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Resumen

La administracion de 17-B estradiol (E2) via subcutanea desencadena una serie de
conocidas respuestas estrogénicas a nivel uterino, clasificadas como tempranas y tardias.
Estas respuestas también han sido observadas tras la administracion de ciertos
compuestos polifendlicos, conocidos como fitoestrogenos (FE), los cuales pueden actuar
como agonistas, antagonistas o moduladores selectivos de receptores estrogénicos. Los
FE se encuentran en grandes cantidades en especies vegetales como Glicine max (poroto
de soja) y trébol rojo.

Por otra parte, muchas especies vegetales de nuestro pais han sido usadas
durante siglos por los pueblos originarios de Chile con propésitos medicinales. Por lo
anterior, el andlisis de estas plantas y de sus componentes, es una estrategia atractiva en
la busqueda de nuevos principios activos.

Una planta del sur de nuestro pais fue seleccionada debido a los antecedentes de
su uso folklérico en la interrupcién del embarazo o como reguladora del ciclo menstrual
(emenagogo), siendo ambos efectos estrogénicos alcanzados a diferentes dosis. Se
obtuvo un extracto etandlico de esta planta y cuatro fracciones utilizando solventes de
distintas polaridades. Una de esas fracciones fue escogida debido a su gran actividad en
estudios preliminares y se designé como la fraccién polar 185a4.

La fraccion 185a4 fue usada para llevar a cabo varios estudios in vivo en utero de
rata pre-puber, en los cuales se evaluaron respuestas estrogénicas tempranas, tales
como edema y eosinofilia. Se dispuso cuatro grupos de ratas (n=20) de 21 dias de edad,
que recibieron uno de los siguientes tratamientos via sc.: 1.- vehiculo (control negativo);
2.- estradiol 300 ug/k de peso (control positivo); 3.- fraccion 185a4; 4.- fraccion 185a4
seguido una hora mas tarde de E2; Se analizaron las respuestas a 6 y 24 horas post
tratamiento.

A 24 horas de administrada la fraccion, se observo la presencia de edema y
eosinofilia en el tejido uterino. Ademas, se observo un efecto antagonista en ambas
respuestas a las 6 h. y sinergia en la respuesta edematosa a las 24 h. post administracion
del tratamiento combinado.

También se evaluaron respuestas estrogénicas tardias, tales como mitosis e
hipertrofia celular. No se observé hipertrofia como efecto de la fraccion, pero se evidencid
un significativo aumento de las mitosis en ambos tiempos, siendo la respuesta mitética a

24 h. significativamente menor a la inducida por E2. No se observaron efectos

vii



antagonicos sobre ambas respuestas a 6 ni a 24 h tras la administracion del tratamiento
combinado.

Adicionalmente se realiz6 la caracterizacion quimica del extracto 185a. De acuerdo
con nuestros resultados, la presencia de FE incluyendo genisteina, daidzeina, biochanina
A y formononetina fue descartada; Por el contrario, la presencia de kaempferol y
apigenina fue confirmada. Finalmente, se realizdé un test toxicologico en ratas adultas
usando una dosis oral aguda de 5g/kg de peso corporal de rata. Durante el periodo de
observacion (14 dias) posterior a la administracion del extracto no se identificaron signos
de toxicidad como pérdida de peso corporal, diarrea, irritacion de las mucosas o
hemorragias. Los andlisis histopatolégicos de higado, rifion y cerebro confirmaron que el
extracto de la planta no presenta efectos toxicos a las dosis ensayadas.

Dado lo anterior, podemos inferir que el extracto 185a4 posee actividad
estrogénica, la que se expresa a través de las respuestas antes descritas para E2 y que

su dosis toxica en ratas es superior a 5g/kg de peso corporal.
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ABSTRACT

ESTROGENIC ACTIVITY EVALUATION OF AN ENDEMIC MEDICINAL PLANT
EXTRACT IN PRE-PUBERAL RAT UTERUS AND ITS ACUTE ORAL TOXICITY IN
ADULT RATS.

The administration of 17-B estradiol (E2) subcutaneously triggers a series of well
known estrogenic responses both early and late in the uterus. Such responses have also
been observed after administration of certain polyphenolic compounds known as
phytoestrogens (PE), which can act as agonists, antagonists or as selective estrogen
receptor modulators (SERMS). PE are founded in large quantities in plant products such
as Glycine max (soybean) and red clover. Due to the above, the analysis of plant species
from our country, many of which have been used for centuries for medicinal purposes by
native people of Chile, is an attractive strategy to search new drugs.

A plant from the south of our country was selected because of the history of its folk
use to induce abortion or as menstrual cycle regulator (emmenagogue), being both effects
attributed to estrogen at different doses. An ethanolic plant extract was obtained and
furthermore, four fractions with different solvent polarities were obtained. One of these
fractions was chosen because of its greater activity in preliminary studies and was labeled
as the polar fraction 185a4.

Fraction 185a4 was used to perform several in vivo studies in pre-puberal rat
uterus, where early estrogenic responses, like eosinophilia and edema were evaluated:

Twenty rats 21 years old were randomly assigned to one of the four treatment
groups:

1.- Vehicle (negative control); 2.-E2 (300 ug/k) positive control); 3.- 185a4 fraction; 4.-
185a4 fraction and one hour after, E2; All treatments were administered sc. Responses
were evaluated at 6 and 24 hours after treatment administration.

A significant eosinophilia and edema were observed only at 24 hours after fraction
administration. An antagonic effect in both responses at 6 hours and a synergic response
only for edema at 24 hours were detected after combined treatment administration.

Late estrogenic responses were also evaluated, like uterine mitosis and cell
hypertrophy. No effect of the fraction over cell hypertrophy but a significant mitotic effect
were observed at both times, being the mitotic response at 24 hours lower than E2
induced. No antagonic effects over both responses were observed at 6 or 24 hours after

combined treatment administration.



Further, a chemical characterization of the 185a extract was performed. According
to our results, the presence of PE including genistein, daidzein, biochanin A and
formononetine was discarded; by contrary, the presence of kaempferol and apigenin was
confirmed.

Finally, a toxicity test in adult rats was carried out using a 5g/kg of body weight as
acute oral dose. No toxicity signs such as loose of body weight, diarrhea, mucose irritation
or bleeding were detected during the observation period (14 days) after extract
administration. Histopathological analysis of liver, kidney and brain confirmed that plant
extract has no toxic effect at the assayed dose.

We concluded that fraction 185a4 exert estrogenic activity in pre-puberal rat uterus
such as eosinophilia, edema and induces uterine mitose, all responses atributed to E2 and

the extract is not toxic at dose of 5 g/kg body weight of rats.



I. INTRODUCCION

En nuestro pais encontramos una gran variedad de especies vegetales
endémicas que son utilizadas por nuestras etnias originarias con fines curativos. Es por
eso nuestro interés acerca del uso de muchas de estas especies para tratar o prevenir
enfermedades que involucren respuestas estrogénicas (generalmente ginecologicas).
Es conocida la existencia de especies ricas en fitoestrégenos (FE) como la soja vy el
trébol rojo, las que ya estan siendo estudiadas para ser empleadas en la prevencion de
algunas enfermedades asociadas al déficit hormonal secundario al climaterio como son
la osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de céancer y en el
control de sintomas tipicos del climaterio [1].

Las primeras evidencias del uso de extractos de plantas que exhibian actividad
estrogénica datan del afio 1926 [2], pero es en la década de los cuarenta donde toman
gran importancia biolégica y econdémica debido a la conocida “clover disease™
(enfermedad del trébol) la que quedd6 en evidencia al observar los trastornos en la
fertilidad de ovejas que se alimentaban de pastos ricos en trébol subterraneo (con alto

contenido en FE) al oeste de Australia [3].

Diversos estudios epidemiolégicos han aportado datos concluyentes sobre los
factores etiolégicos de las enfermedades, ya que es ampliamente aceptado y
respaldado también por estudios de casos-control, que gran parte de las enfermedades
en paises desarrollados estan relacionadas con la dieta [4]. Otros estudios sugieren
gue el consumo de altas cantidades de alimentos ricos en FE esta fuertemente
relacionado con el bajo riesgo de sufrir alguna de las llamadas " “enfermedades
occidentales™, tales como el cancer de préstata y de mamas, osteoporosis y

enfermedades cardiovasculares [5].



Estrégenos endbégenos

Los estrogenos circulantes mas abundantes en el cuerpo humano son el
estradiol, la estrona y estriol. Estos compuestos tienen una estructura esteroidal (Fig.
1) lo que les permite interactuar con receptores estrogénicos (RE), desencadenando
una serie de respuestas fisioldégicas de gran importancia en los mamiferos superiores.
Esto se hace evidente desde el inicio de la pubertad femenina donde no sélo son
secretados por la glandula suprarrenal sino también por los ovarios, luego de ser
estimulados por la hormona foliculo estimulante. El alza en los niveles séricos
principalmente de 17-B estradiol (E2) posibilita que por ejemplo, la vagina, el Gtero y las
trompas uterinas alcancen su maximo desarrollo y funcionalidad, estimulando ademas,
el crecimiento de los conductos en la mama, la fase de crecimiento acelerado y el
cierre de las epifisis de los huesos largos [6]. Los estrogenos estan también
involucrados en el mantenimiento de la estructura normal de la piel y de los vasos
sanguineos e influyen en el metabolismo del calcio, disminuyendo el indice de
resorcion de huesos al antagonizar el efecto de la hormona paratiroidea. Otra de sus
acciones se refleja en la modificacion del perfil lipidico, aumentando las lipoproteinas
de alta densidad (HDL), con una discreta reduccién en las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) cuya consecuencia es una disminucion en los valores de colesterol

plasmaético [7-8].
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CHg OH {
[ o .
HO

HO

17-B-estradiol Estriol Estrona

Figura 1. Estrogenos enddgenos.




Climaterio

Hacia los 50 afios de vida, en la mujer comienza a evidenciarse un descenso en
los niveles plasmaticos de estrégenos. Esta etapa se denomina climaterio y comprende
el periodo entre la madurez sexual y la senectud, en el que desaparece la funcién
reproductiva y se producen variaciones hormonales que conllevan cambios en el

aparato genital y en la esfera social, psiquica y sexual. El climaterio abarca 3 periodos:

Premenopausia: Comprende desde el inicio de los sintomas climatéricos hasta la
menopausia.

Menopausia: Es la Ultima menstruacién. Su diagndstico es retrospectivo y se realiza
después de 12 meses de amenorrea continua.

Postmenopausia: Periodo entre 5 y 10 afios subsiguientes a la ocurrencia de la

menopausia [9].

Debido a lo anterior el estrégeno predominante pasa a ser la estrona, mucho
menos potente que el estradiol [10]. Esta deficiencia de estr6genos sera la causante de
la sintomatologia climatérica. Estos sintomas pueden manifestarse a corto o largo
plazo y con distintas intensidades. Entre los sintomas a corto plazo se encuentran los
sofocos (bochornos), trastornos del suefio, disfuncion sexual, incontinencia urinaria,

infecciones del tracto urinario y cambios en el tejido conectivo [9, 11].

Complicaciones del climaterio

Osteoporosis

Una de las consecuencias a largo plazo de la reduccion en los niveles de
estrégenos es el desarrollo de osteoporosis y fracturas de hueso patolégico. Alrededor
de los 50 afios junto con la menopausia y el hipoestrogenismo aumenta el
remodelamiento 6seo y la pérdida de masa supera a la velocidad de formacién [1]. El
tipo de fractura mas frecuente es el aplastamiento vertebral, representando el 50% del
total de las fracturas. Estas fracturas son las responsables de la disminucion de

estatura, dolores crénicos de espalda e hipercifosis dorsal [9].



Enfermedad cardiovascular (ECV)

Esta es la principal causa de muerte en mujeres postmenopausicas [11]. Dentro
de los factores de riesgo de ECV estan la dislipidemia, hipertension arterial y obesidad
centripeta [1]. Los niveles de HDL disminuyen y los LDL aumentan en mujeres que
experimentan una menopausia en comparacion con mujeres pre-menopausicas, por lo

gque las mujeres postmenopdausicas presentan un mayor riesgo cardiovascular [9].

Biosintesis de estrégenos

El precursor de la sintesis de estrégenos es el colesterol, que es obtenido
desde la dieta o bien, sintetizado endogenamente. El paso limitante del proceso es la
conversion del colesterol a pregnenolona por la enzima que rompe la cadena lateral del
colesterol (CYP450ssc). La pregnenolona se oxida e isomeriza después a
progesterona, y ésta se transforma a androstenediona a través de la 17a-hidroxi-17,20-
liasa. Tanto el estradiol como la estrona se sintetizan a partir de precursores
androgénicos, proceso catalizado por el complejo enzimatico CYP450 aromatasa. Este
complejo cataliza la secuencia de hidroxilacion y oxidacion del grupo metilo en posicion
19, la creacion de un doble enlace 1-2, la descarboxilacion en la posicion 19 y la
formacion de un anillo bencénico caracteristico de los estrégenos. Finalmente la
enzima aromatasa biotransforma la androstenediona a estrona y/o la testosterona a
estradiol (Fig. 2) [6, 12].



Colesterol

P450ssC

Pregnenolona 3B-DH

P450c17 \&“Eisomerasa

17-H pregnenolona 3p.DH Progesterona

17,20-liasa Zisomerasa Pa50c17

Dihidroepiandrosterona 17-OH progesterona

(DHEA) 3B-DH
17-cetoreductasa A isomerasa 17.20-liasa

Androstenediol Androstenediona

Aromatasa
3B-DH 17-cetoreductasa
~fisomerasa Estrona

Testosterona 17-cetoreductasa

lﬁu-reduc‘tasa

Estradiol

Dihidrotestosterona

Figura 2. Biosintesis de hormonas esteroidales.

Potencia de los estr6genos enddgenos

Los estrogenos enddgenos producidos durante la vida fértil son tres. En la
mujer pre-menopausica el 17p-estradiol (estradiol) es el producido en mayor cantidad,
también es el mas potente debido en parte a su alta afinidad por los RE. Ordenandolos
segun su potencia le sigue la estrona, metabolito del E2. La estrona (E1) es producida
a través de la conversion de la androstenediona en el tejido adiposo. El tercer
estrogeno enddgeno es el estriol (E3), también metabolito del estradiol, y menos
potente que los dos anteriores. El estriol es el principal estrégeno producido por la
placenta durante el embarazo. En mujeres no gestantes, se encuentra en cantidades

mucho menores que el estradiol y la estrona [13].

Efecto primer paso

El E2 administrado por via oral es rapidamente metabolizado a E1 antes de
alcanzar la circulacion sistémica, tanto en el estbmago como en el higado. A nivel
hepatico, el efecto de primer paso trae como consecuencia la disminucion del E2

disponible en la circulacion sistémica [13].



Biotransformacion

Las vias de metabolizacién de los estrogenos son similares en las mujeres pre y
posmenopausicas. La primera via es la oxidacion hacia la produccién de
hidroxiderivados (formacion de compuestos inactivos e hidrosolubles), principal camino
de metabolizacion. El hidroxilo puede ser ubicado en la posicion 2, 4, o 16, siendo
responsable de este proceso el complejo enzimatico citocromo P450. Los metabolitos
hidroxilados seran: 2-hidroxi-estradiol, 2-hidroxi-estrona, 4-hidroxi-estradiol, 4-hidroxi-
estrona, l16-alfa-hidroxi-estradiol y 16-alfa-hidroxi-estrona. Estos metabolitos son
excretados por la orina. Finalmente, estos hidroxiderivados son metilados y conjugados
a glucuronidos o sulfoconjugados, por accion de la enzima UDPGT (Uridina difosfato
glucoroniltransferasa) y sulfotransferasa. Parte de estos metabolitos tienen circulacion
entero-hepatica. La metabolizacién predominante en sujetos normales es hacia los 2
hidroxiderivados, siendo la metabolizacién hacia los 16 hidroxi-derivados no mayor a
10% [12].

La segunda via es la conversion del estradiol hacia estrona o estriol,
compuestos biol6gicamente activos, pero con potencias al menos diez veces menor

que el estradiol [13].

Circulacién entero-hepética

Los estrogenos son conjugados por la UDPGT a nivel hepético, lo que los
convierte en compuestos mas hidrosolubles. Dependiendo de las modificaciones a las
gue sean sometidos pueden llegar a ser estructuralmente muy similares a los acidos
biliares, los que luego son excretados hacia el intestino a través de la via biliar. En el
intestino, la flora bacteriana normal desconjuga los estrogenos, haciéndolos
nuevamente liposolubles. Estas formas liposolubles vuelven a tener actividad biolégica
y son reabsorbidos via circulacién entero-hepatica, regresando de este modo a la

circulacion como un metabolito activo [13].



Receptor estrogénico
El primer receptor estrogénico descrito, llamado en un comienzo RE y mas
tarde receptor estrogénico a (REa), fue caracterizado por el equipo de Jensen y
DeSombre en el afio 1973 [14]. Un segundo receptor estrogénico, el receptor
estrogénico B (RE), fue descubierto en el afio 1996 por Kuiper y cols. [15].
Aunque son altamente homologables, el REa presenta diferencias tanto en el dominio
de activacion transcripcional como en su distribucion en los diferentes tejidos con
respecto al REB, lo que sugiere diferencias funcionales entre ambos. Como la
caracterizacién funcional de ambos RE aln continua, es aceptado que las distintas
funciones de E2 podrian ser atribuidas a la combinacién de efectos del REa y el RES.
Sin embargo, también existen reportes que describen propiedades de unidn
estrogénica y efectos celulares y fisioldgicos del E2 que no fueron explicados

completamente por la activacién transcripcional mediada por los REs [16].

Estructura RE

En las cercanias del dominio N-terminal, se halla una region del peptido que
tiene la cardcteristica de ser intensamente inmunogénica. A ésta le sigue una region
central que contiene unos 65 aminoacidos (aa) y se denomina DBD (del inglés DNA-
binding domain); esta region interactia con el ADN. Luego del DBD continua una zona
hidrofila de unos 50 a 70 aa. Finalmente, acercandose al dominio C-terminal, se halla
una region que consta de 250 a& conocida como LBD (del inglés ligand-binding
domain), region a la cual se unen los ligandos. (Fig. 3) [6].

Estos receptores también contienen dos zonas que cumplen funciones de
activacion de la transcripcion, AF-1 localizada en el dominio A/B en el N-terminal, y AF-
2 localizada dentro del dominio de union al ligando en el C-terminal. Aunque la funcién
de AF-2 es dependiente de la union al ligando, la funcién de AF-1 es independiente,
pero es sinergizada por la funciéon de AF-2 en la promocion de la activacion de la

transcripcién dependiente de ligando [17].



Organizacion estructural de los receptores nucleares
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Figura 3. Organizacion estructural de los RE nucleares.

Distribucién de los RE

Los RE son miembros de la super familia de genes que codifican para
receptores nucleares de diversos ligandos hidrofébicos como las hormonas
esteroidales (estrégenos, progestagenos, glucocorticoides, etc...), acido retinoico,
vitamina D, prostaglandinas y hormonas tiroideas. Estos receptores tienen diferentes
distribuciones tisulares y sus proporciones varian de acuerdo al tipo de tejido [20]. El
REa se expresa principalmente en utero, higado, mamas y rifidn, mientras que el RE
se expresa en el cerebro, osteoblastos, via urinaria y sistema vascular. Esta particular
distribucion es de gran importancia en el disefio o uso de SERMs (Moduladores
selectivos de respuesta estrogénica), ya que, segun su afinidad por uno u otro

receptor, podrian actuar de manera mas localizada en los tejidos blanco [21].

Relacidn estructura actividad

La principal fuerza de union entre los estrdgenos y sus receptores es la hidr6foba, sin
embargo, su especificidad viene determinada por otras interacciones electrostéticas y
de Van der Waals, asi como también, por la formacion de enlaces de hidrégeno con los
hidroxilos ubicados en los carbonos 3 y 17 de la molécula esteroidal. Cambios
conformacionales muy pequefios pueden ser cruciales para originar una afinidad

especifica por uno u otro ligando [6].



Respuesta estrogénica

Se han descrito diferentes vias de sefializacion para respuestas estrogénicas
dependiendo de: localizacion subcelular del receptor, cinética de la respuesta,
especificidad de los receptores, regiones del receptor requeridas para la respuesta,
proteinas involucradas en la respuesta y susceptibilidad a la inhibicibn con agentes

farmacoldgicos, entre otros [22].

Via de sefializacién genémica

Una de las vias para desencadenar respuestas estrogénicas es mediada por la
interaccion y activacion de los receptores. Los ligandos liposolubles pueden atravesar
la membrana celular por difusién simple y unirse a RE citosdlicos. Los REs activados
son factores de transcripciébn que unen sus formas diméricas a secuencias de ADN
especificas en la region reguladora de los genes blanco, los EREs (Elementos de
respuesta estrogénica). Tanto el REa como el REB pueden formar homo y hétero
dimeros antes de unirse al ADN [23]. Ambos subtipos de receptores tienen distintas
afinidades por diferentes ERE y pueden por lo tanto, producir diferentes efectos
transcripcionales en el mismo sitio (Fig. 4) [24]. Cuando un ligando agonista se une a
los RE se produce un cambio conformacional en la zona AF-2 que permite la union de
co-activadores transcripcionales y la interaccion con los promotores. Numerosos co-
factores han sido implicados en la accion de los REs, incluyendo los miembros de la
familia p160, p300/CBP, PCAF, los complejos DRIP/ TRAP entre otros [25]. Durante
este proceso también se le unen chaperonas intracitoplasmaticas, como las proteinas
de shock térmico 70 y 90, las que posteriormente se disocian de la molécula del
receptor [26]. Luego, el receptor se une con el ADN y la respuesta transcripcional es
modulada por interaccion con proteinas co-reguladoras [25]. El reclutamiento de los
complejos co-activadores trae como consecuencia la acetilacion de una histona por co-
factores, la remodelacién de la cromatina y el reclutamiento de la ARN polimerasa Il
por el promotor.

Las respuestas genomicas se caracterizan ademdas porgue no se evidencian
con el uso de compuestos que inhiben la transcripcion génica o bien, la biosintesis de
proteinas. En otras palabras, la respuesta gendémica requiere de la sintesis de nuevas

proteinas.
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Figura 4. Via de sefializacion genémica (Mendelsohn E. and Karas R . 1999 [27]).

Via de sefializacién no gendmica

Las acciones a través de esta via son extremadamente rapidas, y parecen
involucrar complejos de sefializacion asociados a la membrana que son capaces de
responder a concentraciones picomolares de estrogenos. El tiempo requerido para la
aparicion de cada una de estas respuestas es inconsistente con el mecanismo
requerido durante la transcripcion génica. Cada una de estas vias es activada
directamente por la accion del estrégeno sobre los canales idnicos (aproximadamente
ocurren a los 5 min.), pero los componentes de estas vias aun no han sido
completamente dilucidados (Fig. 5) [22]. Esta via de transduccion no es afectada por el
uso de inhibidores de la transcripcidn génica o por inhibidores de la biosintesis de

proteinas.
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Figura 5. Via de sefializacion no genémica (Mendelsohn E. and Karas R . 1999 [27]).

Luego de haber definido dos vias de accién estrogénica podemos hablar de
dos tipos de respuesta estrogénica que pueden manifestarse a través de cualquiera de

estas vias.

Respuesta estrogénica temprana

Las respuestas tempranas se evidencian en el transcurso de minutos desde la
exposicion al ligando del RE (Ej. Cambios en el tono vasomotor). Otro ejemplo lo
constituye la notable eosinofilia uterina observada tras la administracion de estradiol a
ratas pre-puberes [28], la que desencadenaria otras respuestas uterinas como edema,
aumento de la permeabilidad vascular y liberacion de histamina [29]. La migracion de
eosindfilos inducida por estrégenos y las respuestas posteriores son consideradas
como respuestas estrogénicas no gendémicas, dado que el bloqueo de la sintesis de
ARNmM y de proteinas no afecta la aparicién de este tipo de respuestas estrogénicas
[30].
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Respuesta estrogénica tardia

Se entienden como tales a aquellas respuestas que se evidencian en periodos
qgue abarcan desde las primeras horas hasta dias tras la exposicion al ligando.

En atero podemos observar dos ejemplos de este tipo de respuesta: mitosis e
hipertrofia. Al igual que el edema, estas dos respuestas producen un aumento en el
peso uterino, lo que las hace diferentes es que las respuestas tardias se hacen
evidentes entre 8 y 24 h. posteriores a la estimulacién estrogénica [31] y son
consideradas como respuestas genomicas debido a que se ven afectadas por el
blogueo de la sintesis de ARNm por agentes inhibidores de la transcripcién génica
como la actinomicina D o por inhibidores de la sintesis de proteinas tales como

puromicina o cicloheximida [30].

Aunque las respuestas tempranas y tardias se distinguen claramente por el
tiempo en que se manifiestan, debe sefialarse que ambas convergen en una respuesta
fisiologica. Asi por ejemplo lo que se inicia como respuesta temprana (apertura de un
canal iénico) puede activar una via de transduccion que conlleve a la activaciéon de un
factor de transcripcion. Por otra parte el cambio en el nivel de expresion de una enzima
puede significar un cambio fisiolégico. Por lo expuesto, resulta mas conveniente y
didactico agrupar las respuestas como tempranas o tardias en funcién del tiempo

requerido para evidenciar la aparicion del efecto.
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Fitoestrégenos

El nimero de publicaciones referentes a FE ha aumentado significativamente
en los Ultimos afios. Este interés se explica en parte por su potencial aplicacion
farmacologica en la prevencion o tratatamiento de enfermedades relacionadas con
bajas concentraciones plasméticas de estrogenos [32]. Los FE son compuestos de
origen vegetal que poseen una estructura quimica y una actividad biolégica
significativamente similares a los estrégenos, a pesar de que su estructura es no
esteroidal y que corresponden a compuestos polifendlicos. Sus similitudes con los
estrdgenos son suficientes como para que estas sustancias puedan interactuar con los
RE e incluso desencadenar otros tipos de respuestas que no son mediadas por ellos

[16]. Dichas similitudes se muestran en la figura 6.

CHs OH
Ko
H >‘
OH |
AN
[ ]
HO N7
HO 0 17-B-estradiol y Fquol
17-B-estradiol Equol Superpuestos

Figura 6. Comparacién estructural entre 17-f estradiol y Equol.

La figura 6 muestra que la distancia que existe entre los grupos hidroxilos de
ambas moléculas y su ubicacién espacial son muy similares. Esto es de suma
importancia puesto que, el 17-B estradiol para interactuar con su receptor, necesita
tanto el hidroxilo en posicion 3 del anillo A aromético, como un segundo hidroxilo en

posicion 17 3 en su anillo D [6].
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Clasificacion

Fitoestrogenos

Chigquimidios

Isoprenoides

| T
anos Flavonas Taninos??? Estibenos Resinas
resorcinolicas

| flavonoides. | | Isoflancides | Neoflavonoide

Cumestanos Lign

st

Figura 7. Clasificacion de los Fitoestrogenos (Modificado de Haya y cols. 2002).

Las tres clases principales de FE son los lignanos, cumestanos y flavonas
(Fig.8). Los Lignanos se encuentran preferentemente en la linaza y otros aceites de
semillas, cuyos ingredientes activos son el enterodiol, podofilina y la enterolactona,
jugando los dos primeros un importante papel en la terapia y prevencion del cancer
[33]. Los cumestanos estan presentes en el trébol rojo, aceite de maravilla y en brotes
de porotos. Su ingrediente activo es el cumestrol. Las flavonas por su parte, estan
presentes en la soja, lentejas y otras legumbres; dentro de las flavonas se ubica un
subgrupo denominado isoflavonas, siendo la genisteina y la daidzeina, las que

presentan actividad antineoplésica y antioxidante [34].
OH

0
HO {
o] o]
0
O HO o Yo HO o
OH

Lignanos Cumestanos Flavonas OH

Figura 8.Estructuras de los principales FE
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Biosintesis
La biosintesis de las isoflavonas y lignanos se inicia con la condensacion de la
eritrosa-4P y el fosfoenol-pirGvico procedentes de la fotosintesis, siguiendo la via

chiquimico-corismico-fenilalanina [33].

Fuentes
Los FE se pueden encontrar en una gran variedad de vegetales, entre ellos
frutas, verduras y otros alimentos mas elaborados que se detallan en la tabla 1, siendo

los méas conocidos y estudiados los derivados del poroto de soja.

Tabla 1. Alimentos que contienen FE.

Poroto de | Salvado Trigo, Cereza, Cerveza de Trébol
Soja Soja Avena Ciruela, Lupino
Duraznos
Lenteja Harina  de | Germen Manzana, Licor de maiz | Judia
poroto soja Trigo Pera,
Damasco
Habas Tofu Cebada Nueces, Vino
Avellana
Garbanzo Leche de | Lupino Zanahoria,
soja Cebolla, Ajo
Cimicifuga Salsa de | Centeno Semilla de [35]
racemosa soja Arroz girasol
Aceite
vegetal

En los vegetales los FE se encuentran en distintas proporciones y en distintas
formas, a modo de ejemplo, se sabe que la mayoria de las isoflavonas en su estado
natural se encuentran conjugadas con glucosa u otros carbohidratos (gliconas) (Fig 9).
La proporcion de formas conjugadas o no conjugadas varia sustancialmente de una
especie a otra y también dentro de una misma especie. Los fermentos de soja como el
miso, por ejemplo, contienen mayor proporcion de agliconas que otras preparaciones.
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Figura 9. Genisteina (aglicona) y Genistina (glicona)

Funcién de los FE en los vegetales

Los vegetales superiores se valen de diferentes mecanismos tanto fisicos como
guimicos para defenderse de los depredadores y patdogenos. Uno de estos
mecanismos es llamado defensa congénita continua, el cual consiste en la sintesis y
acumulacién de metabolitos secundarios en las partes de las plantas consumidas por
los predadores [33]. Este es el caso de los FE, los que son utilizados en la defensa
contra herbivoros y mamiferos principalmente, afectando entre otros aspectos, la
fertilidad de éstos [3]. También se sabe que los lignanos son intermediarios en la
sintesis de lignina, compuesto fendlico de gran importancia en la pared celular vegetal
[33].

Por otra parte, es necesario sefalar que en el afio 1992, se describi6é en plantas
la presencia de ciertas proteinas- las acuaporinas- capaces de transportar agua y
otros sustratos desde y hacia la raiz. Estas proteinas también han sido descritas en
mamiferos y recientemente [36], se ha descrito que la acuaporina-2 esta ausente en
células epiteliales y en miometrio uterino de ratas, pero que su expresion aumenta
fuertemente tras la administracion de estradiol. Esto ha llevado a algunos
investigadores a postular que la funcion de los FE en las plantas, seria modular la
expresion de estas proteinas, lo que permitiria a las plantas adaptarse fisiol6gicamente

a diversas condiciones ambientales y nutricionales, entre otras.
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Biotransformacion

Luego de ser ingeridos, los FE son biotransformados a través de dos vias:

1. Por la microflora intestinal, luego pasan a la circulacion hepética (donde son re-
conjugados) y finalmente excretados principalmente por la orina; aunque
pueden ser medidos también en heces, semen, bilis, saliva y leche materna
[37].

2. Una vez que alcanzan el tubo digestivo, son absorbidos en sus formas
conjugadas con biodisponibilidad limitada, pasan a la circulacién entero-
hepatica, retornan al intestino (bilis) donde pueden ser desconjugados por la
flora intestinal. Es aqui donde se obtienen la genisteina y la daidzeina, a partir
de sus precursores (biochanina A y Formononetina respectivamente), (Fig. 10),
todo esto metabolizado por las glucosidasas intestinales.

La vida media de los metabolitos mas estudiados daidzeina y genisteina se ha

estimado en 7,9 h. en adultos [35].

Es importante hacer notar que la bioconversion intestinal de daidzeina en su
principal metabolito el equol (Fig. 10), es realizada por un tipo muy especifico de flora
intestinal, la que aparentemente estaria presente solo en el 30%-50% de los
individuos, siendo mucho mas probable en vegetarianos y poblacién asiatica. El
metabolito alternativo de la conversion anterior es la O-desmetilangiolensina (O-DMA).
Aun no han sido claramente dilucidados los factores que influyen en la capacidad de
produccion de uno u otro metabolito, pero se piensa que los factores genéticos,

fisioldgicos y el tipo de dieta podrian contribuir a estas diferencias interindividuales [34].
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Figura 10. Biotransformacién de glucésidos y precursores.

Potencia de sus efectos biolégicos

Las potencias relativas, determinadas por bioensayos en cultivos de células
humanas (comparadas con el estradiol, al que se le asigné un valor arbitrario de 100)
son: coumestrol 0,202; genisteina 0,084; equol 0,061; daidzeina 0,013 y formononetina
0,0006 [38].

Mecanismo de accion

La mayoria de los FE se unen con mayor afinidad al RE B que al RE q, lo cual
es funcionalmente significativo puesto que estos receptores tienen distintas
distribuciones tisulares y parecen ejercer up-regulation mediante la activacion de
distintas familias de genes [39].
Una vez que los FE se unen a los RE pueden iniciar la transcripcion por la via clésica,
es decir, a través de la interaccién con EREs y unién de éstos a genes de respuesta
inmediata, como son jun y fos [40]. La via no clasica, cuyos efectos son principalmente
mediados por segundos mensajeros ubicados a nivel de membrana, pueden ser
gatillados por la unién del ligando al RE ubicado en ella, como también a otras
proteinas que son capaces de responder a la presencia de estradiol [41]. Al igual que
E2, estos mensajeros son capaces de desencadenar respuestas estrogénicas

tempranas y tardias.
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Actividad fisioldgica

Los FE despiertan gran interés biologico porque exhiben débil actividad
estrogénica y accion antiestrogénica tanto in vivo como in vitro [42]. Lo cual parece
depender de la cantidad circulante de FE, nimero y tipo de RE involucrado.

De las isoflavonas, la genisteina ha exhibido propiedades proliferativas
(estrogénicas) y antiproliferativas (antiestrogénicas) in vitro (en lineas celulares
humanas). Una vez unidas al RE, las isoflavonas no actian como tipicos agonistas
estrogénicos, sino mas bien, como moduladores selectivos de receptores estrogénicos
(SERMs) tal como un farmaco usado en el tratamiento de cancer de mamas,
Tamoxifeno, que actlia como agonista del RE en el Utero y huesos y como antagonista

en el RE de la mama [43].

Aplicaciones clinicas de los FE
FE y Osteoporosis

Datos epidemiol6gicos muestran que la menor incidencia de esta enfermedad
ocurre en mujeres asiaticas, aproximadamente un tercio de lo observado en mujeres
de occidente, algo similar ocurre con la frecuencia de fracturas patolégicas [44-45].
Esto se deberia a que las mujeres asiaticas consumen alimentos con mayor contenido
de FE como la soja. Coincidente con esta observacion, Kardinaal y cols., en el afio
1998 sugirieron que la velocidad de pérdida de masa dsea es inversamente
proporcional a la cantidad de excrecién urinaria de fitoestrégenos. Otros estudios
muestran que los fitoestrogenos promueven el almacenamiento de calcio y la
mantenciéon de la densidad 6sea en ratas ovariectomizadas. En humanos, la
administracién de extracto de soya durante 24 meses a mujeres menopausicas,
también provocé el aumentd de la densidad 6sea [45]. Las evidencias de los efectos
de los FE en el hueso son escasas, pero parecen tener un efecto preventivo de la

osteoporosis y sus efectos a largo plazo deben ser méas estudiados [37].
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Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en
paises occidentales donde la dieta juega un importante papel entre los factores de
riesgo. Basados en estos antecedentes la investigacion cientifica se ha enfocado al
manejo de los factores de riesgo. Numerosos estudios han demostrado que el
consumo de proteina de soja es un factor protector, disminuyendo el riesgo de ECV
[44]. En 1994 Cassidy y cols. observaron la disminucién de un 9% en el colesterol total
en un pequefio estudio en mujeres premenopausicas normo-lipidémicas que
consumieron 60 g de proteina de soja diarios. En 1991 la agencia FDA (Food and Drug
Administrations) asocié el consumo de proteinas de soja y una dieta baja en grasas
saturadas, a una disminucion del riego de ECV. Esta asociacibn de bas6é en un
metanalisis que incluy6 38 estudios clinicos controlados en que se usé la proteina de
soja. Este metanalisis establecié que la sustitucion de la proteina animal por la de soja,
reduce significativamente el colesterol total, las LDL y los TG (triglicéridos) sin afectar
los niveles de HDL [44]. Ademas el consumo de proteina de soja permitiria prevenir

estas enfermedades gracias a su propiedad antioxidante [5].

Céancer

La incidencia de cancer en Asia y Europa del este, es mucho menor que en
occidente, lo que se ha relacionado directamente con el alto consumo de FE en la dieta
[5]. Otros estudios revelaron que las inmigrantes Japonesas que residen en EE.UU.
presentan mayor incidencia de cancer que si hubiesen permanecido en su tierra natal y
gue ademas las mujeres japonesas que padecen de cancer (en su pais) presentan un
alto numero de tumores in situ con pocos nddulos metastaticos en comparacion con las
mujeres en EE.UU. o Inglaterra, aquejadas por esta patologia [46].

Por otro lado, las isoflavonas inhiben la angiogénesis, la progresion del ciclo
celular y algunas enzimas como la aromatasa y la 5 a-reductasa presentando actividad

antineoplasica [47].
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Efectos de los FE sobre el metabolismo de la glucosa

La baja frecuencia de obesidad y de desérdenes metabdlicos en la poblacion
asiatica ha desviado la atencion hacia la soja, que es un componente caracteristico en
su dieta y con alto contenido de FE. Estudios epidemiologicos han demostrado que la
diabetes tipo 2 es cuatro veces menos prevalente en la poblacion japonesa que reside

en Tokio que en Japoneses-Americanos en Seattle[48].

FE y transporte de hormonas sexuales

Las isoflavonas y los lignanos modulan la producién de globulina transportadora
de hormonas sexuales (sex hormone binding globulin, SHBG), estimulando su sintesis
por parte de los hepatocitos e incrementando sus niveles citoplasmaticos en mujeres
post-menopausicas, sobre todo en mujeres con bajos niveles previos de SHBG, con la

consiguiente reduccion de los niveles de estradiol libre circulante [49].

Seguridad en el uso de FE

El posible uso de los FE en la prevencion o tratamiento de enfermedades como
alternativa a los tratamientos convencionales, se basa no solo en su actividad
biol6gica, sino también, en su calidad de productos naturales, lo que los convierte en
una alternativa mas segura, comparada por ejemplo, con terapias de reemplazo
hormonal basadas en estrégenos o en estrégenos mas un progestageno. Muchas de
las preocupaciones en cuanto a la seguridad de los FE estan relacionadas con sus
débiles propiedades estrogénicas, que podrian promover patologias como cancer de
mamas o disrupcion endocrina. Sin embargo, el consenso actual es que estos
compuestos tienen un buen perfil de seguridad cuando se consumen en dosis
habituales [50].

Sobre la base de lo expuesto precedentemente, este estudio busca establecer
si el extracto 185a4 posee actividad estrogénica, para lo cual se comparo la respuesta
biol6gica estrogénica de E2 versus el extracto 185a4 (de una especie vegetal
endémica), utilizando el modelo de Gtero de rata pre-plber. Esto se realiz6 a través de
la evaluacion de cuatro parametros de actividad estrogénica en cortes histolégicos, dos

para respuestas estrogénicas tardias: hipertrofia y mitosis uterina, y otros dos para
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respuestas estrogénicas tempranas: eosinofilia y edema uterino. Ademas se busco
obtener informacion de la toxicidad de este extracto, por lo que se realizé un estudio
de toxicidad oral aguda en ratas adultas, basado en el protocolo de la OECD/OCDE
namero 420, para estimar el peligro potencial del consumo de la planta 185a (extracto
completo), en humanos.

Se espera contribuir al conocimiento que proporcione una base racional para el
uso de productos de origen natural en la prevencién y tratamiento de algunas
patologias de alta prevalencia, tales como enfermedades cardiovasculares, neoplasias

u osteoporosis.
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HIPOTESIS

Hipo6tesis Nula
Ho: La fraccién 185a4 no presenta actividad estrogénica in vivo en Gtero de rata pre-
puber y la toxicidad oral aguda del extracto completo 185a, se manifiesta a una dosis

igual 0 menor a 59/Kg de peso corporal de rata.

Hipotesis Alternativa
H1: La fraccién 185a4 presenta actividad estrogénica in vivo en Gtero de rata pre-puber
y la toxicidad oral aguda del extracto completo 185a, se produce a dosis iguales o

superiores a 5g/ Kg de peso corporal de rata.

Objetivos

1. Generales
e Evaluar la actividad estrogénica de la fraccion 185a4 en (tero de rata

pre-puber.
¢ Cualificar la toxicidad aguda del extracto 185a en ratas adultas.

e Caracterizar el extracto completo 185a.

2. Especificos
¢ Cuantificar el nimero de eosindfilos en Utero de rata pre-puber en presencia de

la fraccion 185a4.

e Determinar edema uterino producido por la fraccion.

e Medir el nimero de células en etapa de mitosis en el tejido uterino luego de
administrar la fraccion 185a4.

e Evaluar hipertrofia uterina en presencia de la fraccion.

e Evaluar si el extracto 185a presenta toxicidad oral aguda.

e Determinar DL50 para el extracto 185a.
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I.  MATERIALES Y METODOS

Reactivos.

17B-estradiol, Albumina y todos las isoflavonas patron para HPLC y TLC fueron
obtenidos de SIGMA Co., EEUU. NaCl 0.9% fue obtenido de Laboratorio Biosano,
Chile. La tincion Hematoxilina-Eosina fue obtenida de Harris, Chile. Balsamo Canada,
Eter dietilico, Xileno, Aceite de inmersion, Etanol absoluto, Parafina Histosec®,
Formalina y solucion Giemsa fueron obtenidos de Laboratorio Merck, Chile. Flo-texx
fue obtenido de Lerner Laboratories, EEUU.

Métodos
Obtencién del vegetal en estudio

La parte aérea (tallo, hojas, frutos e inflorescencias) fue recolectada el tres de
marzo del afio 2009 en la comuna de Santa Barbara (octava regién, Chile) a 42 Km de

la ciudad de las Angeles.

Obtencién extracto 185ay fraccion 185a4.

El vegetal recolectado fue secado a temperatura durante un mes. Con él se
prepar6 un extracto etandlico (etanol absoluto) en una proporciéon de 1:2 (500g de
planta y 1L de etanol), el que luego se llevé a sequedad. Con una porcion de éste se
realizé el ensayo de toxicidad y la caracterizacion quimica del extracto. La porcion
restante se fraccioné con cuatro solventes de polaridades crecientes (Hexano,
diclorometano, acetato de etilo y etanol) en columna de fraccionamiento de silica gel,
obteniéndose cuatro fracciones concentradas de distintas polaridades. Las fracciones
se enviaron al laboratorio de Biologia del Departamento de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso, para realizar el estudio de su
actividad estrogénica sobre lineas de cultivo celular de cancer de mamas (MCF-7 y
MDA-MB231). Finalmente la fracciébn con mejor actividad bioldgica antiproliferativa fue
seleccionada para el estudio in vivo de los parametros de actividad estrogénica en

tero, la que fue denominada extracto 185a4.
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1. Evaluacién estrogénica
Disefio del estudio
Doble ciego, con muestra de tipo probabilistica, en donde los elementos
muestrales tuvieron la misma probabilidad de ser seleccionados dentro de un conjunto

total.

Modelo de estudio

Utero de rata Sprague Dawley pre-puber (21 dias), debido que a esta edad la
rata tiene sus receptores hormonales completamente funcionales y su secrecién
endbgena de estrégenos es minima, la que no es significativa para interferir con las
mediciones. Este modelo experimental es ampliamente utilizado para estudiar los

mecanismos de crecimiento inducidos por el estrégeno.

Controles
Como control negativo se utilizd suero fisioldgico (NaCl 0.9%) y como control
positivo, E2 (300 pg/ kg de peso corporal de rata).

Preparacion de las muestras

Para evaluar la respuesta estrogénica temprana y tardia se utilizaron 4 grupos
de 20 ratas Sprague Dawley pre-puberes de 21 dias de edad para minimizar la
posibilidad de secrecion estrogénica endoégena. Cada uno de estos grupos se tratd

segun el siguiente esquema:

Tabla 2. Esquema de tratamientos.

Suero E2 185a4 185a4 + E2

: . ™ =
Eutanasia q&:m\z‘ gd@ %{g% q&/u;oau

6 h post inyeccion n=9" n= 10 n=10 n=10

24 h post inyeccién n=10 n=10 n=10 n=10
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Las ratas del grupo 1 se inyectaron via s.c. con 0,3 mL de NaCl 0,9 % y fueron
sacrificadas 6 y 24 h post-inyeccion como controles para las respuestas tempranas y
tardias.

Las ratas del grupo 21 fueron inyectadas via subcutanea (s.c.) con 0.3 mL de
E2 (300 pg/Kg de peso corporal de rata). La mitad de ellas fueron eutanasiadas 6 h
post-inyeccidbn para comparar las respuestas tempranas. Las diez restantes se
sacrificaron 24 h post-inyeccion para establecer la respuesta tardia maxima.

Al grupo 3 se le inyect6 via s.c. 0,3 mL de la fraccién 185a4 diluido en etanol
(300 ug/Kg de peso corporal de rata) y se sacrificaron a las 6 y 24 h post-inyeccion
para comparar sus resultados con los controles de respuesta maxima y minima.

Por dltimo, el grupo 4 fue inyectado via s.c. con 0,3 mL de la fraccion 185a4
diluido en etanol (300 ug/kg de peso corporal de rata) y 1 h después, también via s.c.,

se le inyectd E2 en la dosis antes mencionada.

Procesamiento de las muestras
En hipertrofia, edema y eosinofilia uterina.

Una vez transcurridas las 6 o 24 h, se extrajeron los cuernos uterinos bajo el
efecto de éter, para finalmente ser eutanasiadas por sobredosis de este anestésico.
Los cuernos fueron fijados durante 24 h en una solucion de formalina al 10%
tamponada con buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4. Los cuernos extraidos fueron sometidos a
los siguientes procesos: Deshidratacion completa, inclusién en parafina y corte en
micrétomo de 5 pum.

La deshidratacion se realizd en una bateria con gradientes de alcohol etilico
ascendente y luego se procedi6 al aclaramiento con xileno. Finalmente la impregnacion
se llevé a cabo en tres cambios de parafina solida en estufa a 60 °C y luego se
procedié a la construccion de los bloques, dejandolos solidificar a temperatura
ambiente.

Los cortes histologicos uterinos, llamados triadas, representan las tres
porciones del cuerno uterino: Proximal al cervix, parte media del cuerno y distal
cercana al ovario. Los cortes se sometieron a bafio de flotacion (37°C), luego se
dispusieron en porta objetos embebidos en albamina (Fig. 11). Se insertaron los

respectivos cortes en forma de triadas. El orden de las porciones uterinas fue al azar.
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Las muestras se tifieron con colorante Hematoxilina-eosina, para tefiir de color
violeta los nucleos de las células uterinas y de color rojo los granulos de los leucocitos
eosinofilos. Finalmente los cortes se deshidrataron, aclararon y montaron con balsamo

de Canada.

Figura 11. Triadas de cortes de cuernos uterinos de rata

Para Mitosis uterina

Los cortes desparafinados e hidratados (s6lo hasta agua destilada) se
mantuvieron durante 30 segundos en solucion de trabajo Giemsa 20 %, se lavaron con
agua acida, con etanol 95%, y finalmente fueron pasados por dos bafios de

isopropanolol, 2 bafios de xilol y luego se procedié al montaje.

Parametros de evaluacion

Respuestas tempranas
Recuento del nimero de eosinofilos en los distintos estratos uterinos.

Se realiz6 por microscopia O6ptica (1.000 x) en diez triadas al azar,
contabilizando los eosinéfilos en los distintos estratos uterinos (Mesometrio, Miometrio
longitudinal, Miometrio circular, Estroma profundo y Estroma superficial).

Para cada condicion experimental se calculd el nimero de eosindéfilos por

estrato uterino y se reporto el total por cada placa.
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Recuento del numero de células para evaluar edema

Edema se define como acumulaciéon de cantidades anormales de liquido en los
espacios intercelulares. Su evaluacion se realiz6 por microscopia Optica (1.000 x)
contabilizando el numero de ndcleos celulares por area en tres triadas escogidas al
azar. Cuatro areas en estroma profundo y otras cuatro en estroma superficial, sin
considerar los extremos de cada corte (mesometrio y antimesometrio) debido a que en
esa zona ambos tejidos se deforman y tienden a confundirse (area difusa).
Para cuantificar se sumé el nimero de ndcleos contabilizados por campo, y se informé
el total por cada triada. Una disminucién en el nimero de nucleos por triada fue

considerado como presencia de edema.

Respuestas tardias
Recuento del namero de células que presentan hipertrofia

Hipertrofia se define como aumento del tamafio celular. Su evaluacién se
realizd por microscopia Optica (1.000 x) en tres triadas escogidas al azar. Se
contabilizd6 el numero de nucleos por area en cuatro campos de area constante en
miometrio circular (MC). Se calculé el nimero de nlcleos por campo en cada corte y se
obtuvo el total por triada. La disminucion en el nimero de ndcleos por triada se
considerd6 como presencia de hipertrofia celular en el MC. En este tejido las células
estan en estrecha conexion, de tal manera que la disminucion de ndcleos por campo

se interpreta como aumento del volumen del citoplasma.

Recuento del numero de células en Mitosis

Se realiz6 por microscopia oOptica (1.000 x). Se contabilizaron las células en
cualquier fase de la mitosis en tres triadas al azar en tres estratos: MC, Epitelio
glandular (EG) y Epitelio luminar (EL). Para cada condicion experimental se calcul6 el
namero total de células en mitosis en cada estrato uterino sefialado y se reporto el

namero total de mitosis por placa.
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2. Evaluacion Toxicologica

Animales
Se utilizaron 10 ratas Sprague Dawley adultas de 8 a 12 semanas de edad, de
sexo femenino, nuliparas y no gestantes al momento del ensayo. Su peso corporal no

vario mas allad de un 20% durante el periodo de tratamiento.

Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales permanecieron en una habitacion a 22 °C (+3), con una humedad
de 60%, con luz artificial, en ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad y agua y
alimentacién ad libitum. Todas estas condiciones fueron otorgadas por el Bioterio
Central del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina, Sede Norte,

de la Universidad de Chile.

Preparacion de los animales

Los animales fueron seleccionados aleatoriamente dentro de la poblaciéon que
cumplié con los criterios de inclusion. Se marcaron para facilitar su identificacién
individual y se mantuvieron separados del resto de la poblacién 6 dias antes del
comienzo del ensayo para permitir la aclimatacion a las nuevas condiciones de

alojamiento.

Preparacion de la dosis

La dosis calculada para cada rata (5g/Kg de peso corporal) fue fraccionada en
tres administraciones (cada 3 h) que no superaron los 2mL/100g de peso corporal.
Para mejorar la solubilidad el extracto se adsorbié con almidon de maiz y fue
reconstituido en agua potable. El grupo control recibié la misma dosis de almidon que
el grupo experimental, diluido en agua.

La dosis/Kg de peso corporal de extracto fue establecida segiun la guia

OECD/OCDE 420 [51] en una experiencia previa con un solo espécimen.
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Procedimiento

La alimentacion y el agua fueron restringidas 4 h pre-administracion del extracto
y el alimento, hasta 3 h posteriores a la administracion de la ultima fraccién de la dosis
total. La dosis fue administrada en tres fracciones (cada 3 h) via oral, directamente al
estbmago a través de una aguja gavage numero 16 (similar a una sonda gastro-
esofagica). Durante los 14 dias posteriores a la administraciébn del extracto los
animales se mantuvieron en observacion y sus pesos corporales fueron registrados
diariamente a la misma hora (Fig. 7). Una vez finalizado el periodo de observacion
establecido, todos los animales tanto del grupo experimental como del grupo control
fueron eutanasiados con exceso de anestésico (éter) y se extrajeron los 6rganos -

higado, rifidn y cerebro- para su analisis histopatolégico.

Procesamiento de las muestras

Los tejidos fueron fijados en formalina al 10%, tamponada con PBS (solucién
buffer—fosfato) 0,15 M pH 7,4, incluidos en parafina y contrastados con Hematoxilina-
Eosina. Estos tejidos fueron enviados a BIOPCYT S.A. para su andlisis. Los
pardmetros de toxicidad celular analizados fueron: hiperemia, hemorragia, edema,
fibrosis, inflamacion, hiperplasia, atrofia, necrosis, degeneracion grasa, licuefaccion a

nivel tisular, vacuolizacion y binucleacion a nivel celular.

30



3. Andlisis cualitativo del extracto completo 185a vy fraccion 185a4
HPLC

Este andlisis se realiz6 en Venturelab, de la Universidad Adolfo Ibafiez y estuvo
a cargo del Dr. Gustavo Cabrera, quien participa como co-investigador del proyecto
anillo ACT-07

Condiciones de Inyeccion

Las muestras se solubilizaron en metanol : agua (1 : 1) y luego fueron filtradas. Los
patrones fueron inyectados en concentracién de 3 mg/mL en un volumen de inyeccion
de 20 uL. La fase movil consistié en agua acida 0,1% Yy Metanol (en gradiente de
elucién. Se utilizé una columna RP C18, 250 x 4,6 mm, tamafo particula 5um. Las

lecturas se realizaron a una longitud de onda de 362nm.

Tabla 3. Gradiente de elucion: A=agua acida y B=metanol.

Tiempo

(min) %A %B
0 67 33
17 50 50
19 50 50
20 67 33
25 67 33

Cromatografia en Capa Fina

Para analizar la presencia o ausencia de algunos metabolitos secundarios en el
extracto etandlico 185a se realiz6 un rastreo en cromatografia de capa fina (CCF),
empleando cromatofolios de gel de silice G tipo 60 con indicador de fluorescencia (N°
5554 Merck). Las fases moviles utilizadas se detallan méas adelante segun la
naturaleza quimica del metabolito a analizar y con la proporcién con la que se obtuvo la
mejor resolucion y Rf (=0,5). Las cromatografias fueron reveladas con reactivos
cromogénicos Y visualizadas con fluorescencia bajo luz UV a 254 y 366 nm de longitud
de onda.
Los reactivos reveladores, los patrones y las fases moviles escogidas se sefialan a

continuacion.
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Tabla 4. Reveladores segun sustancia patrén.

Metabolitos Sustancia patron

secundarios
Alcaloides

Acido oleandlico
Esteroles B-sitosterol,
Lupeol
Antraquinonas
Quercetina,
Genisteina,
Flavonoides kaempferol,
Apigenina,
Daidzeina,
Biochanina A,
Formononetina

Reactivo Fase movil
revelador CH2CI2:EtOAC
Dragendorff

Lieberman-

Burchard (9:1)
p- anisaldehido

Borntrager (9:1)

Luz UV, NP/PEG,
AICI3 y NH; (7:3)

Analisis estadistico.

Los resultados fueron procesados con el programa Graph Pad, PRISM, version

5.0, 2007. Para el analisis de actividad estrogénica los datos obtenidos fueron

sometidos al test de D’ Agostino Pearson normality. Basados es esos resultados se

realizaron los siguientes test no paramétricos: Test de suma de rangos de Wilcoxon,

seguido por un test de Mann Whitney de dos colas. Para evaluar la variacién de peso

durante el ensayo toxicoldgico se utiliz6 el T de Student para muestras independientes.

Las diferencias calculadas se consideraron significativas a un valor de p<0,05.
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.  RESULTADOS

Evaluacion Estrogénica de la fraccion 185a4

Eosinofilia

La primera respuesta estrogénica estudiada fue la eosinofilia cuyos resultados se

muestran en la fig. 12.

EOSINOFILIAG HORAS EOSINOFILIA 24 HORAS
150 150 —

100

100

a0 50

M*® de eosinafilos/cuerno
I* de eosinofilosicuerno

BUERD =] 126ad El + 1Z6ad BUERD B + 1Z6ad

Figura 12. Eosinofilia uterina

Las ratas pre-puberes recibieron via s.c. uno de los 4 tratamientos: a) Suero fisiolégico, b) E2, c) 185a4
o d) 185 a4 y una hora después E2. Cada barra representa el rango del nimero de eosindfilos y la linea
horizontal dentro de ella la mediana de los datos. Los * representan la comparacion con la condicion
adyacente hacia la izquierda y el signo + el contraste con la condicion subsiguiente hacia la izquierda.

* =0,05>p>0,01, +=0,05>p>0,01, **= 0,01>p>0,001, ++= 0,01>p>0,001, ***= p<0,0001, +++= p<0,0001.

La eosinofilia uterina es una respuesta observable a las 6 h y que alcanza su
méxima intensidad 24 h post-tratamiento (Tchernitchin y cols., 1974). Nuestros
resultados son concordantes con lo descrito en la literatura, ya que la méaxima
intensidad se alcanzo a las 24 h de administrado el E2. En la misma figura se presenta
el efecto inducido tras la administracion de la fraccion 185a4 sola. Transcurridas 6 h no
se evidencio efecto estrogénico significativo, mientras que a las 24 h la fraccion si
presenta efecto estrogénico en comparacion con el control negativo. Al administrar la
fraccion a las ratas, una hora antes de administrar E2, a 6 h sélo se observa actividad
atribuible a E2. Pasadas 24 h la fraccién sinergiza la actividad de E2, aumentandola

significativamente.
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Edema
Los resultados para la generacién de edema superficial y profundo se muestran

en las figuras nimero 13 y 14 respectivamente.

EDEMAESTROMA SUPERFICIAL 6 HORAS EDEMAESTROMA SUPERFICIAL 24 HORAS
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Figura 13. Edema estroma superficial

Las ratas pre-puberes recibieron via s.c. uno de los 4 tratamientos. A) Suero fisiologico, b) E2, ¢) 185a4
o d) 185 a4 y una hora después E2. Cada barra representa el rango en que fluctué el nUmero de nuicleos
para cada respuesta y la linea horizontal dentro de ella la mediana de los datos. Los * representan la
comparacion con la condicién adyacente hacia la izquierda y el signo + el contraste con la condicion

subsiguiente hacia la izquierda.
*=0.05>p>0.01, +=0.05>p>0.01, **= 0.01>p>0.001, ++= 0.01>p>0.001, ***= p<0.0001, +++= p<0.0001.

La disminucién en el nUmero de nuicleos por triada de placa histologica obtenida
de cuerno de Utero fue considerada como presencia de edema (ver métodos). En la
figura 13 se evidencia la generacion de edema tanto a 6 como a 24 h después de
administrar E2 y que la maxima intensidad de esta respuesta se alcanzoé a las 24 h.

Al administrar via s.c. la fraccién 185a4 no hubo respuesta edematosa a las 6 h.
Transcurridas 24 h si se observd una respuesta significativa en comparacion con el
control negativo. Cuando se administré la fracciobn una hora antes que E2 via s.c. se
evidencio una significativa respuesta edematosa con respecto al control negativo. Lo

gue se repitid a las 24 h, pero esta vez la respuesta fue significativamente mayor a la

de E2.
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EDEMAESTROMA PROFUNDO 6 HORAS EDEMAESTROMAPROFUNDO 24 HRS
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Figura 14. Edema estroma profundo.

Cada uno de los cuatro grupos de ratas pre-puberes recibio via s.c. uno de los siguientes tratamientos.
a) Suero fisioldgico, b) E2, c) 185a4 o d) 185 a4 y una hora después E2. Cada barra representa el rango
para cada respuesta y la linea horizontal dentro de ella la mediana de los datos. Los * representan la
comparacion con la condicion adyacente hacia la izquierda y el signo + el contraste con la condicion

subsiguiente hacia la izquierda.
* = 0.05>p>0.01, +=0.05>p>0.01, **= 0.01>p>0.001, ++= 0.01>p>0.001, ***= p<0.0001, +++= p<0.0001.

La cinética de la generacion de edema inducido por E2 siguié el mismo
comportamiento tanto en estroma superficial como en estroma profundo; es decir para
ambos casos fue significativo a 6 y a 24 h, en donde se alcanz6 la maxima intensidad
de la respuesta. La fraccion 185a4 no generé edema significativo a 6 h. Pasadas 24 h
si fue capaz de inducir una respuesta edematosa significativa. Tras la administracién

concomitante de E2 mas la fraccion, se observé respuesta tanto a 6 como a 24 h,

siendo significativamente mayor a las 24 h.
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Hipertrofia
La hipertrofia celular se evalu6 solamente en MC; cabe recordar que esta es

una respuesta estrogénica de tipo tardia ya que involucra la sintesis de nuevas
proteinas, lo que se traduce en un aumento del volumen citoplasmético. Los resultados

se presentan en la figura 15.
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Figura 15. Hipertrofia miometrio circular.

Cada uno de los cuatro grupos de ratas pre-puberes recibié via s.c. uno de los siguientes tratamientos.
a) Suero fisiolégico, b) E2, c) 185a4 o d) 185 a4 y una hora después E2. Cada barra representa el rango
para cada respuesta y la linea horizontal dentro de ella la mediana de los datos. Los * representan la
comparacion con la condicion adyacente hacia la izquierda y las + el contraste con la condicién

subsiguiente hacia la izquierda.
* = 0.05>p>0.01, +=0.05>p>0.01, **= 0.01>p>0.001, ++= 0.01>p>0.001, ***= p<0.0001, +++= p<0.0001.

Los resultados obtenidos tras la administracion de E2 son concordantes con lo
descrito en la literatura internacional, es decir la hipertrofia celular solo se manifesté a
las 24 y fue muy significativa (p<0.0001). Luego de administrar la fraccibn no se
observo respuesta hipertréfica a 6 y tampoco a 24 h. Al administrar la fraccion una hora
antes de E2 hubo respuesta significativa sélo a 24 h, la que fue atribuida sélo al efecto

de E2 sobre el tejido uterino.
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Mitosis

Se sabe que E2 tiene un potente efecto mittico sobre diversos tejidos. En el
caso del utero de rata pre-puber, evaluamos las mitosis inducidas en EL, EG y MC.
Encontramos que el efecto mitético del E2 en EG no era significativo tras la
administraciéon de estradiol (datos no mostrados). Para fines de simplicidad decidimos
agrupar los datos obtenidos en EL junto a las de MC, resultados que fueron muy

similares, por lo que fueron expresados como mitosis uterina.
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Figura 16. Mitosis total.

Cada grupo de ratas pre-puberes recibi6 via s.c. uno de los siguientes tratamientos. a) Suero fisioldgico,
b) E2, c) 185a4 o d) 185 a4 y una hora después E2. En la figura se muestra el nimero de mitosis por
placa para cada grupo de ratas, donde cada barra representa el rango para cada respuesta y la linea
horizontal dentro de ella la mediana de los datos. Los * representan la comparacion con la condicion
adyacente hacia la izquierda y las + el contraste con la condicién subsiguiente hacia la izquierda.

* = 0.05>p>0.01, +=0.05>p>0.01, **= 0.01>p>0.001, ++= 0.01>p>0.001, ***= p<0.0001, +++= p<0.0001.

Tras la administracion de E2 se observé que a 6 h éste no presenta accion
mitogénica; sin embargo y concordantemente con lo reportado en la literatura
internacional, a las 24 h. se observé un notable incremento del numero de células en
mitosis por placa. En la misma figura se presenta el efecto mitético inducido a las 6 h
tras la administracion de la fraccién 185a4, el que fue significativo con respecto al
control negativo. Trascurridas 24 h la intensidad de la respuesta a la fraccion se
mantiene, pero es significativamente menor a la inducida por E2 a 24 h. Cuando ésta
fue administrada a las ratas una hora antes de administrar E2 a 6 h no se evidencio

respuesta, y a 24 h se observé una respuesta significativa solo atribuible a E2.
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Evaluacién toxicolégica del extracto 185a
En la figura se observa el comportamiento del peso corporal durante el periodo

de observacion de 14 dias post administracion del extracto. La administracion del
extracto 185a por via oral no afectd el incremento de peso en las ratas.
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Figura 17. Evolucién peso corporal.

No se observaron diferencias significativas (p< 0.05) entre las pendientes de la

curva de ganancia de peso corporal obtenidas desde el grupo tratado y del control.

Tabla 5. Resultado andlisis histopatoldgico.

Hiperemia NS

Hemorragia NS Comparaciéon entre grupo control y
Edema NS tratado. Los resultados representan
Fibrosis NS los 3 tejidos analizados: Higado, rifién
Inflamacion NS y cerebro. NS: No significativa
Hiperplasia NS

Atrofia NS

Deg. Grasa NS

Necrosis NS

Binucleacion NS

\VVacuolizacion NS

Licuefaccion NS

El analisis tisular del efecto de la fraccion 185a4 mostré un leve grado de
vacuolizacion intersticial y necrosis en cerebro, ademas de hiperemia en tejido renal.
Ambos hallazgos no presentaron diferencias significativas en comparacion a los tejidos

controles.
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Caracterizacion del extracto 185a.

CCF
Los resimenes de los resultados del rastreo de metabolitos secundarios
realizado al extracto se entregan en la tabla 6.

Tabla 6. Resumen resultados CCF.

[Alcaloides | Dragendorff (9 1)

Esteroles + Lieberman-Burchard (9:1)
p- anisaldehido

Antraguinonas - Borntrager (9:1)

Flavonoides + Luz UV, NP/PEG, AICl3 | (7:3)
Yy NHs3

Cumarinas - Luz UV, NP/PEG, AICls || (9:1)
y NH3

Taninos + FeCls

Saponinas + Espuma ----

+: Presencia del metabolito en la muestra, -: Ausencia del metabolito en la muestra

En los siguientes analisis se estudian distintos patrones de metabolitos
secundarios y se indica la presencia o ausencia del compuesto en la tabla

correspondiente.

Esteroles

Tabla 7. Andlisis esteroles.

B-sitosterol I 0.5 0.52
Lupeol Il -
Acido oleanélico [ + 0.288 0.288
Acido Ursélico Il -

+: Presencia del metabolito en la muestra, -: Ausencia del metabolito en la muestra

Segun los resultados obtenidos podemos decir que en el extracto etandlico
existe un compuesto cuyo Rf es comparable con el del B-sitosterol y posiblemente con

el acido oleandlico, y no existen evidencias de la presencia de lupeol o acido ursolico.
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Flavonoides

Tabla 8. Andlisis flavonoides.

Kaenpferol - 0.67 -
Quercetina + 0.19 0.19
Genisteina - 0.59 -
Daitzeina - 0.28 -
Cumestrol - 0.54 -
Biochanina - 0.85 -
Formononetina - 0.66

+: Presencia del metabolito en la muestra, -: Ausencia del metabolito en la muestra

El andlisis de flavonoides del extracto 185a evidenci6 la presencia de un compuesto
con Rf coincidente con el de la quercetina. Los Rf que presentaron otros
componentes del extracto son incompatibles con la presencia de los otros patrones

empleados en este analisis.

Taninos
Se corroboré su presencia debido al color azuloso que tomé el extracto 185a4

al contacto con el reactivo revelador.

Saponinas

Se evidenci6 su presencia por la aparicion de espuma persistente posterior a su

agitacion.
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
En la figura 18 se observan 2 picos coincidentes con los tiempos de retencion
(RT) de los compuestos Kaempferol y Apigenina (ver figura 19)
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G000

S0.00

<000

=0.00

Yoltage[mV]

20.00

10,00 o ]

11

U.UU—""—‘—"‘MHNF\_

0.00 2.00 4.00 .00 2.00 1000 12,00 1400 1600 4800 2000 2200 2400
Time[min]

Figura 18. HPLC de la fraccion 185a4.
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Figura 19. Patrones HPLC
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.  DISCUSION

Durante los ultimos afios, el estudio de la actividad benéfica de extractos naturales
de plantas ha tomado gran importancia debido a la enorme variedad de compuestos
que existen en el reino vegetal, capaces de inducir respuestas biolégicas de todo tipo.
Entre los muchos compuestos destacan los FE, que son capaces de inducir mas de
una respuesta fisiolégica y en distintos grados. Por ejemplo, presentan actividad
antioxidante, disminuyen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y en general,
producen diversos efectos benéficos, como la disminucion de sintomas del climaterio
tanto a corto como largo plazo, y presentan ademas una baja incidencia de efectos
adversos (no aumentan el riesgo de padecer cancer de mamas o de otro tipo),
presentando una clara ventaja sobre los tratamientos actualmente disponibles. Asi por
ejemplo, la terapia de reemplazo hormonal que es altamente efectiva contra los
sintomas climatéricos, no puede ser prescrita a pacientes con antecedentes de cancer

de mama o con factores de riesgo para dicha patologia.

Nuestro pais no ha estado exento del interés por los productos naturales y es asi
como desde hace un par de afios, el Laboratorio de Endocrinologia Experimental y
Patologia Ambiental de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, ha llevado
a cabo estudios sobre la actividad estrogénica de extractos de plantas nativas de

distintas zonas geograficas del pais.

Para estudiar la actividad de plantas endémicas, se ha utilizado por afos el
modelo de Utero de rata pre-puber [28], debido a la baja presencia de hormonas
enddgenas y a la completa funcionalidad de los RE a los 21 dias de edad. Mediante la
utilizacion de este modelo experimental se han descrito respuestas estrogénicas
tempranas, las que se hacen evidentes 6 horas post -administracion de E2 y
respuestas tardias, donde se ha observado la maxima intensidad de otras respuestas
estrogénicas 24 h post administracion de E2. Dentro de las respuestas estrogénicas

benéficas se incluye al edemay la eosinofilia, en tanto que la induccion de mitosis y la
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hipertrofia celular son consideradas respuestas desfavorables. De tal forma que el FE
ideal seria aquel capaz de generar solo las respuestas favorables atribuidas al E2.

Una de las plantas analizadas que mas se acerca al FE ideal es la designada
con el cédigo 185a. Utilizando el modelo descrito y luego de someter la planta a
fraccionamiento con solventes de polaridad creciente, hemos podido demostrar que la
fraccion polar 185a4 es capaz de inducir respuestas estrogénicas favorables.

Se observo que la fraccién 185a4 inducia eosinofilia uterina a las 24 h, esta
respuesta no se manifesté a las 6 h como sucede con el E2 (Fig. 12). De lo anterior se
deduce que alguno de los compuestos de esta fraccion seria capaz de unirse a los RE
presentes en los tejidos uterinos analizados, requiriendo mas de 6 h para provocar
una respuesta estrogénica. Ademas se observd un efecto antagonista de la fraccion
185a4, el cual disminuyd significativamente la respuesta inducida por E2 sélo a las 6
horas. Para explicar lo anterior, puede considerarse que en la fraccion 185a4 existe
algin compuesto capaz de unirse a RE sin activar los mecanismos que generan
eosinofilia pero compitiendo con el estradiol por la unién a estos receptores.

Otra de las respuestas evaluadas fue el edema uterino, desarrollado en estroma
superficial y profundo (figuras 13 y 14 respectivamente). En ambos tejidos uterinos la
fraccion no indujo edema a las 6 h; muy por el contrario, se evidencié un aumento
significativo de nucleos por campo (p<0,0001) en relacion al grupo tratado con suero.
Esto significa que en el grupo que recibié la fraccion 185a4 se produjo una
deshidratacion con la consecuente disminucién del volumen celular. Este efecto podria
atribuirse a la capacidad de algin compuesto presente en la fraccién ensayada, capaz
de invertir la direccionalidad de los canales de agua presentes en las células, o de
aumentar la permeabilidad. Al respecto, se ha demostrado que algunos FE como la
genisteina y la daidzeina pueden cambiar los patrones de expresion de las
aquaporinas 1, 3, 5y 9 presentes en Utero de rata [52]

La administracion de la fraccion 185a4 una hora antes de E2, fue capaz de
antagonizar la actividad estrogénica s6lo a las 6 h, sugiriendo el uso del mismo
mecanismo de accion tanto para la fraccion 185a4 como para E2.

Pasadas 24 h la fraccion 185a4 fue capaz de provocar una clara respuesta
estrogénica (edema) en estroma superficial (p<0,0001) y profundo (p<0,05) donde

actué como un sinergista de la actividad de E2 al administrarlo una hora antes de éste
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(Fig. 13 y 14). Lo anterior, al igual que lo observado para eosinofilia sugiere que el
compuesto responsable de la actividad del extracto comparte las mismas vias de
accion estrogénicas que E2, pero que necesitaria mas de 6 h para inducir edema
(transactivacion mas lenta del receptor).

En cuanto a las respuestas tardias, durante este trabajo se midio la capacidad
de inducir hipertrofia celular en MC de la fraccion 185a4 comparandolo con la de E2.
Pasadas 6 h la fraccién no es capaz de inducir respuesta significativa, y al igual que en
edema incluso se observé un aumento del nimero de células por campo (Fig. 15). A
las 24 h la fraccién tampoco indujo hipertrofia celular, pero no se observé el aumento
del nimero de células por campo al contrastarlo con el control negativo.

El dltimo parametro evaluado in vivo también corresponde a los clasificados
como respuesta tardia. La fraccién 185a4 fue capaz de inducir mitosis uterina a las 6 h,
efecto que esta vez fue antagonizado por la actividad de E2 administrado una hora
después del extracto; nuevamente apuntando al uso de mismo mecanismo de accién
de la fraccion y de E2 (Fig. 16). Transcurridas 24 h la fraccion mantuvo una actividad
mitética significativa con respecto al control, pero definitivamente mucho menor que la
actividad de E2.

Durante el ensayo toxicolégico no se observaron signos de toxicidad oral
aguda, ni tampoco variacion significativa del peso de las ratas tratadas con el extracto
completo 185a en comparaciéon con el de las ratas no tratadas, estableciendo que la
dosis toxica para este extracto es mayor a la utilizada durante este ensayo (5g/kg de
peso corporal de rata), dosificacion maxima permitida en ensayos de toxicidad oral
aguda en ratas segun la OECD/OCDE. Estos resultados confirman la presuncion del

bajo riesgo para la salud del uso de este extracto.

Anexo a lo anterior se realizaron andlisis cualitativos del extracto polar 185a y
de su fraccion 185a4. La cromatografia en capa fina permitié detectar cualitativamente
la presencia de esteroles como B-sitosterol utilizado en el tratamiento de la hiperplasia
prostatica, la quercetina y el acido oleandlico ademés de la presencia de taninos y
saponinas no identificados, descartando la presencia de los siguientes FE: genisteina,

daidzeina, cumestrol, biochanina A y formononetina. No se descarta la presencia de
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otros principios activos. Estos resultados son casi totalmente concordantes con el
andlisis por HPLC, el que también descart6 la presencia de genisteina, daidzeina, pero
ademas constato la presencia de kaemferol y apigenina. Esta discrepancia con el
método de CCF puede deberse a la baja concentracion del kaempferol en el extracto,
que si se pudo evidenciar con una técnica méas sensible como HPLC, por lo que los
efectos in vivo de este extracto podrian ser atribuidos al Kaempferol y/o apigenina, o a

otras moléculas aun no identificadas, y no necesariamente a un FE.
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V.

CONCLUSIONES

Luego de administrar la fraccibn 185a4 a ratas pre-plUberes se observa
eosinofilia uterina significativa a 24 h. La fraccion podria actuar como
antagonista estrogénico debido a que inhibe la respuesta inducida por 17-B
estradiol aunque sélo a las 6 h.

La fraccién 185a4 induce edema uterino en estroma profundo y superficial a
24 h y podria actuar como antagonista estrogénico ya que inhibe la respuesta a
E2 a 6 h, o como sinergista debido a la potenciacion del efecto estrogénico

evidenciado a 24 h.

La fraccién 185a4 no tuvo la capacidad de inducir hipertrofia uterina a 6 ni a

24 h, y tampoco madifico la respuesta E2 al administrarse conjuntamente.

La fraccién 185a4 produce mitosis uterina a 6 y a 24 h, aunque cabe destacar
gue a 24 h la respuesta a la fraccién 185a4 fue significativamente menor a la

inducida por E2.

El extracto 185a no genera toxicidad oral aguda a una dosis de 5g/kg de
peso corporal de rata, ni produce alteraciones patolégicas asociadas a su

consumo en higado rifién o cerebro.
Los resultados obtenidos mediante HPLC y CCF para el extracto 185a

sugieren la presencia de esteroles como [-sitosterol, quercetina y &cido

oleandlico y de flavonoides como apigenina y kaempferol
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