
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5.1 CONCLUSIONES

El Aceite esencial de la Ruta graveolens cultivada en Chiriqui, Republica de
Panamé posee principios activos que se han encontrado también en plantas de
la misma especie originarias de otras regiones, sin embargo existen diferencias en

cuanto a la identidad, proporcién y composicién de los principios activos.

Es de considerar que dos de los principios que estan presentes en casi todas
las plantas estudiadas, también estan presentes en alta proporcién en la ruda
nativa de Chiriqui, Uno de ellos es la 2-undecanona (12.46% ) y el otro es la 2-

nonanona ( 3.30% ).

Un aspecto importante que puede considerarse caracteristico de la planta
nativa de Chiriqui es la presencia de 1,6-anhydro-4-(3,4-methylendioxane, que
constituye el principal componente (18.13%), el 1-(1,3-dimetil-3-butenil) benceno
(17.53%) y un compuesto aromatico el isomaturnin (10.41%). Este ultimo fue
notificado por primera vez en plantas originarias de Iran pero también se ha
encontrado en plantas originarias de Brasil y como constituyente también del

propdleos procedente de varias regiones geograficas.

El aceite esencial de ruda mostré un significativo efecto uterotréfico, y
vaginotrépico dépendiente de dosis, lo que indica que posee algun componente
que influye en forma agonista con la actividad hormonal relacionada con los

receptores de estrégenos.
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El efecto estrogénico de la ruda es confirmado por la alteracién en el ciclo
estral de la rata con alto predominio de células cornificadas y nucleadas en el frotis

vaginal.

El potencial estrogénico observado puede explicar los efectos abortivos, de
antifertiidad, emenagogos y oxitécicos que se le atribuyen a la Ruta graveolens

en la medicina tradicional.

5.2 RECOMENDACIONES

En este estudio se demuestra por primera vez los mecanismos de accién
involucrados en los efectos reproductivos de la Ruta graveolens originaria de
Chiriqui Panama, y una correlacion directa de estos efectos con la dosis del
aceite esencial. Este estudio sin embargo abre el campo para posteriores estudios
de esta planta en los que se han aislado los principios activos y se establezca una

correlacion directa con los efectos especificos.
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ANEXO

Proceso de extraccion hidroalcoholica de hojas de ruda

LA RUDA PLANTA MEDICINAL
Maximino Fdez. Sendin 2011
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Frasco utilizado para el extracto
Hidroalcohélico de ruda

Concentraciéon del extracto
Hidroalcoholico de ruda En
rotavapor marca wucchi

10 mL de extracto
hidroalcoholico de ruda

[ AT e

Tamizaje Fitoquimico



Proceso de extraccion del aceite esencial de ruda

Cloroformo reactivo utilizado Separacion del aceite
para separar el aceite esencial esencial de ruda
de ruda

1.5 mL de aceite esencial de ruda
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Modelo biolégico utilizado, ratas wistar

Rata wistar

Control de peso de las ratas

Balanza electrénica utilizada para
En experimento pesar las ratas (Boeco, Germany,
Modelo BBa 51
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Control del ciclo estral de las ratas en tratamiento con aceite esencial de
ruda, mediante frotis vaginal

Frotis vaginal de las Muestra de exudado vaginal
ratas en control de las ratas en tratamiento
con aceite esencial de ruda

Analisis del exudado vaginal de las ratas tratadas con aceite esencial de
ruda
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Células del ciclo estral normal

Diestro (células leucocitos) Metaestro (células nucleadas,
Cornificadas y leucos)
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Ciclo estral durante el tratamiento

Ejemplos de Células Proestro y Estro durante el tratamiento con aceite
esencial de ruda.Tomado Citologia del ciclo estral. Practica de laboratorio de
Biologia de Animales Ill. Tanya Gonzalez Martinez (2009).
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Tomado de: Citologia del ciclo estral Practica de laboratorio de Biologia de
Animales lll. Tanya Gonzalez Martinez (2009).
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Terpeno Isomaturnin es uno de los compuestos mayoritario encontrado en el
aceite esencial de ruda

OMe
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Estructura quimica del Terpeno Isomaturnin encontrado en alto porcentaje
(10.41%),
En el aceite esencial de ruda, mediante el método de CG/EM



