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RESUMEN

Las acciones estrogénicas de los fitoestrogenos han sido ampliamente estudiadas en
las Gltimas décadas. Estos efectos agonistas y/o antagonistas estrogénicos en diversos
organos, despertd el interés de la comunidad cientifica en la medicina tradicional y
ancestral.

El presente estudio in vivo, se realizd en Utero de ratas impuberes de 21 dias de
edad, tratadas con dos extractos preparados a partir de la misma planta medicinal, pero
procesados de forma distinta. Las ratas fueron inyectadas subcutdneamente con cada uno de
los extractos o su vehiculo y/o 17 estradiol; los cuernos uterinos fueron extraidos 6 y 24 h
post-tratamiento y luego procesados histolégicamente. Las variables no gendmicas
evaluadas fueron: numero de eosindfilos uterinos, su distribucion dentro del dtero,
porcentaje de eosinofilos degranulados y edema en estroma endometrial profundo vy
superficial. Entre las respuestas gendmicas se evalud hipertrofia celular en miometrio
circular.

En ausencia de estradiol, los extractos 2la (solucidén hidroalcohdlica) y 22a
(solucion etandlica) no inducen eosinofilia uterina, pero generan edema en estroma, aunque
de menor magnitud que el generado por estrogeno. Los dos extractos generaron una
hipertrofia de miometrio circular de magnitud comparable a la generada por estradiol. La
administracion del extracto 21a, previo a la administracion de 17 estradiol, disminuyo
drasticamente la eosinofilia, efecto que no fue generado por el extracto 22a. Sin embargo,
con ambos extractos se evidencié una mayor proporcion de eosindfilos en los tejidos mas
profundos de datero (miometrio circular y estroma) y una mayor proporcion de

degranulados, en comparacion a lo observado con 17 estradiol. La administracion de cada



extracto asociado a 17 estradiol, gener6 edema endometrial de mayor magnitud al
generado por estrogeno, para el caso del extracto 22a la méxima respuesta se observo a las
6 h y para el extracto 21a a las 24 h. Se observo un efecto potenciador de la hipertrofia
celular de miometrio circular a las 24 h, luego de administrar los extractos asociados a 17§
estradiol.

El extracto 21a mostrd la capacidad de generar respuestas no genémicas (edema) y
genomicas (hipertrofia), e inhibir la eosinofilia en Gtero de rata prepuber, por lo que posee
algan principio activo con capacidad de disociar respuestas estrogénicas. Se hace necesario
evaluar otras respuestas estrogénicas consideradas de riesgo, tales como hiperplasia uterina

para visualizar potenciales aplicaciones terapéuticas.



SUMMARY

The oestrogenic actions of phytoestrogens were widely investigated during the last
decades. Their beneficial effects are well documented in experimental and in
epidemiological studies. Their agonistic and/or antagonistic oestrogenic effects in various
organs oriented the scientific community interest on traditional and ancestral medicine.

The present in vivo study was performed in immature 21-day-old female rats, treated
with two extracts preparated from the same medicinal plant but processed in a different
way. The rats were subcutaneously injected with one of both extracts or vehicle and/or 173
estradiol, the uterine horns were excised 6 and 24 h after hormone or extract treatment, and
further histologically processed. The following non-genomics parameters were evaluated:
number of uterine eosinophils, their distribution within the uterus, percentage of
degranulated eosinophils, and edema in deep and superficial endometrial stroma. Among
genomic responses, circular myometrial cell hypertrophy was evaluated.

In the absence of oestradiol, the extracts 21a (hydroalcoholic solution) and 22a
(ethanolic solution) do not induce uterine eosinophilia but cause an endometrial oedema of
less magnitude than the induced for oestrogen. Both extracts cause myometrial cell
hypertrophy of similar magnitude than generated by oestradiol. The association extract 21a,
but not 22a, displayed an antagonistic effect for uterine eosinophilia. Both extracts showed
a greater proportion of eosinophils in the deeper tissues of uterus (myometrium and
endometrium) and a greater proportion of degranulated eosinophils as compared to
treatment with oestradiol alone. The association of extracts 21a or 22a with estradiol
induces endometrial oedema of greater magnitude than that induced by oestrogen alone, at

6 h (extract 22a) or 24 h (extract 21a) of estrogen treatment. In addition, an important



synergistic effect of the extracts on estrogen-induced myometrial hypertrophy was observed
at 24 h after hormone treatment.

The extract 21a showed the capacity to induce responses no genomic (oedema) and
responses genomic (hipertrophy) and inhibition of eosinophilia in uterus the rat prepuber,
dissociate estrogenic responses in the rat uterus. Other estrogenic responses considered at
risk, such as uterine hyperplasia, need to be evaluated to foresee potential therapeutic

applications.



I. INTRODUCCION

El estrogeno, una hormona descubierta a principios del siglo XX, que en la
actualidad continda sorprendiendo a la comunidad cientifica por sus complejos mecanismos
de accion gendémicos y no gendmicos sobre diversos tejidos vivos humanos y animales.
Hoy en dia la comunidad mundial esta expuesta a una gran gama de productos quimicos
con accidn estrogénica, entre estos se encuentra el uso de estrogenos sintéticos propios de
terapias anticonceptivas, de moléculas con accidén estrogénica selectiva (tamoxifeno,
raloxifeno) de uso en terapias de reemplazo hormonal y a sustancias no esteroideas con
actividad estrogénica potente constituyentes de plaguicidas, materiales plasticos y de
desecho. Las consecuencias de su accion en el organismo pueden ser muy diversas, que van
desde efectos indeseables como bochornos, descargas vaginales, menstruaciones
irregulares, trombosis venosa e hiperplasia endometrial hasta el desarrollo de ciertos
canceres hormono-dependientes como por ejemplo cancer endometrial y mamario. Estas
son algunas de las razones por las cuales existe un creciente interés de las ciencias médicas
actuales por el rol fisiolégico y farmacoldgico de los componentes bioactivos presentes en
las plantas y de los efectos capaces de producir en los tejidos vivos. Las sustancias de
origen vegetal con propiedades agonistas estrogénicas en algunos tejidos y antagonistas en
otros se les conoce bajo el nombre de fitoestrogenos y esta accion selectiva, los hace
futuros candidatos para utilizarlos como moduladores selectivos de receptores estrogénicos
(SERM) en las terapias de reemplazo hormonal (Fitzpatrick, 1999). Existen numerosos
estudios que aportan resultados convincentes sobre la accion benéfica de los fitoestrogenos
en hueso, sistema cardiovascular, desordenes cognitivos, sintomatologia climateérica,

metabolismo de lipidos, diabetes y cancer (Takeshi, 2006).



El presente estudio utilizard un extracto de planta nativa chilena de la cual se tiene
antecedentes de accidn estrogénica y antiestrogénica basados en conocimientos de pueblos
originarios sobre la flora medicinal autdctona. Se observaran los cambios en algunas
respuestas estrogénicas no gendmicas y gendmicas sobre Gtero de ratas pre-puberes. En
relacion a las respuestas no-gendmicas, los eosinofilos migran al Utero luego de la
exposicion a estrogenos y degranulan su contenido, provocando cambios en la matriz
extracelular, entre los cuales el més evidente es el edema endometrial. Las variables no
gendmicas a evaluar son edema uterino, numero, distribucion y degranulacion de
eosindfilos uterinos. Entre las respuestas gendmicas a evaluar, se encuentra la hipertrofia

celular en miometrio circular.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. DINAMICA DE ACCION DE LAS HORMONAS

ESTEROIDALES

La actividad biologica de un esteroide esta determinada por el nimero de carbonos
presentes en su estructura; asi, podemos decir que un esteroide de 21 carbonos tiene
propiedad de progestageno, uno de 19 carbonos tiene accion de andrégeno, en cambio uno
de 18 carbonos tiene actividad de estrogeno; todos los cuales poseen un origen comdn
desde un esteroide de 27 carbonos conocido como colesterol (Hafez, 1996).

El ovario sintetiza al menos 8 tipos de estrdgenos; entre ellos el estradiol, y en
menor importancia estrona y estriol. El estradiol circula en el plasma unido en un 58% a la
albdmina, en un 40% a la proteina transportadora de hormonas sexuales (SHGB) y el 2%
restante circula libre por el plasma (Tresguerres et al., 2005). En el higado sufren
conjugaciones con ac. glucurénico y ac. sulfirico, reduciendo su actividad y facilitando su

excrecion biliar y urinaria (Flérez et al., 2003).

2.1.1. RECEPTORES ESTROGENICOS

Hasta el momento se han descrito dos isoformas de receptores estrogénicos
nucleares, denominados alfa (REa) y beta (REpB) (Ascenzi et al., 2006), sin embargo, esta
clasificacion no excluye la existencia de otras isoformas que no han sido demostradas por
trabajos de investigacion.

En cuanto a su distribucion, los receptores de estrogenos a y B se coexpresan en

hueso, ovario, mama y en vasos sanguineos (Nilsson et al., 2001). El REa tiene una alta a



moderada expresion en hipofisis, Gtero, testiculo, epididimo, rifién y glandulas
suprarrenales; por el contrario, los REP tienen una alta expresion en tejidos tales como
prostata, vias urinarias, pulmén y vejiga (Kuiper et al., 1997). Existen disruptores
endocrinos que se unen con una afinidad menor, mayor o similar a ambos tipos de
receptores estrogénicos, entre ellos podemos mencionar al DDT (1,1,1-Tricloro-2,2-bis(4-
clorofenil)-etano), PCB (bifenoles policlorinados) y las dioxinas. Los fitoestrogenos
también se unen a receptores estrogénicos y pueden inducir o modificar al menos algunos
de los efectos mediados por ellos. La zearalenona, genisteina, cumestrol y daidzeina son los
fitoestrogenos mas potentes, los cuales tienen una mas alta afinidad por el RES (Kuiper et
al., 1998) y, por consiguiente, una mayor potencia para gatillar la actividad transcripcional
mas con el REP que con el REa (Jinping et al., 2001). En estos receptores se reconocen tres
dominios funcionales independientes que interaccionan entre ellos. EI dominio AF-1 (A/B;
extremo aminoterminal), fraccién del receptor independiente del ligando, que no necesita
fijar estradiol para iniciar la transcripcion génica (Levin, 2005). El dominio AF-2 (dominio
D/E/F extremo carboxiterminal), dependiente del ligando, donde se fijan estradiol y
fitoestrogenos. Existe un tercer sitio de interaccion conocido como dominio de unidn al
ADN o dominio C, que participa en la dimerizacion del receptor y en la union de éste a las

secuencias especificas de ADN (Nilsson et al., 2001).

2.1.2. RESPUESTA GENOMICA

En estado de reposo o en ausencia de ligandos los receptores estrogénicos se
encuentran unidos a proteinas de shock térmico 70 y 90 (HSP). En presencia del ligando las
HSP se disocian del receptor y este sufre cambios conformacionales que permiten su

translocacion al nucleo (Ascenzi et al., 2006). El complejo hormona- receptor se une a



secuencias especificas de ADN conocidas como elementos de respuesta a estrogenos (ERE)
y, COMo consecuencia, se produce un cambio en la velocidad de transcripcion de los genes
que contienen los elementos de respuesta hormonal (Tresguerres et al., 2005). Esta
descripcion corresponde al mecanismo cléasico de accion de las hormonas esteroidales y
constituye lo que se conoce como respuesta gendmica.

Los receptores de estrogenos pueden regular la expresion génica a través de
distintos mecanismos (Bjornstrom & Sjoberg., 2005):

a) Union del complejo estrogeno-receptor directamente a los genes blanco de

estrogenos (ERE).

b) El complejo estrogeno-receptor se une a un factor de transcripcion que interactta

con los promotores de ciertos genes.

c) A traves de acciones gendmicas independientes de ligando que fosforilan y

activan al receptor para unirse a los ERE (ej; receptores fosforilados por factores de

crecimiento).

d) El estr6geno se une a una proteina de membrana plasmatica que activa las

cascadas de proteinas quinasas que fosforilan receptores estrogénicos y factores de

transcripcion que acttan sobre el ADN, permitiendo la expresién de un amplio

namero de genes que responden a estrégenos sin mediar un ERE, por ejemplo

proteina GPR 30 acoplada a proteinas G presentes en la membrana plasmaética

(Prossnitz et al., 2007).

Las respuestas génicas finales dependeran entonces de la interaccion directa del
receptor con el ADN, del reclutamiento de cofactores y co-represores, de la localizacion
celular de los receptores y de las modificaciones quimicas del receptor de estrégenos (Diel,

2002).



La existencia de esta respuesta gendmica se evidencia con el uso de actinomicina D
(antibidtico y antineoplésico), farmaco que bloquea la transcripcion. El resultado de un
experimento demostro que la actinomicina D cuando fue administrada a ratas impuberes 1h
antes de los estrogenos, bloque6 el aumento inducido por estrogenos en el contenido de
proteinas y RNA, pero no bloqueo6 la eosinofilia uterina inducida por estrégenos ni el
aumento del peso humedo uterino, ambas respuestas no-genémicas (Tchernitchin &
Galand, 1982). Este hecho dejo en evidencia la existencia de una respuesta de tipo no

genomica e independiente de la respuesta gendmica.

2.1.3. RESPUESTA NO GENOMICA

Tchernitchin ha postulado un segundo mecanismo de accién hormonal para los
estrogenos, el cual involucra a los leucocitos eosindfilos. De acuerdo a la propuesta,
existiria un receptor de estrégenos en la superficie del eosinéfilo que cumple con las
siguientes caracteristicas: a) alta afinidad de unién por 17f estradiol, b) alta especificidad
por moléculas de accidn estrogénica, pero no por otras hormonas esteroideas (progesterona,
testosterona y corticosterona) y c¢) saturabilidad y competencia (Tchernitchin, 1969;
Tchernitchin et al., 1985).

Dentro del atero, con posterioridad a la administracion de 17p estradiol, los
eosindfilos se encuentran predominantemente en el estroma profundo de la mucosa y en el
tejido conectivo entre las capas musculares, y, en grado menor, en el estroma subepitelial
de la mucosa y otros lugares. La captacion de estradiol tritiado por el receptor de membrana
en eosinofilos es disminuida por la presencia de 17p estradiol, estriol y estrona

(Tchernitchin, 1971).



Una vez que se forma el complejo hormona receptor en la superficie de los
eosindfilos, éste seria reconocido por receptores presentes en los vasos sanguineos y
migrarian desde la sangre al interior del Gtero, liberando diversos agentes inductores de
edema uterino, aumento de permeabilidad vascular y otras respuestas estrogénicas
(Tchernitchin et al., 1989). Esta migracidn se observa a los pocos minutos de la inyeccion
endovenosa de estradiol y la méxima intensidad de esta respuesta estrogénica no genémica
se produce entre las 6-12 h post-tratamiento con estradiol (Tchernitchin et al., 1974,
Tchernitchin et al., 1978). Se sabe que el 17 estradiol es un estrogeno potente para inducir
acumulacion de eosinofilos en el dtero, sin embargo se ha visto que otras sustancias
estrogénicas, tales como, 17a estradiol (Silva et al., 1997) y Dietilsilbestrol (DES) (Grunert
et al., 1986) son capaces de inducir una mayor degranulacion de eosinéfilos sanguineos en
comparacion con estradiol.

Si bien es cierto que la migracion y degranulacion de eosindfilos en Gtero desarrolla
edema uterino, no podemos obviar la participacion de otros mecanismos paralelos y
complementarios a la generacion de este edema. Uno de estos mecanismos, es la liberacion
de dxido nitrico (Kim et al., 2008) y prostaciclina (Bukhtiar, 2005) en el endotelio capilar
en respuesta a estrogeno, los cuales son potentes vasodilatadores que conducen a un

aumento de la permeabilidad vascular uterina y por ende a un mayor edema local.



2.2. FITOESTROGENOS

2.2.1. CLASIFICACION Y FUENTES ALIMENTICIAS DE

FITOESTROGENOS

Los estrogenos se dividen en naturales y sintéticos (Tabla 1). Entre los estrégenos
naturales se encuentran los micoestrogenos como la zearalenona que es producida por los
hongos que contaminan los cereales almacenados en condiciones de humedad y a los
fitoestrdgenos que son productos de sintesis de algunas plantas y con accion bioldgica
semejante a la de los estrogenos, aunque la mayoria de ellos al carecer del nucleo esteroide
de 18 carbonos no son esteroides. Entre los sintéticos encontramos a los promotores del
crecimiento (mejor conocidos como anabdlicos) y a los xenoestrdgenos como algunos
pesticidas, compuestos derivados de materiales plasticos o diversos productos de desecho,
entre otros.

Existen tres grupos principales de fitoestrogenos: isoflavonas, cumestanos y ciertos
derivados de algunos lignanos (Murkies et al., 1998). Las primeras se encuentran en las
legumbres y los productos del poroto de soya; dentro de este grupo las mas conocidas son
la genisteina y daidzeina, las que son sintetizadas a partir de sus precursores biochanina A 'y
formononetina presentes en la planta (Tham et al., 1998). El segundo grupo, los
cumestanos, se encuentra en brotes de leguminosas como la alfalfa y trébol subterraneo
(Hafez, 1996). En cuanto al tercer grupo, los lignanos, se encuentran principalmente en
vegetales, frutas y otros alimentos ricos en fibra (Murkies et al., 1998; Tham et al., 1998).

(Tabla 2)



Tabla 1.- Clasificacion de las principales moléculas con actividad

estrogénica.

Naturales

Esteroides Ovaricos

Moléculas activas

17 estradiol

Estrona
Estriol
Fitoestrégenos
Cumestanos Cumestrol
Lignanos Enterodiol - enterolactona
Estilbenos Resveratrol
Flavonas Apigenina- Quercetin
Isoflavonas Genisteina, p-etilfenol, daidzeina, equol,

gliciteina

Micoestrégenos

Zearalenona

Zearalanol

Sintéticos

Promotores del crecimiento

Xenoestrogenos

Dietilsilbestrol (DES)

DDT

Fuentes; Tresguerres et al., 2005; Murkies et al., 1998; Tham et al., 1998; Lampe, 2003; Bustos et al., 1996; Locatelli et

al., 2005




Tabla 2.- Fuentes alimenticias de fitoestrogenos

Isoflavonas Lignanos Cumestanos Estilbenos
Legumbres: Cereales: Alfalfa Hollejo de Uva
Lentejas Trigo Avena Trébol Subterraneo Mani
Garbanzos Cebada Salvado Trébol Rosado
Porotos Lapulos  Arroz Brotes tiernos de soya
Derivados de la Soya: Centeno  Afrechos
Harina Frutas y Verduras:

Poroto Manzana Zanahoria
Granos Naranja Cebolla
Leche Cerezas Linaza
Semillas Peras Ajo

Tofl Brocoli  Esparragos

Tomates Apio

Fuentes; Murkies et al., 1998; Tham et al., 1998; Hafez, 1996.

Hoy en dia uno de los cambios mas drasticos de la cultura occidental es la
incorporacion en la alimentacion de cantidades cada vez mayores de carne animal, aceites,
grasas saturadas y, con ello, la menor ingesta de vegetales. En las culturas asiaticas, el
consumo de alimentos vegetales es mayor y mas diverso, llegando a un consumo promedio
de 40 mg/dia de isoflavonas. En contraste a lo observado en el mundo occidental, estudios
epidemioldgicos en poblaciones asiaticas sugieren que el consumo de dietas ricas en
isoflavonas y lignanos esta asociada con un bajo riesgo de enfermedades tales como cancer

de mama, prostata, colon y enfermedades cardiovasculares, entre otras (Adlercreutz, 1995).




2.2.2. ESTRUCTURA, ABSORCION Y METABOLISMO DE LOS

FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos son componentes de diversas especies vegetales a los cuales se les
atribuyen propiedades estrogénicas y/o antiestrogénicas. Esta afirmacion se sustenta en el
hecho de que estos fitoquimicos poseen en su estructura quimica al menos un anillo
fenolico (Figura 1), que tiene afinidad por el receptor de estrdgenos

(Setchell,1998).

Isoflavonas
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Figura1: Estructura quimica de las principales isoflavonas vy lignanos



Las isoflavonas presentes en las comidas de origen vegetal como por ejemplo
poroto de soya, se encuentran predominantemente en forma de malonylglucésidos,
acetylglucosidos, glucosidos (genistina, daidzina, glicitina) y en proporcién muy menor
como agliconas (genisteina, daidzeina, gliciteina). Los lignanos, en cambio, se encuentran
en las formas secoisolairiciresinol y metairesinol, ambos precursores de sus metabolitos
enterodiol y enterolactona (Lampe, 2003).

Muchos de los cambios metabdlicos de los fitoestrogenos ocurren en el colon,
intestino delgado e higado (circulacién enterohepatica). La mayor biotransformacion se
realiza por la microflora intestinal a través de las glicosidasas bacterianas que acttan sobre
los glicésidos dietarios de lignanos e isoflavonas (Wiseman et al., 2004; Setchell, 1998;
Setchell et al., 1984). Los metabolitos principales son p-ethylphenol en relacion a
genisteina; equol en cuanto a daidzeina y enterodiol, enterolactona para
secoisolairiciresinol y metairesinol respectivamente (Lampe, 2003). Wiseman et al. (2004),
en su estudio con individuos humanos concluy6 que una dieta alta en soya (104 mg/dia de
isoflavonas) determina mayores concentraciones de agliconas genisteina, daidzeina y de sus
metabolitos en sangre, orina y fecas. En cuanto al metabolito equol, éste y otros trabajos
han demostrado que su produccidon se presenta sélo en el 35% de los individuos,
concluyendo que existen diferencias en la microbiota bacteriana intestinal de humanos,
independiente del sexo y capaz de sintetizar al metabolito (Wiseman et al., 2004; Setchell
et al., 1984). En cuanto a los lignanos, la conversion del secoisolariciresinol requiere de la
participacion de comunidades anaerobias bacterianas para su desmetilacion (formacion de
enterodiol) y deshidroxilacion (formacion de enterolactona). A diferencia de los hombres,
las mujeres tienden a presentar méas altas concentraciones de organismos productores de

enterolignanos (Clavel et al., 2005).



Las isoflavonas una vez hidrolizadas y metabolizadas quedan libres en intestino
para su absorcion y conjugacion con acido glucurénico y en menor proporcion con acido
sulfarico. Esta conjugacion ocurre principalmente en higado y en menor importancia en
riidn e intestino. Su capacidad esta dada por la actividad de los microsomas tisulares
presentes en estos tejidos, los cuales contienen variadas isoformas de enzimas
(glucuronosyl transferasas y sulfotranferasas) que originan a la vez diferentes cantidades y
variaciones de isdbmeros para las respectivas agliconas, como el caso del 7- glucurénido que
tiene una magnitud mas alta que el 4- glucurénido tanto para genisteina como para

daidzeina (Doerge et al., 1999; Setchell, 1998).

La genisteina y daidzeina presentes en los alimentos pueden ser detectadas en
sangre a los 30 minutos de ingeridas, con un peak de concentracion plasmatica entre las 5 y
9 h post alimentacién. Estas concentraciones maximas y sus tiempos plasmaticos varian
dependiendo del tipo de alimento, relacién agliconas/glicésidos y de la matriz alimenticia
(Cassidy et al, 2006). Se ha cuantificado la excrecion de fitoestrégenos y sus metabolitos en
orina, leche (Franke et al., 1998) y fecas (King 1998). En cuanto a la tasa de excrecion
urinaria en humanos, ésta es notoriamente mas alta para daidzeina al compararla con
genisteina (King & Bursill 1998) vy la tasa de excrecion urinaria de sus metabolitos en ratas

es mas alta para equol al compararlo con su homdlogo p-ethylfenol (King, 1998).



2.2.3. EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS FITOESTROGENOS

La accion de los fitoestrogenos sobre los tejidos esta sustentada por diversos
estudios cientificos in vitro, in vivo y epidemioldgicos. La respuesta de los distintos tejidos
a las isoflavonas comprende vias no genémicas en algunos y gendmicas o ambas en otros,
que otorgan a los fitoestrégenos la capacidad de actuar como moduladores selectivos de

respuestas estrogénicas en los diversos tejidos.

2.2.3.1. EFECTOS CARDIOVASCULARES

Estudios de seguimiento hechos en poblaciones humanas, indican que el consumo
de isoflavonas y lignanos en mujeres postmenopausicas se relaciona con un riesgo menor
para desarrollar enfermedad cardiovascular y sindrome metabdlico (hipertension, obesidad,
dislipemia con o sin hiperglicemia) (de Kleijn et al., 2002; van der Schouw et al., 2002).

Se reconoce hoy en dia la presencia de receptores estrogénicos alfa y beta en el
endotelio y musculo liso de los vasos sanguineos. A través de éstos, los estrdgenos ejercen
sus efectos sobre el endotelio vascular, a los cuales podemos clasificar en dos tipos
(Mendelsohn, 2000):

a) Rapidos; como el aumento de la vasodilatacion y de la produccion de oxido

nitrico.

b) Prolongados o Tardios; como la disminucion de la ateroesclerosis, injuria

vascular y proliferacion de células de musculo liso.



En el endotelio vascular se sintetizan y liberan numerosos factores biolégicamente
activos y entre ellos podemos mencionar al 6xido nitrico y la prostaciclina, que participan
en los fendmenos de vasodilatacion de grandes y pequefias arterias y venas. La genisteina
ha demostrado aumentar la actividad de la enzima 6Oxido nitrico sintasa, la cual a partir del
sustrato L-arginina sintetiza Oxido nitrico en las células endoteliales, lo que lleva a
relajacion de la musculatura lisa de la pared vascular tanto en hombres como en mujeres
con una potencia similar a la del 17 estradiol (Walker et al., 2001).

La prostaciclina es una prostaglandina que se origina a nivel endotelial a partir del
acido araquiddnico por la accion de ciclooxigenasas 2 (COX 2). En células endoteliales
humanas la genisteina y daidzeina han demostrado aumentar la expresion del RNAm y del
contenido de proteina COX 2, a través de mecanismos que involucran la participacion del
receptor de estrdgenos, con el consecuente aumento de la produccion de prostaciclina
(Hermenegildo et al., 2005).

Estos efectos sumados a otras propiedades de los fitoestrogenos como la inhibicién
de la agregacion plaquetaria (Liu et al., 1998) y efectos antioxidantes (Murkies et al., 1998;
Tham et al., 1998; Setchell, 1998), adquieren importancia para la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertensién y aterogénesis tanto en

hombres como en mujeres predispuestas a desarrollarlas.

2.2.3.2. EFECTOS ANTICANCERIGENOS

Diversos datos epidemioldgicos demuestran un efecto anticarcinogénico en las
sociedades asiaticas al compararlas con las occidentales. Estudios in vitro e in vivo

demuestran una correlacion negativa entre el consumo Yy excrecion urinaria de



fitoestrogenos con el cancer de mama, ovarios, prostata, pancreatico, gastrico y colon
(Herman et al., 1995).

En un estudio in vitro, por ejemplo, trabajando con lineas celulares de céncer
pancredtico Mia Pa Ca-2 (expresan receptores de estrogeno) y PANC-1 (no expresan
receptores de estrogeno), se observo en ellas que la daidzeina tuvo efectos antiproliferativos
a un IC50 (concentracion inhibitoria) menor en las primeras y mayor en las segundas. El
autor de este trabajo concluye que las diferencias en las concentraciones inhibitorias
indican mecanismos de accion distintos en ambos tipos celulares, postulando que en las
células Mia Pa Ca-2 participan fendmenos de competencia o saturacién del receptor de
estrogenos y que en las PANC-1 participa un mecanismo independiente del receptor, no del
todo claro (Guo et al., 2004).

Zhou et al., (1999) demostraron la inhibicion del crecimiento de un carcinoma
prostatico humano (LNCaP) trasplantado a ratones; en este experimento se observé que los
fitoestrogenos (genisteina, daidzeina) presentes en las dietas a distintas concentraciones,
disminuyeron significativamente el tamafio tumoral y que mientras mas altas las
concentraciones mayor la respuesta antitumoral (Zhou et al., 1999). Otros investigadores
han observado que el peso prostatico disminuye con dietas ricas en fitoestrogenos (equol,
genisteina y daidzeina) asociado a una disminucion paralela de la expresion del receptor de
androgenos (Lund et al., 2004a). Otros estudios consideran al equol como un antiandrégeno
capaz de unirse y secuestrar a la hormona dihidrotestosterona. Esta disminucion en los
niveles sanguineos del androgeno activo determina un menor crecimiento prostatico (Lund
et al., 2004b).

En un estudio in vitro genisteina y quercetina a bajas concentraciones mostraron un

efecto agonista estrogénico sobre las células de cancer de mama humano MCF7 que



expresan solo receptores de estrdgenos alfa y con ello un aumento de la proliferacion. Por
el contrario, dosis més elevadas produjeron una inhibicion de la proliferacion no sélo de
estas células, sino que también de la linea celular HeLa que no expresa receptores de
estrogenos (Maggiolini et al., 2001). Algunos investigadores postulan que los mecanismos
que utilizan estos fitoquimicos para la inhibicidn del crecimiento mamario es independiente
del receptor de estrogenos y de la inhibicion de las vias del factor de crecimiento epidermal

(Peterson & Barnes, 1996).

Por otro lado, Jinping et al., (2001) trabajando con una linea celular de
osteosarcoma humano (U20S) que coexpresa receptores de estrogenos a y 3, observé que la
presencia de genisteina inhibia la formacion del RNAm (transcripcion) necesario para la
produccion de factor de crecimiento tumoral a (TNFa) a través del REB (Jinping et al.,
2001).

De los trabajos cientificos citados precedentemente, podemos concluir que el
potencial anticancerigeno de los fitoestrogenos se debe tanto a mecanismos que involucran
la participacion del receptor de estrégenos como también a mecanismos que modifican las
vias de sefalizacién intracelular. La literatura actual propone diversos mecanismos para
explicar las propiedades anticancerigenas de los fitoestrégenos, entre los cuales podemos
citar a:

o Competencia de los fitoestrogenos y el 17p estradiol por unirse a los receptores de
estrogenos. Los fitoestrogenos presentan una mayor afinidad por el REf y, por ende,
una mayor actividad transcripcional asociada a este receptor (Jinping et al., 2001;
Kuiper et al., 1998). Estas ultimas investigaciones no permiten descartar una posible
represion o atenuacion de la actividad transcripcional del REa a través de la activacion

del REP por los fitoestrogenos (Jin et al., 2008).



Reclutamiento de co-activadores o co-represores distintos (Jinping et al., 2001), lo
que sumado a diferencias en el nimero, tipo y distribucion de receptores estrogénicos
tisulares determina una respuesta final selectiva en los maltiples 6rganos diana (Nilsson
etal., 2001).

Induccion de apoptosis por la genisteina. La presencia de proteina PTEN (fosfatasa y
tensina homologa ubicada en el cromosoma 10) se ha relacionado positivamente con
fendmenos de apoptosis. La genisteina ha demostrado aumentar la expresion de PTEN
y la expresidon de genes pro-apoptoticos p21ly Bok en lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 (Dave et al., 2005).

Inhibicién de diversas enzimas implicadas en la diferenciacion y crecimiento
tumoral. Por ejemplo; la inhibicion de la genisteina sobre las proteinas tirosin kinasas
que son receptoras del factor de crecimiento epidermal, contribuyendo con ello a un
importante rol antiproliferativo y bloqueo de sefiales de transformacion celular
(Akiyama et al., 1986). Ademas, se puede citar la inhibicion de enzimas
esteroidogénicas como 3 y 17B deshidrogenasas (Whitehead et al., 2002), sulfatasa
estrona (Rice & Whitehead, 2006), DNA polimerasas (Locatelli et al., 2005) y
aromatasas (Kao et al., 1998).

Inhibicion de la angiogénesis a través del bloqueo de la produccion de factores de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF y IGF-1) (Zhou et al., 1999).

Aumento de los niveles de globulinas transportadoras de hormonas sexuales. Se ha
estudiado que un consumo promedio de 69 mg/dia de isoflavonas determina un
aumento de estas proteinas en el plasma de mujeres postmenopausicas y con ello una

menor concentracion de estradiol libre circulante (Pino et al., 2000).



Aumento de la conjugacién de estradiol. Pfeiffer et al. (2006), trabajando con
microsomas hepaticos demostraron que la daidzeina aumenta la glucuronidacion del
estradiol, especificamente del 3- glucurdnido estradiol. La inactividad de este estradiol
conjugado, convierte a este mecanismo en un medio protector de la carcinogénesis
mediada por estradiol (Pfeiffer et al., 2006).

Antioxidante. Las isoflavonas genisteina - apigenina poseen propiedades
antioxidantes relacionadas en parte a sus grupos hidroxilos presentes en su estructura vy,
por otra parte, al aumento de la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa,
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa) en tejidos tales como piel e intestino, pero
también en otros 6rganos como higado, rifion y pulmén (Wei et al.,, 1995). La
produccién de radicales libres peroxido de hidrogeno y aniones superoxidos son
capaces de estimular algunas vias genomicas, la genisteina entonces mostraria una

actividad antiproliferativa a través de sus propiedades antioxidantes.

2.2.3.3. EFECTOS SOBRE ESTRUCTURA OSEA

La edad y el progresivo descenso de los estrdgenos enddgenos aceleran la pérdida

de hueso en mujeres postmenopausicas. Estudios in vitro en lineas celulares de

osteosarcoma humano (MG-63) tratadas con genisteina, daidzeina y resveratrol, han

demostrado inducir en los osteoblastos un aumento de la sintesis de fosfatasa alcalina y

osteoprotegerina (inhibidora de la osteoclastogénesis), como también una inhibicion de la

secrecion de IL-6 (citoquina osteolitica), todos fendmenos relacionados con diferenciacion

osteoblastica (Gortazar et al., 2005). Estudios de intervencion dietaria en mujeres post-

menopausicas han demostrado que una ingesta de 53 mg/dia de isoflavonas determina una



mayor densidad mineral 6sea de vértebras lumbares (L1-L2) y caderas al compararlas con
mujeres postmenopausicas que consumen una concentracion mas baja de isoflavonas (2,1
mg/dia). Estos cambios se correlacionan con una menor concentracion plasmatica de
indicadores de resorcion ésea como hormona paratiroidea, osteocalcina y N telepéptido
(Mei et al., 2001). El equol también ha demostrado influir en la arquitectura del hueso. Una
dosis de 0,5 mg/dia de equol en ratas ovarioectomizadas (OVX) se correlaciona
positivamente con una mayor densidad mineral 6sea en vértebras lumbares y fémur;
ademas, esta dosis se asocia a un menor nimero de osteoclastos y sus efectos, al igual que
genisteina, ocurren sin induccion de cambios morfol6gicos a nivel uterino (Fujioka et al.,
2004; Ishimi et al., 1999). Por esta accién selectiva se considera a los fitoestrégenos como
farmacos naturales capaces de reemplazar o disminuir el uso de estrégenos sintéticos en

periodos postmenopausicos.

2.2.3.4. OTROS EFECTOS

Algunos investigadores reconocen el efecto de la soya sobre las concentraciones de
lipidos y lipoproteinas plasmaticas, es decir, una disminucién del colesterol total, LDL y
VLDL y aumentos del HDL (Murkies et al., 1998; Potter, 1995). Una dieta alta en soya
protege de la peroxidacion lipidica in vivo; ésta se relaciona a niveles plasmaticos méas

bajos de prostaglandina 8-epi-PGF,,, (bioindicador de peroxidacion lipidica) y a una mayor

resistencia de las LDL a la oxidacion (Wiseman et al., 2000, Tikkanen et al., 1998).
Polifenoles presentes en el vino tinto, entre ellos resveratrol y quercetina, han demostrado

aumentar la actividad del receptor LDL y disminuir la secrecion de apolipoproteina B100



(constituyente de LDL y VLDL) de una forma similar a la atorvastatina en células hepaticas
HepG2 (Pal et al., 2003).

La genisteina in vitro ha demostrado aumentar la secrecion de insulina por las
células B pancredticas en presencia de glucosa y en forma independiente del receptor de
estrogenos. Esta secrecion de insulina se correlaciona con el aumento del AMPc y éste a un
aumento de la actividad adenilato ciclasa por la genisteina (Liu et al., 2006).

Los estrgenos acttan a nivel de sistema nervioso central a través de mecanismos
genomicos dependientes e independientes del receptor de estrogenos. Las vias de accion
rpida parecen ser mas importantes cuando se habla de funciones cerebrales, entre ellas
destacan las vias de sefiales MAPK e IP-3, relacionadas con el aumento de la sobrevivencia
neuronal (Belcher & Zsarnovszky, 2001). Aunque se requieren de mayores estudios para
confirmar la influencia positiva de los fitoestrogenos en las funciones del sistema nervioso
central, existen publicaciones que relacionan su consumo con un mejoramiento de las
funciones cognitivas en mujeres postmenopausicas que presentan un periodo de climaterio
mayor (Franco et al., 2005).

El equol aplicado tépicamente ha demostrado proteger del dafio inducido por la luz
ultravioleta en el DNA de las células dérmicas y epidérmicas de la piel, considerando su

uso en lociones o cremas tdpicas destinadas a prevenir el cancer de piel (Widyarini, 2006).

Por el contrario, algunos autores describen aspectos negativos de los fitoestrégenos,
entre estos podemos citar:

Disminucion de la fertilidad inducida por el cumestrol que a bajas dosis inhibio el
ciclo estral en ratas hembras adultas y las crias hembras expuestas neonatalmente por 21

dias de tratamiento a este fitoestrogeno presentaron estro persistente a la edad reproductiva.



También se ha descrito una demasculinizacion de crias machos, provenientes de madres
tratadas con cumestrol durante la gestacion hasta los 10 dias post nacimiento; en ellos se
observo que a la edad adulta aumentd la latencia de montas y latencia de eyaculaciones
(Whitten et al., 1995).

Otros autores destacan el riesgo que involucran los altos niveles de fitoestrogenos
en formulas alimenticias infantiles, ya que los infantes desde las 4 semanas de edad pueden
digerir, absorber y excretar estas isoflavonas tan eficientemente como un adulto. Un estudio
en Nueva Zelanda determind que las dosis diarias de isoflavonas que aportaban las
férmulas infantiles en base a soya eran de 3,2 mg/kg/dia (Irvine et al., 1998). Franke et al.,
(1998) analizando las concentraciones promedio de isoflavonas presentes en productos
infantiles de distintas marcas, concluyeron que el consumo de isoflavonas totales puede
llegar a 7 mg/kg/dia, equivalente a una ingesta 4 a 6 veces mas elevada que la ingesta diaria
de un adulto consumidor de alimentos ricos en soya. Su ingesta y efectos ocurren durante la
etapa de vida mas sensible para la induccién o programacion de enfermedades en la vida
adulta, lo que podria involucrar cambios en los patrones de diferenciacion de los tejidos
(imprinting) (Tchernitchin et al., 1999). La exposicion a elevadas concentraciones de
fitoestrdgenos a edades precoces puede ser perjudicial en nifios, pudiendo ser la
responsable de telarquia precoz y el adelanto de la pubertad en nifias, 0 ginecomastia en

varones (Garcia, 1999).



2.3. FITOESTROGENOS Y MEDICINA VETERINARIA

La informacion disponible en la actualidad sobre los efectos de fitoestrogenos en
animales de produccion y compafia es muy escasa. En el presente capitulo se comentaran
brevemente algunos de los efectos observados en las especies de interés en medicina
veterinaria.

Las especies de plantas forrajeras que contienen elevadas concentraciones de
fitoestrogenos son alfalfa, trébol blanco, trébol subterraneo, trébol rosado, poroto de soya,
trébol alejandrino, vicia, avena, centeno y otras, todas destinadas a la alimentacion animal
de rumiantes. La concentracion de estrogenos vegetales en las plantas puede variar por
diversos factores, entre ellos la edad de la planta, sequia, fertilizacion, paréasitos, estacion
del afio, entre otros.

El efecto principal que se observa en el ganado expuesto a praderas con una elevada
concentracion de fitoestrogenos es la disminucién de la fertilidad en el rebafio, que cede
con la disminucién del consumo de las praderas (Adams, 1995). Una vez que la planta es
ingerida por los rumiantes, ésta es fraccionada, digerida y metabolizada por los
microorganismos ruminales. Las agliconas y sus metabolitos son conjugados en la mayor
parte del epitelio gastrointestinal, con una tasa de conjugacion mas alta en la oveja que en
la vaca. El sitio mas importante encargado de la detoxificacion después del higado es el
rumen. La tasa de conjugacién es mas alta para el equol que para formononetina y
daidzeina, ya que el equol es la mayor sustancia absorbida desde el rumen a la circulacion
(Lundh, 1995). Las alteraciones reproductivas descritas regularmente en rebafios bajo
accion estrogénica son endometriosis, quistes ovaricos, metritis, prolapsos uterinos y

abortos, lo que determina una disminucion de la tasa de concepcion del rebafio (Romero et



al., 1997). Se ha demostrado in vitro que los estrogenos vegetales (genisteina, daidzeina,
equol y p-etilfenol) son capaces de aumentar la produccion de prostaglandina F2a
(luteolitica) en células de endometrio uterino a través de un mecanismo dependiente del
receptor de estrogenos (Woclawek-Potocka et al., 2005). La sintesis de esta prostaglandina
determina un desbalance en la relacion PGF,,:PGE2 (luteotréfica), alteracion que dificulta
la implantacion del blastocisto y con ello una mayor mortalidad embrionaria.

Kamegai et al., (2001), demostro que el 70% de las neuronas presentes en el nicleo
arcuato del hipotdlamo de ratas machos, productoras del factor liberador de hormona del
crecimiento (GHRH) expresaban s6lo RNAmM del REa y no del REB (Kamegai et al.,
2001). Este y otros autores postulan que el control de la secrecion de GHRH en machos, se
lleva a cabo por la accion directa de estrogenos sobre las neuronas hipotaldamicas a traves
del receptor de estrdgenos, previa aromatizacion de la testosterona a estrégeno (Meinhardt
& Ho., 2006). Trabajos con implantes de zeranol en bovinos de carne han demostrado un
aumento de la concentracion plasmatica promedio de hormona del crecimiento (Williams et
al., 1991). Se ha visto también, que en machos ovinos la genisteina posee un efecto
estimulatorio sutil sobre la amplitud de los pulsos de secrecion de hormona del crecimiento
(Misztal et al., 2008). Por otro lado, trabajos efectuados en ovinos con genisteina infundida
en el SNC (tercer ventriculo) de hembras ovarioectomizadas demostré aumentar los niveles
plasméaticos de hormona del crecimiento, por una mayor actividad secretoria de los
somatotrofos en la adenohipofisis con un patréon similar al inducido por 17p estradiol
(Misztal et al., 2007). Es necesario destacar que otros autores proponen un efecto anabolico
directo de los estrogenos sobre las fibras musculares estriadas debido a la presencia de

receptores de estrogenos en estos tejidos (Meyer & Rapp., 1985).



Un estudio en aves broilers describe que la incorporacion de 10 mg/kg de dieta
tradicional de isoflavonas aumentd la ganancia diaria de peso y la ingesta diaria de
alimento, obteniéndose un peso terminal de mercado mayor que las aves alimentadas con
dieta control. Un consumo entre los 20 y 40 mg/kg de dieta mostrd una mayor actividad de
las enzimas superoxidodismutasa, catalasa (enzimas antioxidantes) y una menor
concentracion de &cido lactico en musculos. Suplementos de 40 a 80 mg de isoflavonas/kg
de dieta mejoran la calidad de la carne obteniéndose un valor de pH mayor, un color carneo
mas brillante y una disminucién de la produccion de malonildialdehido (MDA, indicador
de peroxidacion lipidica) en los musculos (Jiang et al., 2007).

Un estudio efectuado en gallinas ponedoras con dietas altas en isoflavonas (124
mg/100 g alimento) comparadas con dietas tradicionales o control (37 mg isoflavonas/g
alimento), demostré que los huevos contenian mayores concentraciones de isoflavonas
tanto en clara (3000 nmol/L) como en yema (60 pg/100 g) (Saitoh et al., 2001).

Los estudios de fitoestrdgenos en animales de compafiia son muy escasos, un
estudio realizado en felinos demuestra que son capaces de absorber agliconas (genisteina-
daidzeina), de alcanzar un rapido peak plasmatico (1,5 h) y de eliminarlas por orina en
forma de conjugados glucurdnidos y sulfatos (Bell et al., 2006). Si caninos y felinos son
capaces de metabolizar isoflavonas, se puede considerar la inclusion de fitoestrogenos en
dietas de mascotas para la prevencion y tratamiento de enfermedades frecuentes en clinica
como diabetes, obesidad, y cancer. De éste ultimo, por ejemplo, las neoplasias malignas de
glandula mamaria constituyen los casos més frecuentes de consulta en clinicas veterinarias
de Santiago de Chile y de éstas un 62 % corresponden a carcinomas que se caracterizan por

ser hormonosensibles (Ziller, 2004).



1. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la accion estrogénica no genémica y genémica de extractos de una planta
medicinal que contiene fitoestrégenos y observar si existe accion selectiva sobre Utero de

ratas prepuberes al comparar las mismas respuestas con 17 estradiol como control.

3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar las respuestas no genomicas en los distintos tipos celulares uterinos de rata
prepUber a través de la cuantificacion de:

e Recuento de eosinofilos en los distintos estratos uterinos

e Edema en el estroma superficial y profundo

e Degranulacion y distribucion de eosinofilos uterinos

Evaluar una respuesta gendémica a los estrogenos en Utero de rata, a través de la
evaluacion de:

e Hipertrofia celular en miometrio circular

Debido a que dichas preparaciones se encuentran sin patentar, la informacion méas detallada de la planta y las

soluciones se mantendran durante el proceso de su patentacion en forma confidencial.



IV. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Endocrinologia Experimental y
Patologia Ambiental (LEEPA) perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad

de Chile.

4.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El estudio se realizd en ratas impUberes de la cepa Sprague-Dawley de 21 dias de
vida, con un rango de peso de 40 a 60 gramos, criadas y mantenidas bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y sin limitacién de alimentacion, en el vivero del bioterio
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina, Sede Norte, de la

Universidad de Chile.

4.2. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

4.2.1. SOLUCIONES CONTROLES:

Control negativo: se empleo solucion de NaCl 0,9 % a pH 7,5.

Control positivo: se dispuso de una solucion de 500 pug / mL de 17 estradiol, la que
se diluyd en suero fisioldgico 1:9 v/v, obteniendo una concentracion final a inyectar de 50
pg / mL de solucion. La concentracion utilizada en éste y otros trabajos del LEEPA para
inducir la maxima respuesta fisiologica a 17p-estradiol en Utero de rata pre-puber es de 300

1g / Kg de peso corporal (p.c.).



4.2.2. SOLUCIONES DE FITOESTROGENOS:

En este trabajo se utilizaron dos preparaciones obtenidas de una planta medicinal a las
cuales se les clasificé como:
1. Solucidn hidroalcoholica o Extracto 21a (Decocto)

2. Solucién etandlica o Extracto 22a

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS:

Extracto 21a (Decocto)

Preparacion del Decocto:

Para la preparacion del decocto se utilizaron 500 g de sumidades floridas y se
hirvieron en 250 mL de agua destilada durante 10 minutos. Una alicuota de 126 mL se
diluy6 con 150 mL de etanol absoluto (Merck) y se filtrd a través de papel filtro Wattman
IN.

Antes de inyectar al animal, se diluy6 en suero fisioldgico 1:9 v/v, y se inyecto s.c.

6 mL / kg p.c.

Extracto 22a (Extracto etandlico)

Se recolectaron 160 g de sumidades floridas y se sometieron a extraccién con 160
mL de etanol (Merck) durante 30 dias. Se filtr6 a través de papel filtro Wattman 1N.
Antes de inyectar al animal, se diluyd en suero fisiologico 1: 9 v/v, y se inyecto s.c. 6

mL / kg p.c.



4.3. Procedimiento experimental para la obtencion de cortes histolégicos

uterinos de ratas

Para este estudio se conté con 154 ratas las que fueron inyectadas via subcutanea
con 0,3 mL de cada condicion experimental (Tabla 3) con el objeto de evaluar su efecto a

las 6 y 24 h post tratamiento:

Tabla 3.- Cuadro resumen de condiciones experimentales, horas post-sacrificio y

namero de ratas por grupos.

Condiciones Horas post N° de ratas
experimentales tratamiento por grupo
Suero fisiolégico (Control) 6h 13

24 h 13
178 estradiol 6 h 12

24 h 12
Extracto 21a 6h 13

24 h 13
Extracto 22a 6h 13

24 h 13
*Extracto 21a + 178 estradiol 6h 13

24 h 13
*Extracto 22a + 178 estradiol 6h 12

24 h 12

*Administracion de los extractos 2 h antes del estradiol



Figura 2: Extraccion de cuernos uterinos (flecha blanca) bajo anestesia inhalatoria con éter.

Transcurridas las horas correspondientes, se extrajeron los cuernos uterinos bajo
anestesia con éter (figura 2) y se procedié a fijarlos en formalina 10% tamponada con
buffer fosfato pH 7,3-7,4 por un intervalo de tiempo de 24 h a temperatura ambiente. Luego
se efectuaron cortes histologicos sobre los cuernos uterinos para obtener tres porciones de
Utero: parte proximal a trompa, parte media del cuerpo y region distal cercana al cérvix.
Posteriormente, los cortes se sometieron a los siguientes procedimientos:

a) Deshidratacion: Cada porcion de uUtero fue deshidratada en una gradiente

ascendente de etanol (70%, 95%,100%) y posteriormente se depositaron en xilol, entre cada
paso existid un intervalo de tiempo de 10 minutos.

b) Inclusion en parafina: La impregnacion se realizd en una bateria de tres

parafinas liquidas en una estufa a 56°C por 15 a 20 minutos cada una, a objeto de eliminar
los residuos de xilol y asegurar una correcta impregnacion. De esta forma, se obtuvieron los

bloques de parafina con las respectivas porciones del cuerno uterino.



c) Corte en micrétomo: Los blogues se sometieron a cortes en microtomo para la

obtencion de cortes finos de utero (5 um). Posteriormente, se dispusieron en forma de
triadas (figura 3) y fueron colocados en un bafio de flotacion a 40°C sobre un portaobjetos

embebido en albimina.

Figura 3: Distribucion de las triadas sobre
portaobjetos para su posterior evaluacion bajo
microscopia éptica.

d) Secado: Los portaobjetos se llevaron a una estufa a 37° C por 24 h.

e) Rehidratacién: Con el objeto de sacar la parafina para la posterior fase de

tincién, los cortes se rehidrataron en la siguiente secuencia; xilol (3 repeticiones), etanol

100% (3 repeticiones), etanol 95%, etanol 75% y agua destilada.

Procedimiento de tincién Hematoxilina — Eosina

Los portaobjetos se sumergieron en las siguientes soluciones:

Hematoxilina de Harris acidificada (filtrada) por 45 segundos

e Solucion de Carbonato de Litio al 10 % por 30 segundos

e Agua Destilada

e Eosina Y acuosa al 1% por 60 segundos

e Deshidratacion con etanol 75% (5°), etanol 95% (10), etanol 100% (10°) y xilol

(107)



Para finalizar el proceso, los portaobjetos se cubrieron con balsamo de Canada y se
procedioé a colocar el cubreobjeto. La tincion con hematoxilina-eosina tiene por finalidad
tefiir de color violeta los nicleos de todas las células uterinas, y de color rojo a los granulos

presentes en los eosindfilos por los que posee gran afinidad.

4.4. Variables morfométricas de evaluacion de respuesta estrogénica

En el presente estudio se trabajé con las variables de eosinofilia y edema uterino
para medir respuesta no genomica, y con hipertrofia en miometrio circular para medir
respuesta genomica. La ventaja de los metodos morfométricos esta dada por ser
procedimientos simples que permiten evaluar la reaccion de los diferentes tipos celulares
uterinos separadamente frente a diferentes condiciones experimentales (figura 4), lo que no

es posible a través de los procedimientos bioquimicos tradicionales (Grunert, 1984).

4.4.1. Evaluacion no genomica

Eosinofilia

Esta medicion se realiz6 bajo microscopia 6ptica (x 1000) con aceite de inmersion;
para ello se observaron 9 triadas del portaobjeto en forma alternada y en cada corte se
procedio a contabilizar el nimero de eosindéfilos, su distribucion (Mesometrio, miometrio
longitudinal, miometrio circular, estroma superficial y profundo, ver figura 5) y su estado

de degranulacién (figura 6) para cada condicion experimental.



Figura 4 (4x) Figura 5 (20x)

Vista general de corte cuerno uterino de rata prepuber (figura 4) y las capas tisulares evaluadas en este
estudio (figura 5); epitelio luminal (EL), estroma superficial (ES), profundo (EP), miometrio circular
(MC) y miometrio longitudinal (ML).

Figura 6: Fotografia de Eosindéfilos uterinos en Gtero de rata prepuber, A) eosindéfilo intacto (Flecha

negra); B) eosindfilos degranulados (flechas blancas). (100x)



Edema endometrial superficial y profundo

La cuantificacion de esta respuesta no gendmica se realizé a través de microscopia
Optica (x1000) con aceite de inmersion; para esta variable se escogieron tres triadas al azar
de los cortes sobre el portaobjeto. En cada corte se procedié a contabilizar el nimero de
nicleos presentes en un area constante, delimitada por campos circulares de 1195 um? a
través del uso de una mica introducida en un ocular del microscopio. Para edema se
observaron 4 &reas en el estroma profundo (EP) y 4 en el estroma superficial (ES) sin tomar
en cuenta los polos de los cortes uterinos ya que en estas zonas se pierde la arquitectura del
estrato celular. Luego, el area circular de la mica (1195 um?2) se dividié por el nimero
promedio de nucleos contabilizados por campo en cada estrato celular obteniéndose de esta
forma el valor reciproco de densidad celular (VRDC). Una mayor respuesta edematosa
determina un menor nimero de células por area circular y, por ende, un valor reciproco de

densidad celular mayor (ver figuras 7 y 8).

Figura 7.- Utero sin edema endometrial visible (20x). Figura 8.- Edema de EP y ES (20x).



4.4.2. Evaluacion genomica

Hipertrofia del miometrio circular

La medicion de esta variable también se realiz6 bajo microscopia Optica con aceite
de inmersion (X 1000), y al igual que para cuantificar edema, se escogieron tres triadas al
azar. El conteo celular se llevo a cabo con la misma técnica de campos circulares de
diametro 1195 um? utilizada anteriormente y para ello se observaron 8 areas del miometrio
circular distribuidas en toda su extension sin considerar los polos de cada corte por ser
zonas muy difusas. Luego el area circular de la mica (1195 um?2) se dividié por el niimero
promedio de ndcleos contabilizados por campo en miometrio circular obteniéndose de esta
forma el valor reciproco de densidad celular (VRDC). Mientras mayor sea la hipertrofia,

menor sera el nimero de nucleos presentes por area circular y mayor el valor reciproco de

densidad celular (ver figura 9y 10).

Figura 9.- Miometrio circular sin hipertrofia (40x) Figura 10.- Miometrio circular con hipertrofia (40x)



4.5. Analisis estadistico

A los resultados que se obtuvieron de las seis condiciones experimentales (tabla 3),
se aplico la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de significacion del
5%. Al existir diferencias se procedio a realizar la prueba de las minimas diferencias (LSD)
a posteriori, la cual se utiliza para realizar comparaciones mdltiples entre las condiciones
experimentales, y asi determinar entre cudles de ellas existe diferencia significativa y
evaluar su magnitud.

Para la distribucion de los eosindfilos y para las diferencias entre las proporciones
de eosinofilos degranulados e intactos, se utilizo la prueba de CHI- CUADRADO.

En los parametros de recuento de eosinofilos uterinos, edema, e hipertrofia celular
del miometrio circular se utilizé la prueba de ANDEVA y LSD a posteriori.

Para establecer y resumir las diferencias entre los extractos analizados se utilizo la

prueba t de Student con un nivel de significancia del 5%.



V. RESULTADOS

Tabla 4: Abreviaturas de las condiciones experimentales a las 6 y 24 h
post-tratamiento.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Suero fisiolégico

178 estradiol

Extracto 21a
Extracto 22a

Extracto 21a + 178 estradiol
Extracto 22a + 17 estradiol

5.1 EXTRACTO ?21a

5.1.1 EOSINOFILIA UTERINA

El control estradiol (E) alcanza una eosinofilia maxima a las 24 h de tratamiento (p<0,0001)
al compararlo con la condicién suero fisioldgico o control negativo. Los tratamientos con suero
fisioldgico y extracto solo (21a) no muestran variaciones ni a las 6 h ni a las 24 h. La condicién 21a
E no muestra diferencias con las condiciones control negativo y 21a a las 6 h. Sin embargo, a las 24

h alcanza una eosinofilia significativa del 15 % de la respuesta maxima a estradiol (p<0,0001) y

Abreviatura

6 Horas
C6
E6

2la6
22a 6

2laE®6
22aEG6

Abreviatura
24 Horas

C24
E 24

2la 24
22a 24

2laE 24
22aE 24

estadisticamente superior al tratamiento 21a 24 h (p<0,001). Figura 11; [A] y [B]
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Fig. 11 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes a las 6 h [A] y 24 h [B] post-tratamiento.
Comparacion soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17p

estradiol + extracto (21a E).

(***) = p<0,001; (****) = p<0,0001. En comparacion a la condicién sin E.
(++++) = p< 0,0001. En comparacién a la condicion sin extracto o control.




5.1.2 EOSINOFILIA POR ESTRATO UTERINO

Endometrio mas miometrio

La figura 12; [A] y [B], nos muestra que la condicion estradiol es la Unica que
induce una eosinofilia significativa a las 6 h (p<0,0001) alcanzando el 100 % de respuesta
a las 24 h (p<0,0001) al compararla con suero fisiolégico. Por otro lado, la asociacion 21a
E 24 h obtiene una respuesta maxima (12%) muy inferior al E 24 h (p<0,0001) y
estadisticamente superior con respecto a la condicion 21a 24 h (p<0,001).
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Fig. 12 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes por estratos celulares; endometrio mas
miometrio a las 6 h [A] y 24 h [B] post- tratamiento. Comparacién soluciones NaCl 0,9% (C),

17p estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17 estradiol + extracto (21a E).
(***) = p<0,001; (****) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin E.
(++++) = p< 0,0001. En comparacion a la condicidn sin extracto o control.



Endometrio

A las 6 h (Fig. 13; [A]), el estradiol es la Unica condicion que estimula una
eosinofilia significativa al compararla con suero fisioldgico (p<0,01). A las 24 h (Fig. 13;
[B]) la condicion estradiol alcanza su méximo (100%) al compararlo con C 24 h
(p<0,0001), en cambio la condicion 21a E muestra una eosinofilia aproximadamente del 20
% de la respuesta maxima a estradiol (p<0,0001) y estadisticamente significativa a 21a
(p<0,01).
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Fig. 13 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes por estratos celulares; endometrio a las 6 h
[A] y 24 h [B] post- tratamiento. Comparacién soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E),
extracto vegetal (21a) y 17p estradiol + extracto (21a E).

(**) = p< 0,01; (****) = p<0,0001. En comparacion a la condicién sin E

(++++) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin extracto o control.



5.1.3 DISTRIBUCION Y DEGRANULACION

Del total de eosindfilos uterinos localizados en miometrio y endometrio (Fig. 14;
[A] ) menos de un 15 % se encontraban en endometrio a las 6 h con la condicién estradiol y
algo més del doble al tratar con 21a E 6 h, sin encontrarse diferencias estadisticas entre las
condiciones. A las 24 h la condicion 21a E obtuvo sobre un 50% de eosinofilos en
endometrio diferenciandose estadisticamente de E 24 h (p<0,001). En cuanto a la
degranulacion de eosindéfilos (Fig. 14; [B]) podemos destacar que no existen diferencias
estadisticas entre las condiciones E 6 h 'y 21a E a las 6 h de tratamiento. Sin embargo a las
24 h se observa que 21a E 24 h induce una mayor degranulacién de eosindfilos al
compararlo con E 24 h con una significancia de p< 0,001.
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Fig. 14 Proporcion de eosindfilos localizados en los estratos uterinos endometrio v/s
miometrio [A]. Proporcion de eosindfilos degranulados e intactos en Gtero de ratas
prepuberes [B]. Comparacién condiciones 17f estradiol y extracto 21a asociado a 17§
estradiol alas 6y 24 h.

Prueba de CHI CUADRADO; (+++) = p<0,001. En comparacién a la condicion sin extracto o control.



5.1.4 EDEMA ESTROMA PROFUNDO

El edema de endometrio profundo alcanza una respuesta méxima (100%) a las 6 h
con la condicion estradiol con una significancia estadistica de p<0,0001 al compararlo con
el control suero fisiologico (Fig. 15; [A]). La condiciéon 21a y C 6 h no muestran edema,
pero la respuesta obtenida con el tratamiento 21a E 6 h fue idéntica a la de E 6 h'y
estadisticamente muy superior (>104%) a 21a (p< 0,0001).

A las 24 h (Fig. 15; [B]), el control estradiol obtuvo una significancia estadistica de
p<0,0001 para edema en endometrio profundo al compararla con C 24 h, pero esta
respuesta fue de menor magnitud (64%) que la observada a las 6h. El tratamiento con 21a
24 h estimul6 la formacion de un edema que alcanz6 un 30% de la respuesta a estradiol con
un p< 0,001 al compararlo con C 24 h. Por otro lado 21a E 24 h gener6 un edema 2 a 4
veces superior en magnitud a la respuesta observada con E 24 h (p<0,0001) y 21a 24 h

(p<0,0001), respectivamente.
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Fig. 15 Edema estroma profundo de Utero de ratas pre-puberes a las 6 h [A] y 24 h [B]
Comparaciéon soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17
estradiol + extracto (21a E).

(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicién sin Estradiol.

(+++) = p<0,001;(++++) = p< 0,0001. En comparacion a la condicion sin extracto o control.



5.1.5 EDEMA ESTROMA SUPERFICIAL

Las condiciones C 6 h 'y 21a 6 h no estimularon la formacion de edema (Fig. 16; [A]).
Estradiol 6 h gener6 un 100% de edema con una significancia de p<0,0001 comparado a C
6 h. La condicion 21a E 6 h indujo un 75% del edema méaximo a estradiol p<0,05 y una
diferencia estadistica con 21a 6 h de p<0,0001. A las 24 h (Fig. 16; [B]), el edema
alcanzado con estradiol es menor al 60% de la respuesta méaxima, pero todavia significativo
(p<0,0001) al compararlo con C 24 h. La condicion 21a 24 h desarrolla un edema de
endometrio superficial significativo cercano al 34% de la respuesta maxima a estradiol al
compararlo con suero fisiologico (p<0,01). El tratamiento con 21a E 24 h determina un
edema superficial de magnitud 3 veces superior al estradiol 24 h (p<0,0001) y 21a 24 h (p<
0,0001).
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Fig. 16 Edema estroma superficial uterino de ratas pre-puberes a las 6 h [A] y 24 h [B].
Comparacion soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17
estradiol + extracto vegetal (21aE).

(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicidn sin Estradiol.

(+) = p<0,05;(++) = p<0,01;(++++) = p< 0,0001. En comparacion a la condicion sin extracto o control.



5.1.6 HIPERTROFIA MIOMETRIO CIRCULAR

La hipertrofia de miometrio circular a las 6 h con estradiol alcanza un 44 % con una
significancia estadistica de p<0,05 al compararlo con C 6 h, sin mostrar diferencias
estadisticas con 21a E 6 h (Fig. 17; [A]). El tratamiento con 21a muestra una hipertrofia
significativa del 55 % de respuesta al compararla con C 6 h (p< 0,001).

La figura 17; [B], muestra que la hipertrofia miometrial maxima se alcanza a las 24
h con estradiol con una significancia de p<0,0001 en comparacion a C 24 h. La hipertrofia
con 21a 24 h supera el 50% con una significancia estadistica sobre suero fisiologico de
p<0,001. La solucién 21a E 24 h indujo una hipertrofia equivalente a 2 veces la respuesta E
24 h (p<0,0001) y 3 veces la de 21a 24 h con un valor de p<0,0001.
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Fig. 17 Hipertrofia celular en miometrio circular de Utero de ratas pre-puberes a las 6 h [A]
y 24 h [B] de tratamiento con solucién de NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal

(21a) y 17p estradiol + extracto vegetal (21aE).
(*) = p<0,05; (****) = p<0,0001. En comparacion a la condicién sin E.
(+++) = p<0,001; (++++) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin extracto o control.



5.2 EXTRACTO 22a

5.2.1 EOSINOFILIA UTERINA

Las condiciones suero fisioldgico y extracto solo, no muestran eosinofilia ni a las
6h, ni a las 24 h (Fig. 18; [A] y [B]). La condicion estradiol por el contrario determina una
eosinofilia pequefia a las 6 h (p<0,0001), alcanzando una respuesta maxima (100%) a las 24
h (p<0,0001) al compararlo con suero fisioldgico. El extracto 22a E 6 h genera el 55 % de
la respuesta maxima a estradiol, superando significativamente la condicién 22a 6 h
(p<0,0001). A las 24 h la eosinofilia con 22a E presenta una magnitud similar al E 24 h'y

estadisticamente significativa al compararla con 22a 24 h (p<0,0001).
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Fig. 18 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes a las 6 h [A] y 24 h [B] post-tratamiento.
Comparacién soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17
estradiol + extracto (21a E).

(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin E.



5.2.2 EOSINOFILIA POR ESTRATO UTERINO

Endometrio mas miometrio

El tratamiento con 22a E 6 h obtuvo una eosinofilia del 53%, respuesta significativa
al compararla con 22a (p<0,0001) y con una diferencia estadistica superior al compararlo
con E 6 h (p<0,05) (Fig. 19; [A]). La eosinofilia es méxima (100%) a las 24 h con estradiol
(Fig. 19; [B]) y es estadisticamente significativa al compararla con C 24 h (p<0,0001). La
condicion experimental 22a E 24 h alcanza un 50 % de la respuesta a estradiol con una

significancia estadistica en relacion a 22a de p<0,0001.
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Fig. 19 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes por estratos celulares; endometrio mas
miometrio a las 6 h [A] y 24 h [B] post- tratamiento. Comparacion soluciones NaCl 0,9%
(C), 178 estradiol (E), extracto vegetal (21a) y 17p estradiol + extracto (21a E).

(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin E.

(+) = p< 0,05. En comparacion a la condicién sin extracto o control.



h estadisticamente no significativa al compararlo con C 6 h. La condicién 22a E en cambio,
presenta una moderada eosinofilia equivalente al 28 %, pero estadisticamente significativa
cuando se compara con extracto solo (p<0,0001) y estradiol (p<0,01) 6 h. Las condiciones
experimentales suero fisioldgico y extracto 22a no inducen eosinofilia nia las 6 y 24 h. La
condicion E 24 h (Fig. 20; [B]) alcanza el 100% (p<0,0001) y el tratamiento con 22a E

determina una eosinofilia casi del 60 % de respuesta maxima a estradiol con una

Endometrio

significancia de p<0,0001 respecto a 22a 24 h.

En la figura 20; [A], se observa que estradiol induce una pequefia eosinofilia a las 6

Eosinofilia en endometrio (% de respuesta a E 6 h)
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Fig. 20 Eosinofilia uterina de ratas pre-puberes por estratos celulares; endometrio a las 6
h [A] y 24 h [B] post- tratamiento. Comparacién soluciones NaCl 0,9% (C), 17§ estradiol
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(E), extracto vegetal (21a) y 17p estradiol + extracto (21a E).
(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin E.
(++) = p< 0,01. En comparacidn a la condicion sin extracto o control.




5.2.3 DISTRIBUCION Y DEGRANULACION

Del total de eosindfilos uterinos localizados en miometrio y endometrio (Fig. 21;
[A]) menos de un 13 % se encontraban en endometrio a las 6 h con la condicion estradiol y
algo més del doble al tratar con 22a E con una diferencia estadistica con respecto a
estradiol de p< 0,001. A las 24 h las condiciones 22a E y E 24 h no presentaron diferencias

estadisticas.

En cuanto a la degranulacion (Fig. 21; [B]) el extracto 22a E 6 h estimula una
mayor degranulacion y esta es significativamente mayor que el control E 6 h (p<0,001). A
las 24 h no se encontraron diferencias estadisticas de eosinéfilos degranulados entre las

condiciones 22a E y estradiol.
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Fig. 21 Proporcion de eosindfilos localizados en estratos uterinos de endometrio y
miometrio [A]. Proporciéon de eosinofilos degranulados e intactos de Utero de ratas
prepuberes [B]. Comparacion condiciones 17f estradiol y extracto 22a asociado a 17p
estradiol 6y 24 h.

Prueba de CHI CUADRADO; (+++) = p<0,001.



5.2.4 EDEMA ESTROMA PROFUNDO

Estradiol presenta un edema de endometrio profundo (Fig. 22; [A]) que alcanza el
100 % de respuesta a las 6 h (p<0,0001). El extracto 22a 6 h genera un edema (46%)
estadisticamente significativo al comparar con control suero fisioldgico (p<0,01). El edema
de endometrio profundo generado por 22a E es de una magnitud tres veces superior a la
condicion extracto solo (p<0,0001) y aproximadamente un 50 % mayor que el edema
observado con estradiol a las 6 h (p<0,001).

A las 24 h (Fig. 22; [B]) estradiol muestra un edema endometrial menor que el
presente a las 6 h, pero significativo todavia al compararlo con C 24 h (p<0,0001). El
extracto 22a ha disminuido hasta no presentar diferencias estadisticas a las 24 h con
respecto a control suero fisioldgico. La condicion 22a E nos muestra un edema
estadisticamente mayor (>100 %) que la respuesta observada con E 24 h (p<0,0001) y 22a
24 h (p<0,0001).
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Fig. 22 Edema estroma profundo uterino de ratas pre-puberes a las 6 h [A] y 24 h [B].
Comparaciéon soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (22a) y 17
estradiol + extracto vegetal (22aE).

(****) = p<0,0001. En comparacion a la condicion sin Estradiol.

(++) = p<0,01;(+++) = p<0,001;(++++) = p< 0,0001. En comparacion a la condicion sin extracto o control.



5.2.5 EDEMA ESTROMA SUPERFICIAL

La figura 23; [A], muestra un edema de endometrio superficial que alcanza su
méaximo a las 6 h con la condicion estradiol (100%) (p<0,0001). La condicion 22a induce
un edema estadisticamente significativo (46%) con respecto al C 6 h (p< 0,0001). El
tratamiento con 22a E 6 h estimula una respuesta estadisticamente mayor que 22a 6 h
(p<0,05) y sin diferencias estadisticas al compararla con la respuesta estradiol 6 h.

A las 24 h (Fig. 23; [B]) la respuesta con la condicién 22a es menor y sin
diferencias estadisticas con respecto a suero fisioldgico. El edema presente con E 24 h es
alrededor de un 50% menor que el existente a las 6 h (p<0,0001). La respuesta edematosa
presente con la condicion experimental 22a E 24 h es altamente significativo, su magnitud
corresponde a 3 veces el edema presente con estradiol 24 h (p<0,0001) y estadisticamente
superior a la condicion 22a 24 h (0,0001).

g 200 - A < B
b S 200 T ++++
g 3 e )
o >
9 150 - 2
° ® 150 4
o© *kkk 2
S o
= 100 - * L 100
- — o) C_U — ——
S o *kkk
g g0 i
S 50 2l
2 2
©
g £
o S
D 0 T = 0 T
Q (%))
o (O]
g £
B 50 4 S 50+
BMCG6OE6M22a6 M22aE 6 BC 24 0E 24 B22a 24 B22a E 24

Fig. 23 Edema estroma superficial uterino a las 6 h [A] y 24 h [B]. Comparacién de las
soluciones NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E), extracto vegetal (22a) y 17p estradiol +
extracto vegetal (22aE).

(*) = p<0,05; (****) = p<0,0001. En comparacion a la condicién sin E.

(++++) = p<0,0001. En comparacidn a la condicion sin extracto o control.



5.2.6 HIPERTROFIA MIOMETRIO CIRCULAR

La hipertrofia celular en miometrio circular alcanzada con estradiol es de un 43 % a
las 6 h (p<0,05) (Fig. 24; [A]). El tratamiento con 22a 6 h induce una hipertrofia del 93%
de la respuesta maxima a estradiol y al compararla con suero fisiologico presenta una
significancia estadistica de p<0,0001. La condicion 22a E 6 h tiene una magnitud similar a
E 6 h sin diferencias estadisticas, y una hipertrofia menor que 22a (p<0,001).

Estradiol a las 24 h (Fig. 24; [B]) alcanza la respuesta maxima (100%) y la
condicion 22a mantiene la magnitud de hipertrofia observada a las 6 h con una diferencia
estadistica para ambas condiciones igual a p<0,0001 al compararlas con suero fisioldgico.
Por otro lado la condicion experimental 22a E 24 h induce una hipertrofia cuya magnitud

es superior a tres veces la respuesta generada por E 24 h (p<0,0001) y 22a 24 h (p<0,0001).
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Fig. 24 Hipertrofia celular en miometrio circular de Gtero de ratas pre-puberes alas 6 h
[A] y 24 h [B] post tratamiento con soluciéon de NaCl 0,9% (C), 17p estradiol (E),
extracto vegetal (22a) y 17p estradiol + extracto vegetal (22aE).

(*) = p<0,05; (**) = p<0,01; (****) = p<0,0001. En comparacién a la condicion sin E.

(++++) = p<0,0001. En comparacion a la condicidn sin extracto o control.



Tabla 5: Comparacion actividad antagonista de los dos extractos

Respuesta estrogénica * 21a 22a Compar 21aE vs 22aE
Eosinofilia
6h 2,60+1,71 (n=13) 55,48 + 16,01 (n=12) Fhkx
24h 11,48 £ 6,22 (n=13) 50,89 + 28,03 (n=12) NS
Edema
Estroma Superficial
6h 75,57 £ 9,10 (n=13) 85,17 + 6,15 (n=12) NS
24h 151,26 £ 5,07 (n=13) 164,53 £ 6,26 (n=12) NS
Estroma Profundo
6h 104,81 £ 14,93 (n=13) 152,97 + 21,20(n=12) NS
24 h 126,40 £ 6,70 (n=13) 109,46 + 3,44 (n=12) *
Hipertrofia
6h 49,75 + 11,72 (n=13) 33,80+ 7,64 (n=12) NS
24 h 194,36 £ 11,16 (n=13) 332,10 £ 21,67(n=12) bl

(f) Valores expresados en comparacion a la respuesta maxima obtenida con estradiol (100%) y a la respuesta
definida como control obtenida con suero fisiologico, (0%).

(n=); NUmero de ratas utilizado para la medicidn de cada respuesta estrogénica.

(*) = p<0,05; (****) = p<0,001; diferencias estadisticas al comparar las respuestas de cada extracto a las 6 y
24 h (prueba t de Student). NS= Sin diferencias estadisticas.

Tabla 6: Comparacion actividad agonista de los dos extractos
T

Respuesta estrogénica * 21a 22a Compar 21a vs 22a
Eosinofilia SR SR
Edema
Estroma Superficial
6h -4,68 £7,37 (n=13) 57,96 + 11,89 (n=13) Fhk
24h 34,26 + 10,91 (n=13) 15,74 +5,25 (n=13) NS
Estroma Profundo
6 h 2,67+ 4,48 (n=13) 46,31 + 6,70 (n=13) Fhkk
24 h 30,49 + 8,62 (n=13) 11,42 + 3,36 (n=13) NS
Hipertrofia
6h 63,77 £ 18,98 (n=13) 93,03 + 20,42 (n=13) NS
24h 69,22 + 13,77 (n= 13) 95,14 + 14,66 (n=13) NS

(f) Valores expresados en comparacion a la respuesta maxima obtenida con estradiol (100%) y a la respuesta
definida como control obtenida con suero fisiologico, (0%).

SR= Sin respuesta o sin diferencia estadistica con respecto a control suero fisiolégico.

(n=); Numero de ratas utilizado para la medicion de cada respuesta estrogénica.

(****) = p<0,0001; (***) = p<0,001; diferencias estadisticas al comparar las respuestas de cada extracto a las
6y 24 h (pruebatde Student). NS= Sin diferencias estadisticas.



VI. DISCUSION

EOSINOFILIA UTERINA

En el modelo experimental empleado en esta memoria, se demostrdo que la
eosinofilia uterina es una respuesta no gendmica, que se produce frente a la administracion
de 17p estradiol y cuya intensidad alcanza un maximo a las 24 h. Al analizar el efecto de
los extractos sobre la eosinofilia, puede desprenderse que la respuesta es diferente de
acuerdo al extracto que se considere. Asi por ejemplo, a las 6 h, el extracto 21a tiene la
capacidad de antagonizar la respuesta eosinofilica inducida por 17f estradiol, y el extracto
22a, por el contrario, carece de la capacidad para antagonizar dicha respuesta (Tabla 5).

Considerando que ambos extractos difieren en la forma de preparacion desde la
misma planta, una explicacion razonable para las diferencias observadas es que los
extractos contengan compuestos de distinta polaridad. De acuerdo a esta explicacién, el
extracto 2la contendria en mayor proporcién, algin compuesto con capacidad de
antagonizar la eosinofilia uterina inducida por 17 estradiol. Dentro de los compuestos que
pudieran separarse por polaridad y estar presentes en una mayor concentracion en el
extracto 21a en relacion al 22a, son las gliconas, para las cuales Farmakalidis et al., (1985)
también describié una potencia estrogénica en Utero de ratas. Sin embargo, no se puede
descartar la accion de las agliconas presentes en el extracto 21a sobre algunas de las
respuestas estrogénicas uterinas analizadas. No obstante, se requiere realizar otros tipos de
analisis enfocados a la identificacion y cuantificacién de los compuestos presentes en el

extracto 21a que antagonizan las respuestas uterinas inducidas por 17f estradiol.



En el afio 1960, Rytdma, estableci6 que el nimero de eosinofilos en el Utero de ratas
varia de acuerdo a la etapa del ciclo estral (diestro, proestro, estro y metaestro). En el afio
1974, Tchernitchin y colaboradores describieron un aumento dramético de la eosinofilia
uterina post-tratamiento con estradiol a ratas preplberes (Tchernitchin et al., 1974).
Tchernitchin et al. (1985) postularon un segundo mecanismo de accion hormonal para los
estrogenos en los leucocitos eosinofilos, en el cual estaria involucrado un receptor de
estrogenos ubicado en la membrana del eosindfilo que tiene como caracteristica una alta
especificidad por moléculas de accion estrogénica (Tchernitchin, 1969). Las
investigaciones anteriores, permiten proponer un mecanismo que podria explicar la
inhibicion de la eosinofilia uterina inducida por el extracto 21a asociado a estradiol (21aE).
De este modo, algun fitoestrogeno presente en el extracto 21a podria estar ocupando el
receptor del eosinofilo o estar ligado a otro sitio del receptor, lo que induciria cambios
conformacionales en éste e impediria la union del estradiol. Por esta via, se impediria la
formacion del complejo estradiol - receptor en la superficie de los eosinéfilos y el
reconocimiento de éste por el receptor del endotelio vascular para la posterior migracion de
los eosinofilos a Utero.

Un segundo mecanismo descrito que explica la eosinofilia uterina es la produccion
de eotaxina -sustancia eosinofilotactica- sintetizada en el utero por estimulo de 178
estradiol. Esta eotaxina es necesaria para la migracion de eosindfilos al estroma uterino
bajo accion estrogénica (Gouon-Evans & Pollard, 2001). De esta forma, algun principio
activo presente en el extracto 21a podria estar inhibiendo la produccion de eotaxina y
explicar asimismo el antagonismo de la eosinofilia uterina observado por la asociacion del

extracto 21a a estradiol.



EDEMA

La condicion experimental suero fisiologico no indujo edema, por el contrario 17f3
estradiol (control positivo) generé un edema significativo a las 6 h de tratamiento, que se
consider6 como el 100% de respuesta. De acuerdo con otros trabajos realizados en este
laboratorio el edema es una respuesta de tipo no genémica temprana que se evidencia entre
las 6 — 12 h (Grunert et al., 1984).

Los extractos por si solos indujeron edema, pero la cinética de generacion del
edema para el extracto 21a fue distinta de la inducida por 17 estradiol y por el extracto
22a, es decir, indetectable a las 6 h y de intensidad méxima a las 24 h para el extracto 21a
(Tabla 6). Respecto de la magnitud del edema, la asociacion de cada extracto con estradiol
determiné un probable efecto aditivo de la respuesta estrogénica para el extracto 22a a las 6
h (Fig. 22; [A]) y un aparente efecto sinérgico para el extracto 21a a las 24 h (Fig. 15; [B]).
Por lo anterior, resulta interesante analizar la mantencién del edema a las 24 h inducido por
el extracto 21a y los probables mecanismos participantes en esta respuesta. Uno de los
mecanismos que no podemos descartar en el aporte a la generacion de este edema con el
extracto 21a es la presencia significativa de unos pocos eosinofilos (15%) a nivel uterino a
las 24 h (Fig. 11; [B]). La migracidon de estos eosinofilos estaria favorecida por una matriz
extracelular uterina mas liquida, lo que se evidencid tras la administracion de ambos
extractos, por una mayor proporcion de eosinofilos en los tejidos mas profundos de Utero
(miometrio circular y estroma endometrial) y una mayor proporcion de degranulados en
comparacion a lo observado con 17p estradiol (Fig. 14 y 21). La llegada de estos
eosinofilos a su sitio de accion y la posterior degranulacion en estos tejidos determinaria la

liberacion de sustancias proinflamatorias y de enzimas que inducirian cambios en la matriz



extracelular uterina, favoreciendo de esta manera la difusion de agua a los diferentes
estratos uterinos (Tchernitchin et al., 1989).

Otra explicacion plausible es el aumento de la sintesis de aquaporinas en Utero
(Jablonski et al., 2003), que necesariamente involucra la participacion de una respuesta tipo
genomica entre las 6 y 24 h post exposicion al extracto 21a. Estas proteinas constituyen
poros o canales para el ingreso o salida de agua y de otros solutos, tales como glicerol y
urea en tejidos sometidos a un gran intercambio de agua, entre ellos el rifidn, intestino,
glandulas salivales, etc. El tejido uterino durante la etapa estral o bajo accion estrogénica
también aumenta la expresion de acuaporinas (Jablonski et al., 2003). Estos canales ademas
de favorecer el flujo de agua hacia el lumen uterino, podrian incrementar el transporte de
Oxido nitrico (Herrera et al., 2006) a través de AQP tipo 1 presentes en la membrana de
celulas endoteliales uterinas. A este respecto, se ha demostrado que la genisteina es capaz
de estimular tanto la sintesis como la liberacion de 6xido nitrico en el endotelio vascular
(Walker et al., 2001). Otros estudios han demostrado que la daidzeina y genisteina
aumentan la produccion de prostaciclina entre las 12 y 24 h post-tratamiento
(Hermenegildo et al., 2005). Asi, estos factores actian como vasodilatadores a través de la
relajacion de la musculatura lisa de los vasos uterinos, lo que se traduce en un aumento del
flujo sanguineo o hiperemia en la zona, con el consiguiente aumento de la presion

hidrostéatica y salida de liquidos al extravascular (transudacion).

HIPERTROFIA

La administracion de los extractos 2la y 22a a ratas prepuberes generé una

hipertrofia 0 aumento de volumen celular en miometrio circular a las 6 h, cuya magnitud se



mantuvo sin variaciones hasta las 24 h, hecho que contrasta con la hipertrofia inducida por
17 estradiol la cual se presenta ya a las 6 h y alcanza su maxima intensidad a las 24 h. La
administracion de cada extracto asociado a estradiol, determind la aparicion de una
hipertrofia de magnitud similar a la generada con 17f estradiol a las 6 h. Sin embargo, a las
24 h, el extracto 22a genero un efecto sinérgico sobre esta respuesta, en tanto el extracto
21a genero solamente un efecto aditivo (Tabla 5).

Los dos extractos analizados generaron hipertrofia celular en miometrio circular en
magnitud comparable a la inducida por estradiol tanto a 6 h como 24 h. El fenébmeno de
hipertrofia puede explicarse por la activacion de mecanismos clasicos de accion gendmica,
determinantes de una mayor actividad transcripcional, lo que conlleva al aumento de la
biosintesis de proteinas, y por lo tanto, del volumen celular. Investigaciones anteriores en
nuestro laboratorio (LEEPA) han demostrado que la genisteina a dosis de 500 pg/kg de p.c.
via subcutanea, tiene un efecto agonista estrogénico, determinante de hipertrofia en Gtero de
ratas prepUberes (Alvarez, 2001). Kuiper et al. (1998), describieron que los fitoestrégenos
tienen la capacidad de unirse y de activar a los receptores alfa y beta, aunque también se ha
descrito que tanto las afinidades como las potencias son claramente ligando dependientes,
presentando una mayor afinidad por el REB (Jinping et al., 2001). Dentro de las proteinas
que podrian aumentar su expresion encontramos a proteinas integrales del citoesqueleto
celular, al receptor de estrogenos (“up regulation”) y proteinas funcionales tales como
oxido nitrico sintasa (Khorram et al., 1999) y acuaporinas tipo 2 (Jablonski et al., 2003).

Estudios efectuados por otros co-investigadores en nuestro Laboratorio de
Endocrinologia Experimental y Patologia Ambiental (LEEPA) en forma paralela bajo las
mismas condiciones experimentales descritas en el presente trabajo para cada extracto,

concluyeron que el 17p estradiol tiene un claro efecto mitotico, no asi los extractos 21a y



22a (datos no publicados). Por lo anterior puede descartarse la presencia de hiperplasia por
efecto de la administracion de los extractos.

Una consideracion aparte debe darse a la posibilidad de cuestionar el anélisis
morfométrico empleado. A este respecto, si bien es cierto, el conteo del nimero de nicleos
por campo visual es una herramienta aceptada (Grunert et al., 1984), cabe la posibilidad
que en parte, la disminucién de nucleos por campo visual se deba a edema o degeneracion
higropica inducida por los extractos. Para descartar esta posibilidad, se hace necesario y
recomendable la cuantificacion de alguna proteina integral del citoesqueleto- por ejemplo;
alfa tubulina - en miometrio circular.

El presente trabajo es una evaluacion preliminar del extracto de planta nativa, por
ello es necesario; identificar cual es el principio activo de este extracto que ejerce esta
actividad de tipo selectiva, sus mecanismos de accion, sus efectos en otros tejidos distintos
al uterino y estudiar otros parametros de accion hormonal considerados como de riesgo,

entre ellos, proliferacion celular en miometrio y epitelio luminal uterino.



VII. CONCLUSIONES

Los extractos 21a y 22a, obtenidos de una planta medicinal chilena, exhibieron la
capacidad de modificar las respuestas estrogénicas en un modelo de Utero de rata
preplber.

La magnitud y el mecanismo mediante el cual ambos extractos modificaron la respuesta
estrogenica, sugiere la presencia de compuestos diferentes o de caracteristicas distintas
en cada extracto.

Ningln extracto generd eosinofilia uterina, sin embargo ambos generaron edema
estromal e hipertrofia de miometrio circular, por lo que contendrian algun fitoestrogeno.
El extracto 21a, administrado conjuntamente con 17 estradiol, mostrd un antagonismo
de la eosinofilia uterina y una potenciacion del edema y de la hipertrofia.

El extracto 22a, administrado conjuntamente con 178 estradiol, no modifico la
eosinofilia inducida por estradiol, pero potencid el edema y la hipertrofia.

La administracion de cada extracto junto a 17 estradiol, evidencié una mayor
proporcion de eosindfilos en los tejidos mas profundos de Gtero (miometrio circular y
estroma) y una mayor proporcion de eosinéfilos degranulados, en comparacién a lo
observado con la administracion de 17 estradiol.

Considerando los antecedentes anteriormente expuestos y que el extracto 2la -en
presencia de estradiol- posee la capacidad de disociar algunas respuestas estrogénicas;
esto es, inhibir la eosinofilia uterina, pero potenciar el edema endometrial y la
hipertrofia celular miometrial, podemos proponer que contendria un compuesto con

actividad de tipo SERM.
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