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RESUMEN

Gran relevancia durante las Ultimas décadas han tenido los productos derivados
de vegetales, esto por su facil acceso y los grandes beneficios para la poblacién que
algunos tendrian. Dentro de este grupo de sustancias uno de los mas destacados es el
de los fitoestr6genos, compuestos que por sus caracteristicas moleculares similares a
los estrégenos enddgenos inducen respuestas biolégicas que imitan o modulan la

actividad estrogénica.

Sabido es que mujeres orientales consumen en su dieta grandes cantidades de
soya, alimento con una alta concentracion de fitoestrégenos, esto les proporciona
menores complicaciones en el periodo de pre y post menopausia. Esta respuesta a los
fitoestrogenos es de importancia si se considera que en la etapa posmenopausica se
necesita reemplazar el estradiol practicamente ausente. De esta forma nace la
inquietud de encontrar compuestos, como los fitoestrégenos, que puedan ser
utilizados en las terapias de reemplazo hormonal, pero que no presenten los

perjudiciales efectos secundarios que producen las terapias actuales.

En base a esto, el presente estudio investigo la posible actividad fitoestrogenica
de un extracto alcohdlico vegetal nativo, para ello se considerd las potenciales
respuestas estrogénicas genémicas (mitosis) y no gendmicas (eosinofilia) del extracto
en estudio en Gtero de rata pre-puber, estas fueron comparadas con las respuestas
generadas por el 17p-estradiol bajo las mismas condiciones. El extracto alcohdlico
vegetal generdé un aumento en la eosindfilia uterina y una disminucion de la mitosis
uterina en miometrio circular, datos de interés que quedan expuestos para futuras
investigaciones y proyecciones sobre los potenciales beneficios que pudiese

desarrollar esta planta.



SUMMARY

DISSOCIATION OF RESPONSES TO ESTROGEN UNDER THE EFFECT OF A
CHILEAN PLANT EXTRACT, IN THE PREPUBERTAL RAT UTERUS

In recent decades, products derived from plants have received great attention in
part for it’s easy accesability and potential benefits that it’s consumption could report to
human health. Within this group of substances one of the most outstanding is that of
phytoestrogens, which are structurally similar to endogenous estrogen and thereby

induces biological responses that mimic estrogen or modulates it’s activity.

Estrogens, produced in the ovaries and testis, have many biological effects in
the body beyond the reproductive system. It is well known that Eastern women
consume large amounts of soy products, wich have high concentrations of
phytoestrogens, mainly isoflavones. It was speculated that they might be responsible
for the “Japanese Phenomenon”. Women in fear of diseases related to postmenopausal
estrogen deficiency such as osteoporosis or arteriosclerosis could also receive the

benefits of phytoestrogen’s consumption.

The estrogen receptors (ER) are localized in the nucleus and form dimers when
bound to an estrogen. The dimers then interact with the estrogen response element
(ERE), which regulates transcription of estrogen responsive genes, this is known as the
genomic response. A small percentage of ER are located on the cell membrane and

contribute to non genomic effects of estrogen.

In this study, the possible estrogen likes activity of a native plant extract was
evaluated, analyzing a genomic (mitosis) and a non-genomic (eosinophilia) response by
using the pre-puberal rat uterus model. These two reponses were compared with those
generated by 17-B estradiol under the same conditions. The plant extract generated an
increase in uterine eosinophilia and a decrease of mitosis in the circular myometrium
induced by 17-B estradiol, data of interest that are exposed to future research and

projections on the potential benefits that could develop this plant.

Vi



INTRODUCCION

El interés en la fisiologia y el rol farmacologico de compuestos bioactivos
presentes en plantas ha incrementado notablemente sobre las Ultimas décadas (Usui,
2006). La importancia de una dieta basada en vegetales es evidente, actualmente las
recientes recomendaciones dietarias enfatizan un incremento en la proporcién y en la

variedad de frutas y verduras que deberian ser consumidas.

Aunque la interpretacion del rol de los componentes individuales de la dieta es
dificil desde el punto de vista de estudios epidemiolégicos y dietarios, es reconocido
que hay muchos compuestos que no son nutrientes, pero que son bioactivos y
derivados de plantas que pueden conferir importantes beneficios para la salud
(Setchell, 1998).

De particular interés en relacion a la salud humana son la clase de compuestos
conocidos como fitoestrogenos, los cuales incorporan muchos grupos con
caracteristicas moleculares similares a los estrogenos endégenos (Usui, 2006). La
mayor clase de fitoestrogenos de reciente interés, desde la perspectiva nutricional y de
salud, son los lignanos y las isoflavonas, ambos ampliamente distribuidos en la
naturaleza (Price et al., 1985; Setchell, 1985). Estos fitoestrogenos y sus metabolitos
tienen actividad hormonal y no hormonal muy potente, lo cual explicaria algunos de los

efectos bioldgicos de las dietas ricas en fitoestrogenos (Setchell, 1998).

El impacto dietario de los fitoestrégenos en procesos bioldgicos normales fue
conocido por primera vez en ovejas. Observaciones realizadas en ovejas criadas en
pastizales ricos en trébol y chitas alimentandose de una dieta alta en soya en
zooldgicos, sugirieron que flavonoides y fitoquimicos relacionados a los alimentos,

pueden afectar la salud de mamiferos (Usui, 2006).

De esta forma, ¢Qué importancia tendria que compuestos, como los

fitoestrogenos, tuviesen actividad estrogénica similar?



La importancia de los estrégenos radica en la regulacion homeostética de
muchos eventos celulares y bioquimicos, esto es bien ilustrado por los cambios
fisiopatol6gicos que ocurren con la deficiencia de éstos (Setchell, 1998). Estos
estrégenos endogenos tienen un importante rol no sélo en el eje hipotalamo-hipofisis-
gonadas, sino también en varios sistemas no gonadales, como en el sistema

cardiovascular, huesos, sistema nervioso central y metabolismo de lipidos.

De hecho, los estr6genos son utilizados para tratar varias enfermedades como
sindrome posmenopausico y osteoporosis. Ademas, antagonistas estrogénicos son
usados para el tratamiento del cancer de mama. Recientemente los moduladores
selectivos para receptores de estrégenos (selective estrogen receptor modulators,
SERMs) han llegado a estar disponibles para el tratamiento de osteoporosis,

enfermedades cardiovasculares y cancer de mama (Usui, 2006).

Un alto porcentaje de las enfermedades en poblaciones occidentales son
dependientes de hormonas, datos epidemioldgicos han mostrado una fuerte asociaciéon
entre sus incidencias y la dieta (Setchell, 1998). Asi, datos indican que la gente en Asia
tiene menos fracturas por osteoporosis, menor incidencias de enfermedades
cardiovasculares, menos sintomas posmenopausicos y ciertamente menores tasas de
canceres que las poblaciones occidentales. Estas ventajas de salud son notablemente
reducidas cuando asiaticos adoptan un estilo de vida occidental y su habito alimenticio

se hace similar (Adlercreutz et al., 1997).

El uso de estrégenos en la terapia de reemplazo hormonal (TRH) ha sido
recientemente cuestionado debido al aumento de la incidencia de cancer de mama
(Beral, 2003; Chlebowsky et al., 2003), enfermedad coronaria, trombosis y
tromboembolismo venoso. Debido a lo anterior, la TRH para el tratamiento de mujeres
posmenopausicas ya no es considerada “segura” o “libre de riegos” (Hickey et al.,
2005). Consecuentemente, en varios paises se ha reportado la disminucion de la
prescripcion de estrégenos conjugados de equino y progestagenos (Kim et al., 2005;
Usher at al., 2006). Lo anterior también puede explicar el aumento en el uso de

“terapias naturales” y productos derivados de plantas conteniendo fitoestrogenos.



Es evidente que existiria una relacion positiva en el uso de fitoestrogenos en
terapias donde se necesitan estrégenos, como por ejemplo en la TRH en mujeres
posmenopausicas, de esta forma seria de gran relevancia dilucidar una alternativa
terapéutica con menores efectos adversos que las actuales, por sobre todo los efectos

cancerigenos, que pueda ser utilizada en casos como el recién descrito.

En el presente trabajo se estudié una via alternativa de accién de los
estrdgenos en Utero distinta a la ya conocida, en la cual el esteroide se une al receptor
citosdlico nuclear, ejerciendo una expresion activadora o represora de genes, que se

traduce en un cambio morfolégico, bioquimico y funcional (Jensen et al., 1972).

Los efectos producidos por los estrogenos en los tejidos blanco involucran dos
tipos de respuestas estrogénicas, las gendmicas y las no gendmicas. La disociacién de
las respuestas a estrogenos en grupos separados de respuestas que pueden ser
selectivamente estimuladas, inhibidas o completamente bloqueadas, ha sugerido la
existencia de mecanismos de acciones multiples e independientes de los estrégenos
en el Gtero de rata (Tchernitchin et al., 1983).

La interaccion de la hormona con receptores de membrana que se localizan en
la superficie de los leucocitos eosindfilos provoca la migracion por parte de ellos al
espacio extravascular uterino y la degranulacion de eosindéfilos (Tchernitchin et al,
1985).

Otra accion del estr6geno y eventualmente la de un compuesto con accion
agonista es provocar la proliferaciéon de las células que se encuentran en el Gtero
mediante la induccién de mitosis. De esta forma, utilizando el extracto en estudio y un
patron de 17B-estradiol se evaluaron las siguientes respuestas estrogénicas: recuento

de eosindfilos, degranulacion de eosinofilos y mitosis de células uterinas



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Fitoestrégenos

Los fitoestrogenos son compuestos de plantas con actividad biologica
estrogénica. El uso de ciertas plantas en la medicina tradicional y en el folklore debe

ser atribuido a sus propiedades estrogénicas (Price et al., 1985).

Los primeros extractos de plantas fueron reportados por exhibir actividad
estrogénica en 1926 (Loewe et al., 1927). Para 1975, cientos de plantas habian sido
encontradas con actividad estrogénica o conteniendo compuestos estrogénicamente
activos (Farnsworth et al., 1975). En los afios 40s se asumié la importancia bioldgica y
economica de los fitoestrégenos, con el brote de infertilidad en ovejas que se
alimentaban en pastizales ricos en trébol en el occidente australiano, conocida

después como “Enfermedad del Trébol” (Bennetts et al., 1946).

Se han identificado fitoestrogenos en orina de primates (Setchell et al., 1979) y
en humana (Axelson et al., 1982; Setchell et al.,, 1984). Estudios epimediolégicos
sugieren que el consumo de una dieta rica en fitoestrégenos, como ha sido tradicional
en sociedades asiaticas, se relaciona con un bajo riesgo de la supuesta enfermedad
“occidental”, por ejemplo cancer de mama o prostata y enfermedades cardiovasculares
(Adlercreutz, 1990).

La actividad estrogénica ha sido encontrada en compuestos producidos por
animales, plantas y microorganismos, asi como productos quimicos, industrialmente
manufacturados y sus productos intermediarios (Duax et al.,, 1985). Pesticidas e
insecticidas, incluyendo DDT, también contienen compuestos con actividad estrogénica
y son ahora clasificados como xenoestrogenos (Davis et al., 1995). Poco es conocido
de los efectos a largo plazo de los xenoestrégenos, sin embargo hay una preocupacion

sustancial al mirar sus efectos potencialmente deletéreos (Murkies et al., 1998).



Clasificacién y metabolismo de la mayoria de los fitoestrégenos

Los fitoestrogenos pueden ser clasificados en tres grupos: 1) Isoflavonas:
encontrados en la soya, lentejas y otras legumbres, los componentes activos
principales son la genisteina y la daidzeina; 2) Lignanos: encontrados en linaza y otras
semillas aceitosas, los compuestos activos son el enterodiol y la enterolactona, ambos
metabolitos originados en la flora bacteriana intestinal; y 3) Cumestanos: encontrados
en el trébol rojo, semillas de girasol y brotes de soya, el compuesto activo principal es

el cumestrol (Ruggiero et al., 2002) (Fig. 1).

Una sola planta contiene a menudo mas de una sola clase de fitoestrogenos.
Por ejemplo, el poroto de soya es rico en isoflavonas, mientras que el brote de la soya
es una potente fuente de cumestanos (Price et al., 1985). Genisteina y daidzeina
comunmente existen glucosiladas (Axelson et al., 1984). Ellas también son derivadas
de precursores, biochanina A y formononetina, cuales son convertidos a genisteina y
daidzeina respectivamente, asi como secoisolariciresinol y metairesinol son los
precursores de enterodiol y enterolactona respectivamente (Adlercreutz, 1990; Setchell
et al.,, 1988). Después la estructura de cada uno es alterada por glucosidasas
intestinales (Setchell et al., 1988). Daidzeina es parcialmente metabolizada a equol y
O-desmetilangiolensina (O-DMA).

Estrégenos
Dietarios
Naturales Sintéticos

1 1 1§
[Esteroides OvériCOS] [ Fitoestrogenos ] [Micoestrégenos]

Promotores del Xenoestrégenos

I T 1 crecimiento. .
[ Isoflavonoides] [ Lignanos ] [ Otros ] EBES LD, [FE2

——

[ Isoflavonas ] [ Cumestanos ]

Figura 1: Origen y clasificacidn de los estrogenos dietarios (Murkies et al., 1998)



En el tracto gastrointestinal de humanos, luego del consumo de lignanos e
isoflavonas, se generan reacciones metabdlicas mediadas por enzimas, resultando de
esto la formacion de fenoles heterociclicos con una gran similitud a la estructura de
estrogenos (Setchell et al., 1979) (Fig. 2). Los metabolitos de fitoestrégenos
experimentan absorcién via circulacién enterohepética y son excretados en la bilis
(Axelson et al., 1981). Estos son desconjugados por la flora bacteriana intestinal,
reabsorbidos, reconjugados por el higado y excretados por la orina (Adlercreutz et al.,
1986). Lignanos e isoflavonas pueden ser medidos en la orina, plasma, fecas, semen,
bilis y leche materna (Adlercreutz et al., 1995). Las concentraciones de los diferentes
metabolitos de fitoestrogenos varian ampliamente entre los individuos, incluso cuando
una cantidad controlada de isoflavonas o lignanos es administrada como suplemento.
El metabolismo de fitoestr6genos dietarios es predominantemente determinado por la
flora bacteriana gastrointestinal, uso de antibiéticos o enfermedades gastricas
(Adlercreutz et al., 1987; Kelly et al., 1995; Kirkman et al., 1995; Setchell et al., 1984).

En particular factores como dietas altamente fibrosas, producto de vegetales y

frutas, y la duracién de la exposicién, ejercen una mayor influencia en el metabolismo

de lignanos e isoflavonas (Hutchins et al., 1995; Lu et al., 1996; Tew et al., 1996).

Genlstema HO" : {

17 Beta-Estradiol

o]

HO o)
Daidzeina

Figura 2: Estructuras quimicas de fitoestrégenos comparadas con estradiol.



Receptores de fitoestrégenos

Los fitoestrégenos clasicos, como la genisteina y la daidzeina tienen una mayor
afinidad por el receptor de estrogenos (RE) beta que por el receptor alfa. REB es
fuertemente expresado en ovarios, Utero, cerebro, vejiga, testiculos, préstata y
pulmones. La expresion del REB parece ser en sitios diferentes al cerebro, no asi el
REa (Kuiper et al., 1997). Por otra parte, el REB es también expresado en huesos y
sistema cardiovascular (Makela et al., 1999). Aunque el significado fisiologico del RE
no es completamente conocido, la accién agonista en el REB y la débil activacion del
REa es benéfica en osteoporosis, proteccion cardiovascular, metabolismo de lipidos y
cancer de mama. Ademas, los estrogenos pueden actuar via receptores no nucleares
gue interacttan con los REs via sistema de segundo mensajero. Hay evidencia in vitro
que el estradiol modula funciones de células neuronales y vasculares via acciones no
gendmicas (Ise et al., 2005). Por lo tanto, efectos gendmicos y no genémicos deben

ser considerados en la accion estrogénica.

Potenciay efectos biolégicos

La potencia bioldgica de los fitoestrogenos varia. Gran cantidad de estos
compuestos no son esteroidales en su estructura y su potencia es sumamente menor a
los estrégenos sintéticos (102 a 10°), ella varia entre especies y rutas de
administracién (Price et al., 1985). La potencia relativa, determinada mediante pruebas
biol6gicas en células humanas (comparada con estradiol, al cual se le dio un valor
arbitrario de 100) es cumestrol: 0.202, genisteina: 0.084, equol: 0.061, daidzeina: 0.013
y formononetina: 0.0006 (Adlercreutz, 1990; Markiewicz et al., 1993).



Actividad estrogénicay antiestrogénica

Los fitoestrogenos son de interés bioldgico porque ellos exhiben tanto in vitro e
in vivo actividad estrogénica y antiestrogénica. (Price et al., 1985).

El efecto estrogénico de los fitoestrégenos fue observado por primera vez en
problemas reproductivos en ovejas (Bennetts et al., 1946). Las isoflavonas estimulan la
hipertrofia uterina en animales de laboratorio, exhibiendo accién estrogénica (Drane et
al., 1980; Price et al., 1985). Cuando se administré con estradiol, la genisteina deprimié
los niveles de estradiol uterino por competencia por sus receptores. Las isoflavonas
exhibieron actividad anticarcinogénica in vivo. Animales de laboratorio fueron
alimentados con una dieta fortificada en soya, teniendo predominantemente menor
proliferacién en tumor de mama, después del estimulo directo e indirecto con agentes

inductores de tumor (Messina, 1994).

La genisteina ha sido el fitoestrégeno de mayor interés en el presente y, in vitro,
se ha demostrado que ejerce efectos proliferativos (estrogénicos) y antiproliferativos

(antiestrogénicos) en células humanas (Sathyamoorthy et al., 1994; Wang et al., 1996).

Las isoflavonas ademas de exhibir las propiedades mencionadas presentan
actividad anticarcinogénica, reportan inhibicién de la angiogénesis (Fotsis et al., 1993)
y de la progresion en el ciclo celular (Traganos et al., 1992). Otros efectos incluyen
inhibicion de la enzima aromatasa (Adlercreutz et al., 1993; Campbell et al., 1993) y
propiedades antioxidantes (Wei et al., 1993).

Mujer premenopéusica

La intervencion dietaria con 60 g de proteina de soya diariamente ha reportado
un incremento en la duracion de la fase folicular. Estos efectos fueron asociados con la
supresion de la descarga en medio del ciclo de FSH y LH (Cassidy et al., 1994). Una

dosis de 340 g de leche de soya, tres veces al dia, decrecen el 173-estradiol sérico y



en la fase lutea disminuye la progesterona sérica en mujeres de 22 a 29 afios de edad
(Lu et al., 1996). En contraste, el suplemento de 10 g diariamente de semilla de linaza
incrementa la duracion de la fase lutea, pero no hay diferencia en el tiempo de la fase
folicular en el ciclo normal de una mujer (Phipps et al., 1993).

Mujer posmenopausica

En Asia, s6lo del 10% al 20% de las mujeres posmenopausicas presentan
bochornos, comparadas con el 70% a 80% de las mujeres en paises occidentales
(Boulet et al.,, 1994; Lock, 1991 y 1994; Tang, 1994). Una popular hip6tesis para
explicar esta diferencia es que isoflavonas se encuentran en la soya, elemento
tradicional en la dieta asiatica, ésta influiria en la respuesta del cuerpo e incluso en los

cambios de nivel hormonal (Adlercreutz, 1990).

Hay variaciones en las respuestas dentro de los estudios y no es clara la
correlacion de la respuesta estrogénica de fitoestrogenos con los cambios en la
citologia vaginal y los efectos en los sofocos. Esto se ilustra en lo dificil de hacer
objetivos los parametros en estudio de sofocos. Las variaciones en las respuestas
dependen de la poblacion estudiada, productos utilizados y el disefio del estudio,
particularmente con respecto a la duracion de la exposicion, variabilidad en la
respuesta y la no respuesta en algunas mujeres posmenopausicas al suplemento de

fitoestrogenos (Lu et al., 1996).

Suplementos dietarios provenientes de la soya son ampliamente distribuidos
para sintomas menopausicos y su uso ha incrementado por mujeres como una
alternativa al uso de estrogenos, sin embargo es dificil hacer recomendaciones

especificas de formulacion y dosis.



Fitoestrégenos y sistema 6seo

Muchos estudio epidemiolégicos han examinado el nexo entre los
fitoestrogenos y la masa 6sea, dando como resultado que los fitoestrogenos de la soya
son benéficos para el mantenimiento o para dar una mejor masa 0sea en la mujer
posmenopausica (Greendale et al., 2002; Horiuchi et al., 2000; Mei et al., 2001).
Algunos estudios han revelado que los fitoestrogenos de la proteina de soya tienen un
modesto efecto en retardar la pérdida de hueso en la mujer perimenopausica (Alekel et
al., 2000) y posmenopausica (Potter et al., 1998; Clifton-Bligh et al., 2001). Se ha
reportado que en la mujer posmenopausica el consumo de la proteina de soya ha
significado una reduccion en la excrecién urinaria de deoxipiridinolina (un biomarcador
especifico de la resorcién del hueso) y en la excrecién de calcio, situacion que no
ocurre con las proteinas de la leche (Arjmandi et al., 2003). Existe un aumento, con el
efecto de las isoflavonas de soya, de la sintesis del factor de crecimiento insulinico 1
(IGF-1), la concentracion de IGF-1 esta relacionada positivamente con la masa 0sea
femenina. En la poblacién China, las isoflavonas de soya tienen un tenue, pero
significante efecto en el mantenimiento de la concentracién mineral de la cadera en la
mujer posmenopausica con una masa 6sea disminuida (Chen et al., 2003). Ipriflavona
(7 isopropoxi-isoflavona), un flavonoide sintético, inhibe el reclutamiento de
osteoclastos y su funcion, 600 mg/dia han prevenido perdida de hueso en el radio

distal en una mujer posmenopausica con osteoporosis (Agnusdei et al., 1992).

A pesar de todo, la hipétesis de los efectos benéficos de la soya en el hueso es
aun especulativa, un estudio acabado del impacto de los fitoestrogenos en fracturas
proporcionaria respuestas consideradas con respecto a los fitoestrégenos y su valor

como posible alternativa de tratamiento farmacologico (Usui, 2006).

Fitoestrégenos y proteccion en cancer

En paises occidentales el cdncer de mama es una de las mayores causas de

muerte en mujeres. Se piensa que este cancer tiene causas multifactoriales que van
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desde la informacion genética, la dieta, el estilo de vida y mutaciones. El rol de los
estrégenos enddgenos en el riesgo de cancer de mama es ampliamente reconocido.
De diferentes formas el metabolismo de estrogenos forma estrogenos enddégenos
mutagénicos o da como resultado radicales libres carcinogénicos (Usui, 2006). Existen
numerosos estudios in vitro que muestran a la genisteina (pocas investigaciones
muestran a la daidzeina) inhibir el crecimiento de un amplio rango de células que son
dependientes de hormonas e independientes de éstas. De esta forma los
fitoestrogenos estarian actuando como antioxidantes y/o inhibiendo el crecimiento de
vasos sanguineos, hecho esencial en la expansién de un tumor (Fotsis et al., 1993;
Peterson, 1995). El rol de la dieta y estilo de vida en la etiologia del cancer de mama
se puede apreciar en la mujer japonesa que en su patria presenta cancer de mama,
ella presenta un alto nimero de tumores in situ con escasa metastasis y ésta
metastasis tiene poca extension, esto comparado con mujeres con cancer de mama en
Estados Unidos o Gran Bretafia (Knight et al., 1996).

El desarrollo de cancer endometrial estd ampliamente relacionado con la
exposicion prolongada a estrogenos. Por lo tanto, los productos de fitoestrogenos
deberian influenciar en la incidencia de cancer endometrial. Sin embargo, en contraste
al cancer de mama, los resultados sobre los efectos de fitoestrégenos en cancer
endometrial son limitados. En una poblacion multiétnica como la de Hawai, el gran
consumo sélo de tofu 0 en combinacion con otros productos de soya, fue asociado a la
reduccion del 50% en el riesgo de cancer endometrial. La reduccion del riesgo se not6
fuertemente entre mujeres que nunca habian dado a luz y las que nunca habian usado
terapia de reemplazo hormonal (Goodman et al., 1997). El consumo de isoflavonas y
lignanos por parte de mujeres no asiaticas en la Bahia de San Francisco fue
relacionado inversamente al riesgo de cancer endometrial. Aqui se concluyé que
algunos compuestos fitoestrogénicos, al nivel de consumo en la dieta americana, estan

asociados con la reduccion del riesgo de cancer endometrial (Horn-Ross et al., 2003).
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Fitoestrégenos y el sistema cardiovascular

Es bien conocido que la menopausia es un importante factor de riesgo en
enfermedades cardiovasculares por que el estrégeno tiene un rol de proteccién en
contra de la ateroesclerosis. In vitro, la genisteina inhibe la proliferacion de células
vasculares e inhibe la angiogénesis, proceso importante en la ateroesclerosis (Raines
et al., 1995). La neovascularizacion esta asociada con lesiones avanzadas y la
genisteina inhibe esta funcién en células endoteliales cultivadas (Fotsis et al., 1993 y
1995). Los REa y B se expresan en endotelio vascular, en células de la musculatura
lisa y células miocardiacas (Venkov et al., 1996). Interesantemente, en la arteria
carétida de la rata, el REa es expresado en bajos niveles, mientras la expresion del
RER es mucho mas alto (Makela et al., 1999). Se ha reportado que ratones deficientes
de REP tienen una anormal funcién vascular e hipertension (Zhu et al., 2002). Un
estudio en donde el consumo de una dieta rica en soya por parte de monos machos y
hembras entreg6 valores de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) menores que los controles, 30% a 40% menos, por el
contrario las lipoproteinas de alta densidad (HDL) incrementaron en un 50% en
hembras y un 20% en machos (Anthony et al., 1995). Estos resultados sugieren que el
ligando especifico del REB debe ser protectivo cardiovascular (Usui, 2006).

Una variedad de ensayos clinicos demostraron que el consumo de 25 g a 50 g
de proteina de soya por dia es seguro y efectivo en reducir el colesterol LDL en
aproximadamente 4% a 8%. Los efectos benéficos de la soya son proporcionales en
gente con mayor hipercolesterolemia (Anderson et al., 1995). La sustitucion de la
proteina animal por soya puede dar como resultado la baja de grasas saturadas y
colesterol, de tal modo resultaria un nivel favorable de colesterol sanguineo y
potencialmente la reduccién del riesgo de una enfermedad coronaria (Lichtenstein,
1998). Otras propiedades reportadas, como la inhibicion de la agregacion plaquetaria y
los efectos antioxidantes, también deben ser consideradas importantes (Wilcox et al.,
1995).
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Efecto de los estrégenos

Los dos tipos de hormonas sexuales ovéaricas son los estrogenos y los
gestagenos. El estrogeno mas importante es la hormona estradiol y el gestdgeno mas
importante es la progesterona. Los estrogenos promueven principalmente la
proliferacién y el crecimiento de células especificas del cuerpo que son responsables
del desarrollo de la mayoria de los caracteres sexuales secundarios de la mujer. La
funcién principal de los gestagenos consiste en preparar al Gtero para la gestacién y a

las mamas para la lactancia (Guyton y Hall, 2006).

La respuesta biolégica producida por los estrogenos no esta limitada a los
efectos en la reproduccion y es quizds mejor entender su efecto en el contexto de la
accion general de las hormonas. Las hormonas son agentes producidas en una
glandula que son transportadas a través de la circulacion sanguinea hacia el 6rgano en
el cual van a producir un estimulo, via accién quimica funcionan en otra parte del
cuerpo. Los estrégenos son moléculas de tipo esteroidal y son producidos por la

corteza adrenal, ovarios y por conversion periférica de la androstenediona.

Todos los esteroides son derivados del colesterol. Pequefios cambios en la
molécula de colesterol produce tres diferentes tipos de esteroides: 1)
mineralocorticoides, como la aldosterona, que actia en el balance mineral; 2)
glucocorticoides, como el cortisol, que actia en el metabolismo de glucosa; y 3)
esteroides sexuales, como estrégenos, progesterona y testosterona, que son
agrupados como una familia porque su efecto mutuo esta involucrado en la funcién

reproductiva (Ruggiero et al., 2002).

Estrégenos enddgenos

En la mujer normal no gestante, so6lo los ovarios secretan cantidades

importantes de estrogenos, aunque también las cortezas suprarrenales producen
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pequefias cantidades. Durante la segunda mitad del embarazo, practicamente
reemplazando al ovario, la placenta es la encargada de producir estrégenos (Guyton y
Hall, 2006).

En el plasma de la mujer sélo hay cantidades significativas de tres estrégenos:
B-estradiol, estrona y estriol (Guyton y Hall, 2006). En la mujer premenopausica el 17[3-
estradiol (estradiol o E) es producido por el ovario, este es el estrégeno en mayor
proporcion. El estradiol es el mas potente porque tiene una alta afinidad por los
receptores de estrégeno. En la mujer premenopdausica los niveles de circulacién de
estradiol fluctian entre los 40 a 200-400 pg/mL a través del ciclo menstrual (North
American Menopause Society, 2000). Después de la menopausia los niveles de
estradiol caen a menos de 20 pg/mL (Jones, 1992). La estrona (E1) es menos potente
que el estradiol y también es un metabolito del estradiol. La estrona es producida via
conversion de la androstenediona en el tejido adiposo. En la mujer posmenopausica el
ovario cesa en la produccion de estradiol, pero la glandula adrenal continua generando
androstenediona, el inmediato precursor de estrona, los niveles de estrona
permanecen sin cambiar, pero los niveles de estradiol caen significantemente. El tercer
estrégeno endogeno, estriol (Es), es también un metabolito del estradiol en la periferia.
El estriol es el principal estrégeno producido por la placenta durante el embarazo, pero
es encontrado en menores cantidades que el estradiol o la estrona en una mujer no

embarazada (Ruggiero et al., 2002).

La potencia estrogénica del estradiol es, para las respuestas gendmicas, 12
veces la de la estrona y 80 veces la del estriol (Guyton y Hall, 2006). Para las
respuestas no genomicas mediadas por eosindfilos, el estriol es mas potente que el
estradiol, hecho que va en paralelo con la mayor afinidad que presenta el estriol por los
receptores estrogénicos de los eosindfilos, en comparacién con el 17B-estradiol
(Tchernitchin, 1972; Tchernitchin et al., 1976). Considerando estas potencias relativas,
puede verse que el efecto estrogénico del estradiol es (para las respuestas
genomicas), por lo general, muchas veces mayor que el de los otros estrdgenos juntos.

Por esta razon, se considera que el estradiol es el estrégeno principal, aunque los

14



efectos estrogénicos de la estrona estan lejos de ser despreciables (Guyton y Hall,
2006).

Los estrogenos, como todos los esteroides, son altamente liposolubles y por lo
tanto, una vez producidos, difunden facilmente a través de las membranas celulares
hacia el torrente sanguineo. En el érgano blanco los estrégenos difunden dentro de la
célula y por la membrana nuclear. Dentro del nlcleo se unen a un receptor de
estrogeno. El complejo receptor-ligando se une al ADN e inicia la transcripcién génica,
de tal modo se producen las proteinas especificas que participaran en la accién
fisiologica de los estrogenos en el tejido blanco (Clark, 1992). Por ejemplo, los
estrogenos estimulan la produccién de mucus en las células del cervix y la produccién

de globulina que une esteroides en hepacitos.

En la circulacion sanguinea muchos de los estrégenos estan ligados a una
proteina llamada globulina acopladora de hormonas sexuales. Aproximadamente el 2%
de los estrogenos en el plasma estd libre. Solamente el estrogeno libre esta
biol6gicamente activo y disponible a entrar a las células. M&s de 400 acciones

celulares diferentes de los estrégenos han sido descritas (Sarrel et al., 1994).

Receptores de estrogenos

Desde el aislamiento de la estrona en 1929, entendemos como los estrogenos
realizan funciones que cautivan el interés de muchos cientificos e investigadores
clinicos. Los primeros postulados mostraban la actuacion del estrogeno como un
cofactor metabolico, esto fue disipado con el descubrimiento de las proteinas del
receptor de estrogeno (Jensen et al., 1960). De este campo emergid la investigacion
nuclear del receptor de la hormona. Estudios subsecuentes por varios investigadores
han indicado que las proteinas del RE, cuales son factores de transcripcion localizados
en el nacleo, afectan la expresion de los genes blanco. Sin embargo, investigaciones

actuales sugieren que este no debe ser solo el mecanismo de accion estrogénica. De
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esta forma, los estrogenos deben activar diversos caminos, algunos de los cuales son

independientes de los receptores “clasicos” de estrégenos (Hewitt et al., 2005).

Dos tipos de receptores estrogénicos han sido identificados (REa y REB) en
machos y hembras (Gustafsson, 1999; Warner et al., 1999). Estos receptores tienen
diferente distribucién en los tejidos. El REa es expresado en los tejidos del utero,
higado, mamas vy rinén. El REB es encontrado mas bien en los tejidos reproductivos,
pero también existe en muchos tejidos de areas no reproductivas, esto incluye cerebro,

huesos, tracto urinario y sistema vascular.

Los ovarios, Utero, mamas, sistema cardiovascular y cerebro contienen tanto
REa como RER. La complejidad de esta distribucion se convierte en importante cuando
se utiliza a moduladores sintéticos del receptor de estrogeno, que pueden unirse a REa
o REB, para causar acciones agonistas 0 antagonistas en el sitio del receptor. Las
funciones moleculares de los receptores en 6rganos especificos aun no son bien

conocidas (Jordan, 1998).

Metabolismo de estrégenos

El estrogeno es metabolizado a formas menos activas o inactivas via dos
mecanismos: 1) conjugacion a metabolitos hidrosolubles y metabolitos no
biolégicamente activos para la excrecion y 2) conversion en estrona o estriol, cuales
son biolégicamente activos, pero aproximadamente diez veces menos potentes que el

estradiol (Ruggiero et al., 2002).

Circulaciéon enterohepética

Los estrégenos son conjugados o hechos hidrosolubles en el higado, en donde

son alterados y adquieren una estructura similar a los &cidos biliares. Después ellos
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son excretados en el tracto gastrointestinal via los ductos biliares. En el intestino la
flora bacteriana normal desconjuga al estrogeno, haciéndolo nuevamente liposoluble.
Esta forma liposoluble y biol6gicamente activa es reabsorbida desde el intestino hacia
el higado via circulacion enterohepatica, de tal modo, nuevamente en el higado, es
transformada a un metabolito inactivo que es devuelto a la circulacion (Dickinson et al.,
2001).

Efecto de primer paso

Los estrégenos ingeridos (via oral) son metabolizados r4pidamente a estrona
en el intestino y en el higado (en donde se conjugan) antes de alcanzar la circulacién
general. El efecto de primer paso disminuye significantemente la cantidad de estrégeno
disponible para la circulacién. Ademas, el primer paso a través del higado afecta a
otras funciones hepaticas y se presume ser una de las razones por lo cual las diversas
rutas de administracion tienen diferente impacto en los perfiles lipidicos (Hammond,
2000).

Estrégenos y terapia de reemplazo hormonal (TRH)

Entre los 40 y los 50 afios, los ciclos sexuales suelen hacerse irregulares y en
muchos de ellos no se produce ovulacion. Transcurridos algunos meses o afos, los
ciclos cesan. Este periodo, durante el cual los ciclos cesan y las hormonas sexuales
femeninas disminuyen casi hasta cero, se denomina menopausia (Guyton y Hall,
2006). El fin de la TRH es reemplazar el estrégeno, para de esta forma aliviar los

sintomas de la menopausia (Ruggiero et al., 2002).

La causa de la menopausia es el “agotamiento” de los ovarios. A lo largo de
toda la vida reproductora de la mujer, unos 400 foliculos primordiales crecen para
formar foliculos vesiculares y ovular, mientras que cientos de miles de ovocitos

degeneran. A la edad aproximada de 45 afos so6lo quedan unos pocos foliculos
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primordiales capaces de responder a la estimulacién de la FSH y la LH y la produccion
de estrogenos por el ovario decrece a medida que el nimero de foliculos primordiales
se aproxima a cero. Cuando la produccién de estrégenos desciende por debajo de un
valor critico, los estrégenos ya no pueden inhibir la produccién de las gonadotropinas
FSH y LH. Por el contrario, la FSH y la LH (principalmente la FSH) se producen tras la
menopausia en grandes cantidades y de forma continua, pero a medida que se
atresian los foliculos primordiales aun existentes, la produccion ovarica de estrogenos

cae casi a cero.

Es frecuente que la pérdida de los estrdgenos provoque notables alteraciones
fisiolégicas en la funcion del organismo, como: 1) sofocos, caracterizados por una
rubefaccién extrema de la piel; 2) sensaciones psicoldgicas de disnea; 3) irritabilidad;
4) fatiga; 5) ansiedad; 6) a veces, diversos trastornos psicéticos, y 7) disminucién de la

resistencia y de la calcificacion de los huesos de todo el cuerpo (Guyton y Hall, 2006).

De esta forma, la TRH busca prevenir el desarrollo de osteoporosis, disminuir el
riesgo de enfermedades cardiacas y mejorar las capacidades cognitivas, sin
incrementar el riesgo de céncer uterino, cancer de mama, cancer de ovario o

problemas a la vesicula biliar (Ansbacher, 2001).

El desafio es encontrar una preparacion de estrégenos que sea selectiva para
los receptores de estrégenos responsables de las respuestas buscadas, pero no
aquellos de respuestas indeseadas o de riesgo. Ninguna de las formulaciones
farmacoldgicas en el mercado son lo bastantemente selectivas. Por lo tanto, el “dilema
del estrégeno” o la controversia riesgo/beneficio sobre el uso de la TRH es de
constante preocupacion. Las prescripciones de medicamentos y el uso de éstos deben
ser revisados cuidadosamente antes de iniciar la terapia, el mecanismo de accion,
efectos adversos, contraindicaciones y el potencial riesgo son de gran importancia al

momento de considerar los medicamentos a utilizar (Rousseau, 2001).
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Estrégenos en el Gtero

Bajo estimulacion estrogénica el Gtero experimenta diversos cambios como son:
crecimiento, proliferacion de glandulas endometriales, hiperemia e hipertrofia del
miometrio (Tchernitchin et al., 1995). Para explicar los cambios que experimenta el
Utero bajo la influencia de los estrégenos, se han postulado a lo menos dos
mecanismos de accion desde el punto de vista de los receptores involucrados
(Tchernitchin et al., 1976).

En el primer mecanismo la accién del estradiol en el Utero es mediada por el
receptor citosélico nuclear (Jensen et al., 1972). Este mecanismo es responsable de
las respuestas gendmicas en el (tero e involucra un aumento de la mitosis en las

células uterinas.

Existen dos teorias con respecto a este tipo de mecanismo de accion de los
estrogenos en células uterinas, en la primera el estr6geno se une al receptor
citoplasmético que forma un dimero, el cual se trasloca al nacleo celular y se
dedimeriza, de tal manera que la porcién del receptor ligante del estrogeno interactia
con la cromatina en donde finalmente se produce la accion gendmica (Jensen et al.,
1972). La otra teoria se refiere a que los esteroides por su naturaleza lipofilica ingresan
a la célula por simple difusion, los receptores para la hormona se encuentran
asociados a proteinas chaperonas en estado inactivo formando complejos no estables
y con gran afinidad por las hormonas esteroidales, luego el complejo hormona-receptor
se desliga de la proteina y migra hacia el nacleo en donde ejerce la acciéon (Pratt et al.,
1997). Este tipo de proteinas son conocidas como proteinas de shock térmico o HSP
(Pratt et al., 1997).

El segundo mecanismo es mediado por los leucocitos eosindfilos, clasicamente
involucrados en procesos alérgicos, enfermedades parasitarias y reacciones
inflamatorias, los que frente a un estimulo estrogénico migran al Gtero dependiente de

los niveles de estrdgeno en la sangre y no en el Gtero (Tchernitchin et al., 1983).
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La interaccion de la hormona con receptores estrogénicos ubicados en la
superficie de los eosinofilos presenta gran afinidad y especificidad a bajas
concentraciones de hormona (Tchernitchin et al., 1985).

El complejo hormona-receptor es reconocido por receptores especificos
ubicados sélo en la pared del endotelio vascular uterino y de esta forma el eosindfilo se
adhiere a los pequefios vasos sanguineos ubicados en el mesometrio. Una vez que los
eosindfilos traspasan el endotelio vascular por diapédesis migran desde el mesometrio
hacia el miometrio y endometrio. Por efecto estrogénico los eosindfilos se degranulan,
liberando enzimas contenidas en los granulos al espacio extravacular uterino (Lastra,
2000).
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CAPITULO I

HIPOTESIS

Ho: La administracion de una dosis de extracto alcohdlico de fitoestrogenos, a

ratas pre-puberes, no genera respuestas estrogénicas a nivel de Utero.

Hi: La administracion de una dosis de extracto alcohdlico de fitoestrégenos, a

ratas pre-puberes, genera respuestas estrogénicas a nivel de Utero

OBJETIVO GENERAL

Evaluar, con respecto al patron 17B-estradiol, la accién estrogénica de un

extracto alcohdlico vegetal en Utero de ratas pre-puberes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Preparar el extracto alcohdlico vegetal en estudio.

= Cuantificar eosindfilos en los distintos estratos uterinos.

= Determinar eosindfilos uterinos degranulados e intactos.

= Observar distribucion de eosindfilos en los distintos estratos uterinos.

= Contabilizar células uterinas en mitosis de epitelio luminal, epitelio glandular y
miometrio circular.

= Caracterizar cualitativa y cuantitativamente el extracto alcohdlico vegetal en
estudio.

= Evaluar respuesta gendmica (mitosis uterina) y no gendmica (eosinofilia

uterina).
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA DE TRABAJO

Estudio morfol6gico e histolégico de cortes de Utero de rata en presencia del

extracto en estudio

Disefio del estudio

Estudio experimental doble ciego.

Muestreo

Estudio con muestra de tipo probabilistica, en donde los elementos investigados

tuvieron la misma probabilidad de ser seleccionados dentro del conjunto total.

Poblacion estudiada

Se utilizaron un total de 84 ratas hembra Sprague-Dawley de 21 dias de edad,
con un rango de peso de 40 a 50 g; criadas y mantenidas bajo condiciones controladas
de luz, temperatura y alimentacién ad-libitum, en el vivero del Bioterio Central del ICBM

de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Equipos
- Microscopio 6ptico Leica CME binocular 1000 x, EEUU.
- Micrétomo Leica RM 2125 RT, EEUU.
- Estufa Precision Scientific CO. 4-C-11, EEUU.
- Bafiera de Flotacion Lipshaw MFG 375, EEUU.
- Balanza Ohaus SC 4010, EEUU.
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Instrumentos
- Micropipetas de 100 — 1000 pl. Hirschmann, Alemania.
- Material de vidrio Pirex, EEUU.
- Jeringas de 1ml. Nipro, Japon.
- Arsenal quirdrgico Hartmann, Alemania.

- Portay cubre objetos esmerilados Marienfeld, Alemania.

Reactivos

- 17B-estradiol. Laboratorio SIGMA (E8875), EEUU.

- NaCl 0.9%. Laboratorio Biosano, Chile.

- Extracto alcohdlico de fitoestrégenos (denominado arbitrariamente 81a).

- Balsamo Canada, Eter dietilico, Xileno, Aceite de inmersion, Etanol absoluto,
Parafina Histosec®, Formalina y Buffer fosfato. Laboratorio Merck, Alemania.

- Hematoxilina, Eosina Y acuosa Hatrris. Chile.

- Albumina y agua destilada (Elaborados en el Laboratorio de Endocrinologia
Experimental y Patologia Ambiental de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile).

Caracterizacion y preparacion del extracto estudiado

A modo de antecedente esta planta se utilizaba folkléricamente por los pueblos

indigenas para efectuar abortos.

Para este estudio la planta fue recolectada el primero de enero del 2007 en el

Valle de la Engorda, aproximadamente a 2500 o 3000 m de altura.
Se recolectaron sumidades floridas de planta; 28 g de sumidades floridas fueron

extraidas con 100 mL de etanol absoluto Merck por 200 dias, luego se procedi6 a filtrar

obteniéndose el extracto 81a.
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Procedimiento

Las ratas escogidas fueron las de 21 dias de vida y las que luego de ser
pesadas se encontraban entre el rango de 40y 50 g.

Las ratas en estudio fueron divididas en 8 grupos, utilizandose 4 grupos para la
observacion de respuesta no genomica a las 6 hrs. y los otros 4 grupos para la

observacion de respuesta gendmica a las 24 hrs.

Las ratas fueron inyectadas con 3 soluciones de diferente naturaleza: 17[3-
estradiol 0,5 mg/ml etanol, solucién alcoholica de extracto de fitoestrégenos y un patrén

de NaCl 0,9% usado como vehiculo para la solucién (Tabla 1).

Soluciones
Grupo NaCl 0,9% 17B-estradiol 0,5 Extracto alcohdlico
mg/ml etanol de Fitoestrogenos
Rien), Ri@an v X X
R h), Rz (24 hy v v X
Rs@ h), Ra @4 4 X v
Rae hy, Ra 24 ny v v 4

Tabla 1: La tabla muestra los 8 grupos de ratas (indicando el tiempo para cada grupo
en que fue observada la respuesta) y la solucién con que fueron inyectados cada uno.

La letra y nUmero para cada grupo es de eleccion arbitraria.

A cada rata se le inyectd via subcutanea 0,3 ml de la solucién sefialada en
relacion 1:9; una parte de la respectiva solucién alcohdlica diluida en 9 partes de suero

fisiolégico.
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Transcurridas 6 0 24 h de la inyeccion, se extrajeron los cuernos uterinos bajo
anestesia etérea, las ratas fueron eutanasiados por exceso de anestesia;
posteriormente los cuernos se fijaron en una soluciéon de formalina al 10% tamponada
con buffer fosfato 0,1 M pH 7,3 - 7,4.

Sobre los cuernos extraidos se realizaron los siguientes procedimientos

histologicos: deshidratacion, inclusion en parafina y corte en micrétomo de 5 pum.

Todos los fragmentos fueron deshidratados en una escala ascendente de etanol

y aclarados en xileno, para luego proceder con la impregnacion.

La impregnacién se llevd a cabo en 3 cambios de parafina en estufa a 60°C. La
inclusiéon definitiva (construccion de los bloques de inclusion) se realizo en parafina y
dispuestos sobre parafina liquida; luego se dejé solidificar la parafina liquida, la cual

solidifico a temperatura ambiente.

Los cortes histologicos uterinos, denominados triadas, representan las 3
porciones del cuerno uterino: proximal al cervix, parte media del cuerno y distal

cercana al oviducto.

Los cortes se sometieron a bafio de flotacion (37-40°C) y luego se dispusieron
en un portaobjetos embebido en albumina. Se insertaron los respectivos cortes en
forma de triadas consecutivos, el orden de las porciones uterinas es al azar (fotografias

en Anexo 1).

Las muestras se tifileron con colorante hematoxilina-eosina, colorante que tifie
de color violeta los nucleos de todas las células uterinas y de color rojo a los granulos
de los leucocitos-eosindfilos por los que posee una gran afinidad, por otra parte
ademas permite identificar su localizacion y estado de degranulacion dentro de las
diversas capas histologicas uterinas. Los cortes se deshidrataron, aclararon y

montaron con balsamo de Canada sobre los respectivos portaobjetos.
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Justificacion de la edad de las ratas

Se determind para los ejemplares en estudio la edad de 21 dias, es decir ratas
pre-puberes, dado que para ese momento éstas aln no presentan niveles apreciables
de estrégenos enddgenos, motivo por el cual, no se observan respuestas a la
hormona. Ademas, a esta edad los diversos tipos de receptores estrogénicos, asi como
también los mecanismos de accién de dicha hormona, se encuentran completamente
desarrollados, pudiendo por tanto encontrar la misma respuesta estrogénica que en
animales adultos. De esta manera, se puede asegurar que todos los efectos
estrogénicos observados son generados producto de la administracién de la hormona

exbégena y de las condiciones experimentales.

PARAMETROS DE EVALUACION

Recuento del nimero de eosindéfilos en los distintos estratos uterinos

El recuento de eosindfilos se realizé por microscopia 6ptica (1.000 x). En 10
triadas se contabilizé los eosindfilos que migran a los distintos estratos uterinos
(Mesometrio, Miometrio longitudinal, Miometrio circular, Estroma profundo y Estroma
superficial), ademas se evalu6 el estado en que se encuentran; intactos o

degranulados y si estaban adheridos o no a vasos sanguineos.

Para cada condicién experimental; se calculé el numero total de eosindfilos

encontrados en cada estrato uterino y el total por cada triada.

Degranulacion de eosinéfilos uterinos

Debido a que el eosindfilo esta involucrado en la mediacion de respuestas en

Utero y considerando la accién degranulatoria en sangre y en Utero del 17B-estradiol
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(Tchernitchin, et al., 1985). Se evallta la degranulacién de eosindfilos uterinos inducida
por 17B-estradiol en forma comparativa con el extracto alcohdlico que contiene
fitoestrogenos.
Recuento del namero de células en mitosis

El recuento de células en mitosis se realiz6 por microscopia Optica (1.000 x). Se
contabiliz6 las células en mitosis en 3 triadas al azar. Se utilizaron tres estratos

uterinos (Miometrio circular, Epitelio glandular y Epitelio luminal).

Para cada condicién experimental; se calculé el niumero total de células en

mitosis en cada estrato uterino sefialado y el nimero total por cada triada.

DETERMINACION CUANTITATIVA Y CUALITATIVAMENTE DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO

Objetivo

Analizar el extracto alcohdlico de fitoestrogenos, determinando sus

componentes y cantidad de cada uno de ellos.

Equipo
- HPLC Shimadzu LC10A - 10AVP.
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Reactivos

- Genisteina (4’,5,7-Trihidroxiisoflavona), PM: 270.2, Catalogo SIGMA: G6645.
- Genistina (Genisteina-7-O-B-D-glucopiranosida), PM: 432.4, Catalogo SIGMA:

G0897.

- Daidzeina (4", 7-Dihidroxiisoflavona), PM: 254.2, Catalogo SIGMA: D7802.

- B-estradiol (17B-estradiol), PM: 270.2, Catalogo SIGMA: E8875.

- Extracto alcohdlico de fitoestrégenos (81a).

Metodologia

El analisis cualitativo y cuantitativo fue obtenido via cromatografia liquida de

alta resolucién con deteccion de fluorescencia (HPLC) para detectar niveles sobre los

100 ng/mL de concentracion, también se utiliz6 paralelamente cromatografia liquida de

ultra resolucion con deteccion por espectrometria masa-masa (ULPC-MS/MS) que

detecta concentraciones menores a 200 pg/mL.

Para la deteccion de daidzeina y genisteina se utiliz6 el método de Careri y

colaboradores (Careri et al., 2001) de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (Tabla

2).
Condiciones Cromatograficas
Fase movil Columna Flujo Volumen de Tiempo de
inyeccion retencion
metanol/agua | Shimpack Cis
(70/30) 250 x 46 mm, 0,2 mL/min 50 pL 10,2 minutos
S um

Tabla 2: Condiciones cromatograficas para realizar la deteccion de daidzeina y

genisteina en el extracto alcohdlico de fitoestrogenos estudiado.
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Para la deteccién de estradiol se utilizé el método de Novakova y colaboradores

(Novakova et al., 2004) de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (Tabla 3).

Condiciones Cromatogréficas
Fase movil Columna Flujo Volumen de | Tiempo de
inyeccion retencién
acetonitrilo/metanol/ | Shimpack Cis
agua 250 x 46 mm, 1,0 mL/min 50 uL 12,7
(23/24/53) 5pum minutos

Tabla 3: Condiciones cromatograficas para realizar la deteccion de estradiol en

el extracto alcohdlico de fitoestrogenos estudiado.

ANALISIS ESTADISTICO

- Los datos fueron tabulados mediante Microsoft Office Excel 2003. (Microsoft

Office Professional Edition 2003, Oregon, EE.UU).

- Se utilizé ANOVA para el analisis de varianza de entrada simple.

- Se uso la prueba de x? como test estadistico de proporciones de eosindéfilos en

las diversas localizaciones en el Utero y para proporciones de eosindfilos

uterinos intactos y degranulados.

- Para el andlisis de los datos y nivel de significancia estadistica para las demas

respuestas estrogénicas evaluadas, se usoO el test de la Minima Diferencia

Significativa a posteriori (LSD a.p.).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Los valores obtenidos fueron tabulados y graficados mediante el programa
computacional Microsoft Excel. Los datos simples obtenidos en primera instancia se
transformaron a valores porcentuales que indican la respuesta encontrada, estos

porcentajes se graficaron con su respectivo error estandar.

Se consideré 0% al control negativo y el 100% a la respuesta maxima
encontrada con 17B-estradiol a las 6 0 24 hrs. para el estudio de eosindfilia (respuesta
no genodmica). Lo mismo se consideré para el estudio de mitosis (respuesta genémica),

pero solo a 24 hrs (tablas en Anexo 3).

Eosinoéfilos localizados en Utero

250

250

F
mC6 o mC24
200 H | E6 200 + | E24
W 8la6 H8la
. 24
150 - 150 4+
@ 8laE 2R @ 81la
6 E24

100 x 100 +

horas de tratamiento
horas de tratamiento

a
o
|

4]

o

X
——}

Eosinofilia Uterina (% de respuesta a estradiol después de 6
H

-50

-50

Eosinofilia Uterina (% de respuesta a estradiol después de 24

Grafico 1A (izquierda): Porcentaje de eosindfilos encontrados en Utero de rata pre-puber
luego de 6 hrs de inyectado las distintas condiciones.

Gréfico 1B (derecha): Porcentaje de eosindfilos encontrados en Utero de rata pre-puber
luego de 24 hrs de inyectado las distintas condiciones.

En ambos graficos cada barra corresponde al promedio geométrico + su error estandar y
representan respectivamente a C: control salino, E: estradiol, 81la: extracto vegetal y 81aE:
extracto vegetal mas estradiol. El nimero 6 o 24 corresponde a las hrs. (**) = p<0,01; (****) =
p<0,0001; (+) = p<0,05.
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En el gréfico 1A se muestra que la respuesta a E6 es estadisticamente
significativa (en comparacion con el control) y que la respuesta a 81aE6 es significativa
con respecto a la del extracto solo (**).

En el grafico 1B se muestra que la respuesta a E24 es significativa con respecto
a la del control (**) y que la respuesta a 81aE24 es muy significativa con respecto a la
del extracto solo (****). Respuesta a 8laE24 es significativamente mayor que la
inducida con E24 (+).

Células en mitosis localizadas en Utero

250 m o4 || Grafico 2A: Ndmero de células
en mitosis encontradas en el
mE24 miometrio circular de Utero de
rata pre-puber luego de 24 hrs
m8la de inyectado las distintas

24 ..
150 | condiciones. Cada barra

@ 8la H
E24 corresponde al promedio
sk geomeétrico * su error estandar y
representan respectivamente a
— C24: control salino, E24:
estradiol, 8la24: extracto
vegetal y 8laE24: extracto
vegetal méas estradiol.
0 A (**) = p<0,01; (****) — p<0,0001;
(+) = p<0,05.

200 -

100 +

50 -

-50

Mitosis Uterina en Miometrio Circular (% de respuesta a estradiol

Este gréfico (2A) muestra que la respuesta a E24 es estadisticamente muy
significativa (en comparacion con el control) (****) y que la respuesta a 8laE24 es
significativa con respecto a la del extracto solo (**). Respuesta a 8laE24 es

significativamente menor que la inducida con E24 (+).
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®m8la|ll de inyectado las distintas

24 ..
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Mitosis Uterina en Epitelio Glandular (% de respuestas a estradiol

En el grafico 2B se muestra que la respuesta a E24 es estadisticamente muy
significativa (en comparacion con el control) y que la respuesta a 8laE24 también es

estadisticamente muy significativa con respecto a la del extracto solo (****).

\
)

250 p—. Grafico 2C: Numero de células

en mitosis encontradas en el
me24 ||| epitelio luminal de Gtero de rata
pre-puber luego de 24 hrs de

200 -

msla inyectado las distintas

150 4 24 condiciones. Cada barra
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C24: control salino, E24:
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50 -

vegetal y 8laE24: extracto
vegetal mas estradiol.
(****) = p<0,0001.

Mitosis Uterina en Epitelio Luminal (% de respuesta a estradiol
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El grafico 2C muestra que la respuesta a E24 es estadisticamente muy
significativa (en comparacion con el control) y que la respuesta a 81aE24 también es
estadisticamente muy significativa con respecto a la del extracto solo (****).

Eosinéfilos localizados en distintos estratos uterinos

et Gréfico 3: Porcentaje de
100% A < sge .
I B (= veso eosindfilos localizados  en
mesometrio (Meso) con respecto
@ Endo +|| a los localizados en endometrio
7506 Miom con miometrio (Endo + Miom) en

Utero de rata pre-puber.

Esta respuesta se observd en
las horas posteriores a la
509% - inyeccion de estradiol (E) o de
extracto vegetal mas estradiol
(8laE), el numero 6 o 24
corresponde a las horas.

25% 1 (+++) = p<0,001.

Proporcion de eosindfilos localizados en mesometrio y en
endometrio con miometrio (%)

0%

E6
81aE6
E24
8laE24

En el gréfico 3 se muestra que el porcentaje de eosindéfilos en endometrio mas
miometrio, posterior a la inyeccion de 8laE24, es estadisticamente muy significativa
con respecto a E24.
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Eosindfilos uterinos degranulados e intactos

. Grafico 4: Porcentaje de
100% 4o 1 [ Degran eosindfilos degranulados
: (Degran) y no degranulados (No
= No Degran) localizados en Utero de
Degran| ,
rata pre-puber.

75% 4

Esta respuesta se observé en
las horas posteriores a la
inyeccion de estradiol (E) o de
50% extracto vegetal mas estradiol
(81aE), el numero 6 o 24
corresponde a las horas.

(+) = p<0,05.

25% -

0% -

Proporcion de eosindfilos degranulados y no degranulados (%)
E6

81aE6
E24

8laE24

En el grafico 4 se muestra que el porcentaje de eosindfilos degranulados,
posterior a la inyeccion de 81aE6, es estadisticamente significativa con respecto a E6.

Andlisis del extracto alcohdlico vegetal

Con respecto al analisis cualitativo y cuantitativo del extracto en estudio se
procedié en primera instancia a realizar un andlisis cuantitativo de estandares con
objeto de la posterior identificacion en los extractos. Los estandares utilizados fueron
los de genistina, genisteina, daidzeina y 17p-estradiol, este andlisis se puede apreciar

en los perfiles cromatogréaficos adjuntados en el Anexo 2.

A continuaciéon se describe el resultado del analisis del extracto alcohdlico

vegetal mediante las metodologias ya identificadas anteriormente en este informe.
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cifra aproximada de 60 pg/mL.
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DISCUSION

Con respecto a la eosinofilia, en nuestro modelo experimental el 100% de
respuesta fue determinado por la accién no genémica del 173-estradiol a las 24 horas,
esto se establecio ya que la respuesta maxima al patrén se dio luego de 24 horas de la
inyeccién en la rata. El valor de 0% fue asignado a la respuesta del control salino tanto
a las 6 horas como a las 24 hrs. Este hecho no concuerda con el efecto de los
estr6genos propuesto por Jensen y De Sombre (Jensen y De Sombre, 1972), en el
cual se postula que la respuesta estrogénica no gendémica (eosinofilia) alcanza un valor
maximo a las 6 hrs. Este hecho, descrito en el presente trabajo, ya habia sido
observado en 1974 (Tchernitchin et al., 1974) y se ha repetido en varios trabajos del

mismo grupo de investigacién (Cruz y Garrido, 2008).

La respuesta no genémica, evidenciada mediante la eosinofilia (grafico 1A y 1B)
entrega valores significativos en la respuesta, post-administracion, de estradiol con
respecto al control salino para 6 y 24 hrs., lo mismo ocurre con el estradiol mas el
extracto alcohdlico vegetal en relacibn a la respuesta observada después de
administrar el extracto solo. Esto puede ser fundamentado por la accion del estradiol
sobre los eosindfilos, lo cual se correlaciona con los efectos atribuidos a los

estrégenos.

Uno de los hallazgos mas relevantes del presente trabajo de investigacion lo
constituye el dramético aumento de eosindfilos en Utero de rata, observado luego de
24 horas de administrar en forma conjunta estradiol y el extracto alcohdlico vegetal.
Los datos obtenidos indican que los valores de eosinofilia encontrados en el corte
transversal de utero de rata fluctuaron desde 1 (suero fisioldgico), 20 (estradiol) y se
incrementaron hasta 67 con la administracion del estradiol mas el extracto alcohdlico
vegetal. Por su parte, el extracto solo casi no tuvo efecto sobre la eosinofilia (gréfico
1B). De acuerdo a estos resultados, el aumento ostensible del nimero de eosindfilos
presentes en el Gtero, es posible que el extracto alcohdlico vegetal analizado ejerza un

efecto potenciador sobre la respuesta inducida por estradiol.
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Hechos de importancia con respecto a la accion de los tratamientos en estudio,
sobre el Utero de rata pre-puber, los proporcionan la ubicacion y degranulacion de
eosindfilos (grafico 3 y 4). La ubicacién de eosindfilos es considerablemente mayor a
nivel de endometrio junto al miometrio comparados con los localizados en mesometrio;
esta diferencia se nota a las 6 horas luego de inyectado solo estradiol y estradiol junto
al extracto alcohdlico vegetal, esta diferencia es mas notable luego de 24 horas de

haber aplicado los mismos tratamientos.

La mayor cantidad de eosindfilos se encuentra en endometrio mas miometrio en
respuesta a la previa administracion, 24 horas antes, de estradiol mas el extracto
alcohdlico vegetal (grafico 3). Se observo que el 96% de los eosindfilos hallados se
ubicaba en este sector, valor que fue estadisticamente muy significativo con respecto
al 88% de localizacion que arrojé la accién del estradiol solo. De esto se infiere que
existe una mayor migracion de eosinéfilos con la accién conjunta del estradiol mas el
extracto alcohdlico vegetal en estudio (desde mesometrio hacia endometrio), esta
posible accién potenciadora del extracto se correlaciona con la mayor cantidad de

eosindfilos encontrados bajo este tratamiento (grafico 1B).

Como respaldo a la hipétesis de la accion potenciadora, los datos del grafico 4,
indican que la mayoria de los eosindfilos localizados se encontraban degranulados,
incrementando este porcentaje los ubicados a las 24 horas en comparacion a los
hallados a las 6 horas. La accion del estradiol mas el extracto estudiado es
estadisticamente significativa ya a las 6 horas con respecto al estradiol solo. En este
caso la accion del extracto alcohdlico vegetal también podria ser considerada como

potenciadora.

La importancia de que exista una alta proporcion de eosindéfilos degranulados
radica en que se vincula con los resultados vistos en el gréfico 3, ya que al
degranularse los eosindfilos liberan al medio sustancias que le permiten mayor

movilidad y por ende aumenta su migracion desde el mesometrio hacia el endometrio.
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Con respecto a la respuesta gendmica, evidenciada mediante el niumero de
células en mitosis, el estradiol generd la accién esperada en los distintos estratos
uterinos en estudio luego de 24 horas de su administracion, de esta forma se vio un
incremento de las células en mitosis en estas zonas. El extracto en estudio no generé

accion considerable en el aumento de division celular (grafico 2A, 2B y 2C).

La accién conjunta del estradiol mas el extracto alcohdlico vegetal no generé
una respuesta distinta a la respuesta del estradiol solo, esto se consideré en epitelio
luminal o en epitelio glandular (grafico 2B y 2C), esto da entender que posiblemente la

accion del extracto en estudio no seria de mayor relevancia en estos estratos uterinos.

Notable es la disminucién de la division celular en miometrio circular, provocada
por la administracion de estradiol en forma conjunta con el extracto alcohdlico vegetal
luego de 24 hrs. De esta manera en el gréafico 2A se puede apreciar que la respuesta a
esta condicién es casi un 35% menor que la respuesta generada solo por el estradiol.
Los datos obtenidos indican que los valores de las células miometriales en mitosis
halladas en el corte transversal de Utero de rata fluctuaron desde 31 (suero fisiolégico),
69 (estradiol), 22 con el extracto alcohdlico vegetal y disminuyeron hasta 46 con la
administracién del estradiol mas el extracto alcohdlico vegetal. Este suceso podria
explicarse asumiendo que el extracto alcohdlico vegetal ejerce una accién atenuante
sobre el estradiol a este nivel uterino. Si bien es cierto, con los experimentos realizados
en este estudio no es posible explicar este hecho con certeza, puede especularse que
el extracto interferiria con alguna de las vias de transduccion de la accion estrogénica.
Lo anterior constituye un hecho relevante y a considerar en posibles investigaciones
futuras sobre el extracto, sobre todo si consideramos que a nivel de miometrio circular

y endometrio se inicia primariamente la hiperplasia uterina.

A pesar que los miomas uterinos son considerados como tumores benignos y
gue muchas mujeres con miomas son asintomaticas, se han registrado sangramientos
uterinos, dolor pélvico o complicaciones en el embarazo de algunas mujeres afectadas.

Uno de los factores que puede producir la miomatosis uterina es la prolongada
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exposicion a estrogeno, lo que a su vez, puede influir en el aumento de la

concentracion de sus receptores en el miometrio (Cheng et al., 2008).

La opcion de medicamentos como terapia para la mujer que no desea la
intervencion quirargica (extirpacion de los miomas uterinos) y de esta forma disminuir
los miomas, es una posibilidad que podria entregar el extracto alcohdlico vegetal. Los
resultados obtenidos abren la posibilidad, digna de explorar en el futuro, del tratamiento
de la miomatosis uterina con un compuesto activo presente en el extracto alcohélico

vegetal estudiado.

La caracterizacién cuantitativa y cualitativa no entregé resultados que ayuden a
identificar los principios activos presentes en el extracto alcohélico vegetal en estudio
(grafico 5 y 6); en la cromatografia realizada no se detecta presencia de las isoflavonas
daidzeina y/o genisteina, sélo se encontr6 una concentracion muy baja de los
glicosidos de estas sustancias (£ 1 pg/mL), no se descarta la presencia de otras
isoflavonas en el extracto analizado. Se detectd presencia de estradiol en una
concentracion de 60 pg/mL, situacion que genera dudas al momento del analisis, por

ende se presume que lo encontrado no seria estradiol como se informa.

Por los resultados obtenidos, ya discutidos, es posible que el extracto contenga
algun producto fitoestrogénico, que al no utilizar su patréon en el HPLC no fue
identificado. No obstante a lo anterior, se han descrito en algunas especies vegetales
la presencia de esteroides sexuales, incluidos 17a-estradiol, estrona y estrol
(Farnsworth et al., 1975).
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CONCLUSION

Se valida el método utilizado para observar respuestas gendmica (mitosis
uterina) y no gendmica (eosinofilia uterina) inducidas por la accion del estradiol y/o por

sustancias de accion estrogénica.

La administracion en forma aguda del extracto alcohdlico de planta medicinal
chilena estudiada ejerce una alteraciébn en la respuesta no genémica (aumenta el
namero de eosindfilos uterinos). Este extracto alcohdlico de planta medicinal chilena
también desarrolla una alteracién de la respuesta genémica a nivel de miometrio

circular (disminuye células uterinas en mitosis).

El extracto alcohdlico vegetal estudiado produciria una potenciacion de la
respuesta que se genera por la accién del 17B-estradiol, manifestado en el aumento de
eosindfilos uterinos luego de 24 horas de haber sido inyectado el extracto alcohdlico de

planta medicinal nativa junto al 173-estradiol.

La accién del extracto alcohdlico vegetal en presencia de 17B-estradiol provoca
un aumento en la degranulacién de eosindfilos uterinos y la consiguiente migracion de

estos eosindfilos, desplazandose desde el mesometrio hacia el endometrio.

El extracto alcohdlico de planta medicinal chilena disminuyd la mitosis de

células uterinas miometriales inducidas por la presencia de 17p-estradiol.

Las posibles propiedades descritas que presenta el extracto alcohdlico vegetal
estudiado sugiere como probable aplicacion terapéutica el tratamiento de miomas
uterinos. De esta forma se podria reducir la proliferacion de células uterinas en

presencia del estradiol.
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ANEXO

Anexo 1: Fotografias del procedimiento.

1- Inyeccion via subcutanea 2- Anestesia antes de realizar el
de los distintos tratamientos a estudiar. procedimiento.

3- Extraccion de uteros luego de 6 o 24 4- Cada cuerno de Gtero fue cortado
horas de aplicado los tratamientos. en tres partes (triada).

47



5- Uteros fijados en formalina tamponada. 6- Cortes dispuestos en parafina liquida.

7- Cortes en cubos de parafina sélida. 8- Bafio de flotacion (37-40°C), luego de
realizados los cortes de 5p.
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Anexo 2: Perfiles cromatogréficos de estandares utilizados.
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Anexo 3: Tablas con los datos obtenidos en el recuento de eosindfilos y de células en

mitosis.

Las siguientes tablas muestran los eosindfilos encontrados luego de 6 horas de
ser inyectado los distintos tratamientos. R: niUmero de rata; ES: estroma superficial;, EP:
estroma profundo; MC: miometrio circular; ML: miometrio longitudinal; Me: mesometrio;

A: adheridos a vasos; No A: no adheridos a vasos; D: degranulados; T: total.
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Las siguientes tablas muestran los eosindfilos encontrados luego de 24 horas
de ser inyectado los distintos tratamientos. R: numero de rata; ES: estroma superficial;
EP: estroma profundo; MC: miometrio circular; ML: miometrio longitudinal; Me:
mesometrio; A: adheridos a vasos; No A: no adheridos a vasos; D: degranulados; T:

total.
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24 hrs.

No
R|ES|EP/MC|ML|Me|A|A |[D|T
15094 |4 |1 |0|0|11/|18
16| 0|4 (11| 0| 2 |0]| 0 |12]|17
170 (4| 4 |1 |5|0]0]|9|14
18| 0 |16 18| 8 [10|0| O |47 |52
190|514 |12 |0]0|11|12
200054 |1|1|0{0]9 |11
35/0|7|3|0|1(0|]0]|9]|11
4| 0|01 |1|0]|0|l0]|2]|2
53/ 0| 3| 5|0|1|0/0|8]|9
541 0 |27|24| 2 | 2 |0]| 0 |53|55
55| 0| 2|7 |2 |0|0|]0]|11|11
Estradiol mas extracto
vegetal a las 24 hrs.

No
R|ES|EP|MC|ML|Me|A|A | D | T
45| 0| 6 9 | 0| 1(0|0]|13] 16
46| 0| 7 |12 0| 1 |0| 0|18 | 20
47| 0 | 43|22 |1 |1|0| 0|46 | 67
48| 0 |32 |41 | 9 |11|{0| 0 | 76| 93
49| 0|39 |56 |7 |2 |0|0|78]|104
50| 0 |107|165|10| 2 |0| O 255|284
51| 0 | 5 6 | 1|4 |0|/0)|13]|16
52| 0 |17 |22 | 2 | 2 |0| O | 36| 43
81| 0| 7 6 | 8| 210|017 | 23
82| 0| 5 8 | 2| 5|0|0)|16]| 20
83/ 0| 4 (11| 3|0 |1|0]|15] 18
84| 0| O 0O|0]|]0|0|/O0O]| O 0

o1




Las siguientes tablas muestran las células en mitosis encontradas luego de 24

horas de ser inyectado los distintos tratamientos. R: nimero de rata; EL: epitelio

luminal; EG: epitelio glandular; MC: miometrio circular; T: total.

Estradiol a

las 24 hrs.

R|EL|EG|MC| T
15(98| 8 | 68 |174
16(61| 6 | 83 |150
17|72| 5 | 88 | 157
18|68 | 4 | 63 |135
19(62| 2 | 54 |118
20(11| 1 | 54 | 66
35/65| 3 | 52 [120
44|58 | 3 | 36 | 97
53|64 | 2 | 58 [124
54194 |11 | 122|227
55/80| 6 | 78 | 164

Control

salino a

las 24 hrs.

R |EL|EG|MC| T
211 | 0 | 35|36
22110 9 |10
231 4| 0 | 36| 40
241 1| 0 |15 ]| 16
66|12 | 2 [101|115
67| 4| 0 |26 | 30
68| 5| 1 |43 | 49
691 | 0|12 | 13
79(23| 0 | 17 | 40
80|11 1 |11 | 23

Extracto
vegetal a las 24
hrs.

R |EL|EG|MC| T
11/ 1| 0 | 34 |35
121 2| 2 | 23 |27
13| 3| 0 | 32 |35
147 | 0 | 24 |31
31/ 0| 2 | 30|32
32/ 0| 0| 919
33/ 0| 0|18 |18
34| 2| 0|22 |24
421 1 11|14 |16
43| 1 | 0 |17 |18

Estradiol mas

extracto vegetal a las

24 hrs.
R|EL |[EG|MC| T
45|21 | 2 | 29| 52
46| 41 | 3 | 39| 83
47| 44 | 3 | 41 | 88
48| 31| 1 | 36 | 68
49| 30 | 6 | 58 | 94
50| 23 |11 |49 | 83
51144 | 2 | 72 |118
52|55 | 2 |74 |131
81| 65| 3 |25 93
82|79 | 4 | 27 |110
8389 | 1 |54 144
84106 | 10 | 51 | 167
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