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VCM

HCM

CHCM

FA

LDH

GOT

HPB

PBS

ABREVIATURAS

: Volumen corpuscular medio

: Hemoglobina corpuscular media

: Concentracién de hemoglobina corpuscular media
: Fosfatasa alcalina

: Lactato deshidrogenasa

: Transaminasa glutamico-oxalacética

: Hiperplasia prostatica benigna

: Buffer fosfato salino pH 7,4
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RESUMEN

Los extractos herbales deben ser evaluados en cuanto a eficacia y seguridad.
Estudios de toxicidad aguda in vivo deben considerar los diferentes
mecanismos por los cuales los principios activos pueden producir toxicidad. Por
consiguiente, se desarrolld6 una metodologia para examinar parametros
generales relacionados con la respuesta de toxicidad aguda. Para ello se
utilizaron ratas Sprague-Dawley machos las cuales fueron tratadas con dos
dosis de Saw Palmetto, Serenoa repens W. Bartram HiPower® (la dosis
recomendada para humanos y una dosis 10 veces mayor) durante 10 dias. Se
evaluaron los parametros generales homeostaticos (hemograma vy perfil
bioguimico), asi como caracteristicas morfologicas de tejidos involucrados en la
respuesta a xenobidticos (higado, timo, bazo y ganglios linfaticos). Todos los
parametros analizados no fueron significativamente diferentes en el grupo
control como en los tratados con ambas dosis de Saw Palmetto, HiPower®,
sugiriendo que este preparado comercial presenta un buen perfil de seguridad
durante el periodo de tratamiento evaluado. La diferencia en las dosis utilizadas
fue un orden de magnitud y a pesar de ello, no se observaron alteraciones en
los parametros medidos. El protocolo utilizado en este estudio podria ser
utilizado para ensayar la toxicidad aguda in vivo de diferentes extractos

herbales.
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SUMMARY

Herbal extracts must be evaluated for their efficacy and safety. In vivo acute
toxicity studies must consider the different mechanisms by which active
compounds may elicit toxicological outcomes. Thus, a methodology to test
general parameters related to acute toxicity responses in a murine model was
developed, using a Saw Palmetto, Serenoa repens W. Bartram extract
(HiPower®): adult male Sprague-Dawley rats were treated orally with two doses
of Saw Palmetto (the recommended dose for humans and a dose 10-fold higher)
for 10 days, to examine general homeostatic parameters (hemogram and clinical
chemistry) as well as morphological features of tissues involved in the response
to xenobiotics (liver, timus, spleen, and lymphatic ganglia).

All the parameters assayed did not undergo significant changes during
treatment, suggesting that the commercial extract of Saw Palmetto HiPower®
displays a good safety profile for the period tested. The doses assayed spanned
over one order of magnitude in the drug concentration and we did not observe
differences in the parameters assayed. This method may be adopted for testing

the in vivo acute toxicity of any herbal extracts.



. INTRODUCCION

La medicina nativa ha utilizado las plantas durante milenios para el tratamiento
de diversas enfermedades; estos usos han establecido las bases para el
aislamiento de aquellos compuestos para su uso terapéutico. Sin embargo, sélo
recientemente los estudios cientificos especializados en extractos herbales han
comenzado a validar los usos terapéuticos y los perfiles de seguridad de ellos.
La mayoria de estas investigaciones se enfocan sélo en la aplicacién
terapéutica de los extractos herbales. Por ejemplo, los extractos encontrados en
las hojas de las plantas son ricos en compuestos antioxidantes como
polifenoles, que pueden ser utiles para el tratamiento de patologias asociadas a
estrés oxidativo (enfermedades neurodegenerativas, entre otros). No obstante,
la evaluacion de la seguridad de los preparados herbales es un gran desafio,
debido a la naturaleza compleja de estos extractos. En contraste a los
compuestos purificados, los extractos herbales exhiben un niumero elevado de
moléculas diferentes, con potenciales blancos biolégicos muy diferentes; las
interacciones de los compuestos herbales con sus blancos pueden llevar a
efectos benéficos y/o téxicos. Es por esto, que se ha vuelto necesario
desarrollar una metodologia que evalue el perfil de seguridad de extractos

herbales que contengan mas de un componente activo.



El presente trabajo, esta orientado a establecer una metodologia para evaluar la
toxicidad aguda de un extracto herbal de Saw Palmetto (Serenoa repens W.
Bartram).

Saw Palmetto pertenece a la familia de las Arecaceae (Palmae o Palmaceae);
también es conocido como Serenoa serrulatum Schultes, Serenoa serrulata
(Michaux) Nichols, o Sabal serrulata (Michaux) Nutall ex Schultes [1]. Se sabe
que el poder terapéutico de Saw Palmetto radica en sus frutos ricos en aceite.
Actualmente, el extracto de Saw Palmetto es ampliamente utilizado para el
tratamiento de la Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) [1-5]. El tipo y la
abundancia relativa de los componentes activos (compuestos fendlicos,
fitoesteroles, flavonoides, poliprenoides, azucares, acidos grasos, etc.) del
extracto oleoso de Saw Palmetto, depende principalmente del método de
extraccion utilizado. Actualmente, los procedimientos mas utilizados para la
obtencién de extractos de Saw Palmetto son: 1) extracciones con n-hexano
(100%), que produce el extracto lipoesterdlico (LESP) [6]; 2) extracciones con
etanol (70-95% V/V) [7]; o 3) extraccidon con CO; fluido supercritico [8]. Los
componentes principales de los extractos de n-hexano son: fitoesteroles,
compuestos fendlicos, acidos grasos libres, ésteres etilicos de acidos grasos y
otros compuestos lipidicos. Los componentes principales de los extractos de
etanol son: compuestos liposolubles del tipo poliprenoides, flavonoides,
glicésidos fendlicos y alcoholes, y compuestos hidrosolubles como azucares y

polisacaridos acidicos de alto peso molecular. Los componentes principales de



los extractos de CO, fluido supercritico son: B-sitosteroles, alcoholes grasos y
acidos grasos saturados e insaturados. Cabe sefalar que los principios activos
responsables de la accién terapéutica de Saw Palmetto son los B-sitosteroles,
los cuales inhibirian la actividad de 5-a-reductasa, enzima involucrada en el
metabolismo de la testosterona; este mecanismo es el mismo propuesto para el
tratamiento de HPB con finasteride, que es el farmaco alopatico mas utilizado
en este tipo de patologias.

Actualmente, los extractos de Saw Palmetto han sido aprobados como drogas
de prescripcion en Austria, ltalia y Polonia [9]. En Suiza, Suecia y Dinamarca,
Saw palmetto ha sido aprobada como una droga con status OTC para su uso
en el tratamiento de problemas urinarios relacionados con HPB [10]. En
Espafia, los extractos provenientes de n-hexano estandarizados de Saw
Palmetto han sido aprobados como drogas con status de prescripcion, mientras
que aquellos que carecen de estandarizacion han sido aprobados como
suplemento dietario [10]. La aprobaciéon de ellos como drogas se basd
fundamentalmente en estudios clinicos desarrollados con este tipo de extractos.
Cabe senalar que la FDA considera estos extractos de Saw Palmetto como un
suplemento dietario [11]. En Francia durante 1998, mas del 40% de los
pacientes con HPB fueron tratados con fitoterapia, incluido Saw Palmetto [9]. En
Alemania, la Comisién E (Comision europea encargada de la seguridad de
fitomedicamentos) ha evaluado la planta Saw Palmetto como segura y efectiva

para el tratamiento de problemas urinarios relacionados con HPB (de leve a
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moderado) [12]. En Canada, Saw Palmetto ha sido autorizado para su venta,
como una hierba de medicina tradicional para aumentar el flujo urinario [10].
Aunque existen muchos estudios respecto a las aplicaciones terapéuticas de los
extractos de Saw Palmetto [1, 2, 6, 9, 10, 13], hay muy pocos estudios
toxicoldgicos clasicos en animales. S6lo una pequena cantidad de estudios han
mostrado efectos toxicos significativos de una preparacion especifica de Saw
Palmetto (PC-SPES), el cual fue retirado del mercado en el aino 2002 por el
Departamento de Servicios de Salud de California [14-17]. Estudios clinicos
mas recientes con extractos de Saw Palmetto, no han reportado efectos téxicos
serios [4, 18-21]. Por otra parte, un estudio clinico realizado con un extracto de
n-hexano de Saw Palmetto mostré efectos hepatotdxicos en sélo uno de los
pacientes del estudio [22]. Es por ello que se llevd a cabo un estudio
toxicoldgico en ratas con una ingesta de 2X y 5X la dosis maxima recomendada
en humanos (450uL/dia) para este tipo de preparaciéon [23]. Estos autores
observaron una disminucién de las enzimas hepaticas y no detectaron aumento
de la lipoperoxidacion basal en microsomas hepaticos. Estudios toxicologicos
que utilicen extractos de CO; fluido supercritico de Saw Palmetto adn no han
sido reportados.

Es por esto, que el presente trabajo es el primer estudio de toxicidad aguda en
ratas de un extracto de CO; fluido supercritico de Saw Palmetto (nombre
comercial, HiPower®). Para este propdsito, ratas Sprague-Dawley fueron

tratadas durante 10 dias con la dosis recomendada para consumo en humanos



(1X) y una 10 veces mayor (10X) de HiPower® (las dosis fueron ajustadas
considerando el metabolismo de las ratas como 4 veces superior al de
humanos). Se analizaron los parametros del hemograma y perfil bioquimico de
muestras de sangre de las ratas, obtenidas a diferentes intervalos de tiempo.
Paralelamente, se realizaron estudios histomorfolégicos de biopsias de higado
dado que los principios activos del extracto de Saw Palmetto son xenobibticos
lipofilicos que se metabolizan mayoritariamente por el sistema CYP 450
hepatico; muchos de los sustratos de este sistema metabdlico, al ser
metabolizados, generan intermediarios electrofilicos y/o especies reactivas del
oxigeno, todos ellos compuestos altamente reactivos y por lo tanto, tdxicos.
También se utilizaron biopsias de bazo, timo y ganglios linfaticos para detectar
posibles cambios morfolégicos ya que estos dérganos estan especialmente
involucrados en la respuesta inmune. Ninguno de los parametros estudiados
mostrd diferencia significativa entre los animales controles y los tratados con
HiPower®, lo cual muestra la seguridad de este extracto de Saw Palmetto a las
dosis ensayadas, en el periodo de tratamiento elegido para este estudio.

El protocolo propuesto en este estudio, evallua la homeostasis general y la
funcion del higado y rifidn, érganos responsables de la biotransformacién y

excrecion de xenobidticos, respectivamente.



HIPOTESIS

El extracto de CO. fluido supercritico de Saw Palmetto (Serenoa repens W.
Bartram) no provoca toxicidad aguda en ratas a la dosis recomendada para su

uso terapéutico y una 10 veces mayor.

OBJETIVOS

Objetivo general
Elaborar un protocolo y estudiar los efectos adversos y/o toxicos de un extracto
de CO; fluido supercritico de Saw Palmetto en ratas macho de la cepa

Sprague-Dawley.

Objetivos especificos

1. Determinar los efectos del extracto de CO. fluido supercritico de Saw
Palmetto sobre los parametros del hemograma de ratas: eritrocito,
hematocrito, hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular media (HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular

media (CHCM), plaquetas, linfocitos y leucocitos.

2. Determinar los efectos del extracto de CO, fluido supercritico de Saw

Palmetto sobre los parametros del perfil bioquimico de ratas: calcio, fésforo,



glicemia, nitrégeno ureico, colesterol, proteinas totales, albumina, bilirrubina
total, fosfatasa alcalina (FA), lactato deshidrogenasa (LDH) y transaminasa

glutamica oxalacética (GOT).

3. Determinar los posibles cambios morfoldgicos provocados por el extracto de
CO:; fluido supercritico de Saw Palmetto sobre biopsias de bazo, higado,

timo y ganglios linfaticos de ratas de la cepa Sprague-Dawley.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

1. Reactivos

Formalina tamponada: Formalina comercial al 37%: PBS (1:9) (buffer fosfato
salino pH 7,4); Etanol de 100°% Xilol (técnico); Parafina sélida y Tincion
Hematoxilina-Eosina, se obtuvieron de Prolab Ltda. La heparina se obtuvo en
Corsos S.A. El extracto de CO; fluido supercritico de Saw Palmetto fue donado

por la empresa Madreselva Desarrollo y Producciones Ltda.

2. Animales de experimentacion
Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (200-2309) los cuales

fueron mantenidos con una dieta normal de pellet Kimber, acceso a agua ad



libitum, ciclos de luz y oscuridad (12:12), y a una temperatura ambiental de
21°C. Los animales fueron mantenidos en el vivero de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos los
procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo a los protocolos aprobados
por el Comité de Etica Institucional y segin la “Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio” (NRC, USA).

B. METODOS

1. Tratamiento de animales experimentacion

Los animales fueron distribuidos en 3 grupos experimentales (40 ratas cada
uno): Grupo Control, Grupo 1: tratadas con la dosis recomendada y Grupo 2:
tratadas con 10X la dosis recomendada del extracto de Saw Palmetto. A los
Grupos 1y 2 se les administr6 28 y 280uL de extracto/Kg/dia respectivamente,
en dos dosis orales (gavage). Estas dosis fueron calculadas a partir de 1X la
dosis recomendada para uso en humanos (480uL/dia), y considerando 70Kg
como peso promedio para humanos. Se consider6 también la tasa metabdlica
de las ratas, la cual es 4 veces mayor que la de los humanos. Las dosis fueron
diluidas en aceite de maravilla para su administracion oral. El grupo Control
recibié aceite vegetal solo en volumenes equivalentes.

Luego de 2, 4, 6, 8 y 10 dias de tratamiento diario, 8 ratas de cada grupo fueron
anestesiadas con éter y sacrificadas a través de desangramiento por puncién

cardiaca. Las muestras de sangre obtenidas se utilizaron para realizar



hemograma y perfil bioquimico. Se recolectaron también biopsias de higado,

bazo, timo y ganglio linfatico para los estudios morfolégicos.

Tabla 1. Protocolo de sacrificio de ratas Sprague-Dawley.

GRUPOS DE RATAS SACRIFICADAS

Ff’gig?s 2 4 6 8 10
Grupo Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8
Control controles controles controles controles controles
Grupo Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8
Tratado ratas ratas ratas ratas ratas
Dosis 1 Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Grupo Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8 Sacrificar 8
Tratado ratas ratas ratas ratas ratas
Dosis 2 Grupo F Grupo G Grupo H Grupo | Grupo J

Grupo control: aceite vegetal como vehiculo. Grupo tratado Dosis 1: tratamiento con
Saw Palmetto 1X. Grupo tratado dosis 2: tratamiento con Saw Palmetto 10X.

2. Examenes clinicos: hemograma y perfil bioquimico.

Para realizar estos analisis, se extrajeron 4mL de sangre de cada animal en la
fecha asignada por el protocolo de sacrificio de los animales. La muestra
extraida se dividié y recibié en dos contenedores.

a) Un tubo con anticoagulante EDTA para realizar el hemograma.

b) Un tubo sin anticoagulante para realizar el perfil bioquimico.

Ambos analisis fueron realizados en el Laboratorio Central del Hospital Clinico

de la Universidad de Chile.




a) Hemograma: Recuento de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, VCM
(volumen corpuscular medio), HCM (Hemoglobina corpuscular media),
CHCM (concentracion de hemoglobina corpuscular media), N°¢ de

leucocitos, linfocitos, y N? de plaquetas.

b) Perfil Bioquimico: Calcio, fésforo, glicemia, nitrégeno ureico sanguineo,
colesterol, proteinas totales, albumina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina
(FA), lactato deshidrogenasa (LDH), transaminasa glutamico-oxalacética

(GOT).

3. Estudios histomorfolégicos

En las fechas establecidas en el protocolo de sacrificio de las ratas, ademas de
las muestras de sangre, se extrajeron biopsias de bazo, higado, timo y ganglios
linfaticos. Los tejidos se recibieron en formalina tamponada pH 7,2 para su
posterior inclusibn en parafina y procesamiento, y posterior tefiido con
hematoxilina-eosina para realizar el estudio histomorfol6gico. En este estudio se
utilizé6 un microscopio 6ptico Askamina, RM L5, Germany.230V~45 VA 50/60
Hz., con un lente Carl Zeiss-Jena 000490, de aumento 10X (10/0.25, 160/ - A
pH). En cada porta-objeto se colocaron 2 cortes longitudinales y 2 cortes
transversales, los cuales fueron evaluados en 2 y 4 campos respectivamente

(Diametro de campo: 4 mm). Las fotos fueron tomadas con una camara digital
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KODAK [5.0 Mega-Pixeles, modelo: EasyShare CX 7530; 34mm-102mm

(Equiv) AF 3x Optical], adosada al ocular del microscopio.

4. Analisis estadistico

Los valores de hemograma y perfil bioquimico se muestran como la media + el
intervalo de confianza del 95% (95% IC); las significancias estadisticas fueron
obtenidas a través de ANOVA, utilizando el programa computacional GraphPad
Prism 5.0. Las diferencias estadisticas entre las medias y los valores de
referencia fueron obtenidos a través del test de Wilcoxon. Los valores de
referencia para el hemograma y perfil bioquimico de ratas adultas Sprague-
Dawley fueron obtenidas de la Revista Médica Chilena [24] y de aquellos
descritos en Lillie y cols., 1996 [25].

El estudio morfoldgico representa la observacion de al menos 10 placas tefidas
con hematoxilina-eosina. Las alteraciones observadas fueron nimero de mitosis
y presencia de cuerpos apoptoéticos, parametros que fueron evaluados de
acuerdo al siguiente puntaje asignado:

0 = ausencia

1 = discreta cantidad (1 a 2)

2 = moderada cantidad (3 a 5)

3 = abundante cantidad (mayor de 5)

Los valores obtenidos de las distintas muestras (controles y tratadas) fueron

relacionados entre si de acuerdo a los valores controles para establecer
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alteraciones morfolégicas. La significancia de las diferencias se analizaron

mediante el test t-student con un intervalo de confianza del 95% (95% IC).

lll. RESULTADOS

1. Efecto del extracto de Saw Palmetto sobre los parametros del

hemograma de ratas Sprague-Dawley.

Como se muestra en la Figura 1, el tratamiento de los animales con Saw
Palmetto, mostr6 una tendencia al aumento en el recuento de eritrocitos y
hematocrito; sin embargo esta tendencia no fue significativamente diferente al
rango normal de estos parametros (p>0,05). Por otra parte, las
concentraciones de hemoglobina y hemoglobina corpuscular media (CHCM)
(Figura 2), leucocitos (Figura 3) y numero de plaquetas (Figura 4) no mostraron
diferencias significativas respecto de los rangos normales (p>0,05). Ademas, no
se observaron células baciliformes, basofilos, eosindfilos, metamielocitos o
mielocitos (datos no mostrados).

El test de Wilcoxon mostré6 que algunos parametros en particular presentaron
medianas significativamente diferentes respecto a los rangos de referencia,
tanto en el volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media

(HCM), y linfocitos (Figuras 2 y 3 respectivamente). Sin embargo, el andlisis de
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ANOVA de dos vias mostrd que estas diferencias no reflejaban una desviacién

significativa comparada con los valores del grupo control (p>0,05).

-0 Aceite vegetal -~ SawPametto 1X & Saw Panetto 10X
8.5, 50

8.04

7.5

7.0

6.5

6.04

Eritrocitos, 10%/mm®

5.54

50 T T T T T T 35 T T T T
Q 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Curso del tratamiento, dias Curso del tratamiento, dias

Figura 1. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre el numero de
eritrocitos y hematocrito de ratas Sprague-Dawley. Los animales fueron
tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con dos dosis diferentes de Saw Palmetto
(grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo descrito en métodos.
Los valores representan el promedio de cada determinacion y las barras de error, el
95% de IC. Las lineas punteadas horizontales representan los limites superior e inferior
del rango de referencia para estos parametros en estos animales.
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Figura 2. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre homoglobina y
parametros relacionados (VCM, HCM, CHCM) de ratas Sprague-Dawley.
Los animales fueron tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con dos dosis diferentes
de Saw Palmetto (grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo
descrito en métodos. Los valores representan el promedio de cada determinacién y las
barras de error, el 95% de IC. Las lineas punteadas horizontales representan los
limites superior e inferior del rango de referencia para estos parametros en estos
animales. Los asteriscos indican parametros con medias significativamente diferentes
(p<0,05) respecto al correspondiente rango de referencia, segun indica el test de
Wilcoxon.
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Figura 3. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre leucocitos y
linfocitos de ratas Sprague-Dawley. Los animales fueron tratados con vehiculo
(aceite vegetal) o con dos dosis diferentes de Saw Palmetto (grupos Saw Palmetto 1X
y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo descrito en métodos. Los valores representan el
promedio de cada determinacién y las barras de error, el 95% de IC. Las lineas
punteadas horizontales representan los limites superior e inferior del rango de
referencia para estos parametros en estos animales. Los asteriscos indican parametros
con medias significativamente diferentes (p<0,05) respecto al correspondiente rango

de referencia, segun indica el test de Wilcoxon.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre plaquetas de
ratas Sprague-Dawley. Los animales fueron tratados con vehiculo (aceite vegetal) o
con dos dosis diferentes de Saw Palmetto (grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto
10X), de acuerdo a lo descrito en métodos. Los valores representan el promedio de
cada determinacion y las barras de error, el 95% de IC. Las lineas punteadas

horizontales representan los limites superior e inferior del rango de referencia para
estos parametros en estos animales.
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2. Efecto del extracto de Saw Palmetto sobre los parametros del perfil

bioquimico de ratas Sprague-Dawley.

Como se muestra en las Figuras 5-8, el tratamiento de los animales con Saw
Palmetto, no alter6 significativamente los parametros siguientes: calcio y fosforo
(Figura 5); niveles sanguineos de albumina y proteinas totales (Figura 6);
glucosa sanguinea, colesterol, bilirrubina y nitrégeno ureico sanguineo (Figura
7); y la actividad de fosfatasa alcalina (FA) (Figura 8).

El test de Wilcoxon mostré que la actividad de la transaminasa glutamico-
oxalacética (GOT) presentaba medianas significativamente altas respecto al
limite superior del rango normal para este parametro (Figura 8). Sin embargo, el
test de ANOVA de dos vias mostr6 que estas diferencias no reflejaban una
desviacion significativa comparada con los valores del grupo control (p>0,05).
Por otra parte, la actividad de lactato deshidrogenasa mostré6 medianas
significativamente menores respecto al limite inferior del rango normal para este
parametro (Figura 8). Sin embargo, el test de ANOVA de dos vias mostr6 que la
mayoria de estas desviaciones no fueron significativamente diferentes respecto
al grupo control, excepto para los grupos tratados con Saw Palmetto 1X (dias 8
y 10 de tratamiento, p<0,001) y Saw Palmetto 10X (dias 6 y 8 de tratamiento,

p<0,001).
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Figura 5. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre los niveles
sanguineos de calcio y fosforo de ratas Sprague-Dawley. Los animales fueron
tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con dos dosis diferentes de Saw Palmetto
(grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo descrito en métodos.
Los valores representan el promedio de cada determinacion y las barras de error, el
95% de IC. Las lineas punteadas horizontales representan los limites superior e inferior
del rango de referencia para estos parametros en estos animales.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre los niveles
sanguineos de albumina y proteinas totales de ratas Sprague-Dawley. Los
animales fueron tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con dos dosis diferentes de
Saw Palmetto (grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo descrito
en métodos. Los valores representan el promedio de cada determinacion y las barras
de error, el 95% de IC. Las lineas punteadas horizontales representan los limites

superior e inferior del rango de referencia para estos parametros en estos animales.
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Figura 7. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre los niveles
sanguineos de glucosa, colesterol, bilirrubina y nitrégeno ureico de ratas
Sprague-Dawley. Los animales fueron tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con
dos dosis diferentes de Saw Palmetto (grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X),
de acuerdo a lo descrito en métodos. Los valores representan el promedio de cada
determinacion y las barras de error, el 95% de IC. Las lineas punteadas horizontales

representan los limites superior e inferior del rango de referencia para estos
parametros en estos animales.
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Figura 8. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre los niveles
sanguineos de Fosfatasa alcalina, Transaminasa glutamico-oxalacético y
Lactato deshidrogenasa de ratas Sprague-Dawley. Los animales fueron
tratados con vehiculo (aceite vegetal) o con dos dosis diferentes de Saw Palmetto
(grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X), de acuerdo a lo descrito en métodos.
Los valores representan el promedio de cada determinacion y las barras de error, el
95% de IC. Las lineas punteadas horizontales representan los limites superior e inferior
del rango de referencia para estos parametros en estos animales. Los asteriscos
indican parametros con medias significativamente diferentes (p<0,05) respecto al
correspondiente rango de referencia, segun indica el test de Wilcoxon.
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l. Efecto del extracto de Saw Palmetto sobre la morfologia de diferentes

tejidos de ratas.

Todas las biopsias de higado, independiente del grupo o tiempo de recoleccion
de las muestras, mostraron una arquitectura histolégica conservada (Figura 9A-
C). Se observaron las estructuras clasicas del higado tales como l|6bulos
hepaticos con una vena central (Figuras 9A y 9B), y una triada portal constituida
por un vaso sanguineo, un ducto biliar y una arteriola hepética (Figura 9C). Los
hepatocitos mostraron una estructura conservada, sin mostrar signos de
necrosis o degeneracion. La mayoria de las biopsias de los higados mostraron
pequenos focos hematopoyéticos, tanto en el grupo Control como tratados e
independiente del tiempo de recolecciéon de las muestras. En la mayoria de las
muestras, el recuento de mitosis en el parénquima hepatico fue de 0 mitosis por
mm?, y sélo en pocas biopsias se encontré un recuento de 1-4 mitosis por mm?,
independiente del grupo o el tiempo de recoleccién de las muestras.

Las biopsias obtenidas del bazo, también mostraron una arquitectura
conservada en todos los grupos de tratamiento, tanto a nivel de la pulpa roja
como blanca (Figura 9D-F). Todas las muestras mostraron actividad
hematopoyética, y el recuento de mitosis a nivel de los centros germinativos
varié de 0-4 mitosis por mm?, independiente de los grupos de tratamiento y el
tiempo de recoleccion de las muestras (Figuras 9D y 9E). El grupo control no

mostré cuerpos apoptéticos, mientras que los grupos Saw Palmetto 1X y Saw
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Palmetto 10X en ciertos casos mostraron algunos cuerpos apoptéticos (Figura
9F).

Asimismo, las biopsias del ganglio linfatico de los tres grupos, mostraron una
arquitectura histolégica conservada (Figura 9G-l). En el tejido linfoide se
encontraron elementos linfociticos y células reticulo-histiociticas. La mayoria de
las biopsias presentaron foliculos secundarios con centros germinativos, en
forma independiente del grupo o del tiempo de recoleccion de las muestras.
(Figura 9G). En los grupos tratados como en el grupo Control se observd
ademas, un discreto edema sinusal. A nivel de los foliculos linfoides, se observé
actividad apoptotica evidenciada por la presencia de cuerpos apoptéticos en el
citoplasma de las células reticulo-histiociticas (Figuras 9H y 9l). Sin embargo, la
abundancia de cuerpos apoptéticos, no fue asociada ni a un grupo en particular,
ni al tiempo de recoleccion de las muestras. Por otra parte, a nivel de los
centros germinativos, se observo actividad mitotica con variaciones de 2-25
mitosis por mm?; estas variaciones no mostraron diferencias significativas en
ninguno de los grupos ensayados.

Por otra parte, la arquitectura histologica del timo se observé conservada en
todas las biopsias estudiadas (Figura 9J-L), independiente del grupo de
tratamiento o el tiempo de recoleccion de las muestras, mostrando una
estructura normal tanto de la corteza como de la médula (Figura 9J). Tampoco
se observaron diferencias morfolégicas significativas a nivel linfoide como del

componente epitelial (cuerpos de Hassall, Figura 9K). Independiente del tiempo

23



de recoleccién de las muestras, la cantidad de cuerpos apoptéticos tampoco
revel6 diferencias significativas entre los diferentes grupos de tratamiento
(Figura 9L). Asimismo, el recuento de mitosis a nivel de los centros
germinativos vari6é de 1-2 mitosis por mm?, sin mostrar diferencias significativas

entre los grupos tratados y el grupo Control.
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Figura 9. Efecto del tratamiento con Saw Palmetto sobre la morfologia de
biopsias de higado, bazo, ganglio linfatico y timo de ratas Sprague-
Dawley. Las imagenes incluyen muestras de animales controles y tratados durante los
10 dias de tratamiento, obtenidas a través de la técnica de tincion hematoxilina-eosina,
de acuerdo a lo descrito en métodos. A. Aumento 4X de una biopsia hepatica, muestra
un l6bulo hepatico tipico (paréntesis cuadrado) con una vena central (flecha). B.
Aumento 10X de una biopsia hepatica, muestra una mejor vista de la vena central
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(flecha); trabéculas hepaticas (flecha sélida) y sinusoides (punta de flecha abierta). C.
Aumento 20X muestra una triada portal, con su vena portal (a), el conducto biliar
rodeado por epitelio cuboide (b), y la arteriola hepatica (c). D. Aumento 20X de una
biopsia de bazo, muestra las pulpas rojas y blancas, con un centro germinativo en este
altimo. E. Aumento 40X muestra el centro germinativo de una pulpa roja esplénica. F.
Centro germinativo de una pulpa roja esplénica, donde se muestran cuerpos
apoptéticos (flechas). Todas las estructuras sefnaladas son representativas de todos los
grupos e intervalos de tratamiento. G. Aumento 10X de la biopsia de un ganglio
linfatico, en donde se distinguen la corteza y parte de la médula. Se pueden apreciar
dos foliculos linfoides, con sus centros germinativos respectivos. H. Aumento 20X de
un centro germinativo de un foliculo de ganglio linfoide, donde se aprecian numerosos
cuerpos apoptoticos (flechas). I. Aumento 40X de un centro germinativo de un foliculo
de ganglio linfoide, con una mejor vista de los cuerpos apoptéticos (flechas). J.
Aumento 4X de la estructura de un I6bulo timico, donde se aprecia claramente la
corteza (1), y la médula (2). K. Aumento 40X de un cuerpo de Hassall (flecha negra),
con una arquitectura normal. L. Aumento 40X de la zona medular de un I6bulo timico,

donde se muestran escasos cuerpos apoptéticos (flechas blancas).
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IV. DISCUSION

Nuestro estudio tuvo como propésito desarrollar una metodologia que permita
evaluar el perfil de seguridad de distintos extractos herbales, y en forma
especial, de un extracto de CO- fluido supercritico de Saw Palmetto. Para ello,
se evaluaron los parametros incluidos en el hemograma y perfil bioquimico de
ratas Sprague-Dawley, a las cuales se les administré por gavage durante 10
dias dos dosis diferentes de Saw Palmetto. Las ratas control recibieron sélo el
vehiculo (aceite vegetal). Ademas, se evaluaron las potenciales alteraciones
morfologicas del higado, un 6rgano clave involucrado en el metabolismo de
xenobidticos (para identificar una posible toxicidad asociada con la
biotransformacién de xenobidticos), y el sistema inmune (para identificar una
potencial respuesta inmunoldgica téxica). Con esta finalidad, se recolectaron
muestras de sangre y biopsias de tejidos a diferentes intervalos de tiempo
durante 10 dias de tratamiento.

Los parametros incluidos en el hemograma y el perfil bioquimicos no revelaron
cambios estadisticamente significativos luego de estos tratamientos, segun lo
evaluado por el test de Wilcoxon. Aunque estos andlisis mostraron algunas
desviaciones respecto a los rangos normales (Figuras 3 y 8), la mayoria de
estas desviaciones no fueron significativamente diferentes en relacién al grupo
control, y pueden ser un reflejo de la gran variabilidad inter-individual de los

animales de cada grupo para estos parametros. Sin embargo, hay que hacer
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notar que los valores de lactato deshidrogenasa (Figura 8) fueron menores que
el limite inferior del rango normal para este parametro en todos los grupos,
especialmente al comienzo del tratamiento. Aunque este parametro alcanzé el
nivel normal en el grupo control, se mantuvo por debajo del limite inferior en los
grupos Saw Palmetto 1X y Saw Palmetto 10X. Puesto que la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) es un marcador clasico de dafio a membrana celular,
estos datos sugieren que Saw Palmetto podria generar actividad
hepatoprotectora. Sin embargo, no podemos descartar que la disminucién de
esta enzima pueda deberse a una represidn de su sintesis 0 a una inactivacion
directa de ella; se requieren experimentos adicionales para probar este
postulado, ya que podrian indicar de manera contraria un evento téxico. En
resumen, los datos hematologicos y de perfil bioquimico muestran que el
tratamiento de ratas Sprague-Dawley con un extracto de CO; fluido supercritico
de Saw Palmetto, conduce a alteraciones indetectables en la integridad de
eritrocitos, procesos hematopoyéticos, respuesta inmune o inflamatoria,
metabolismo de glucosa, proteinas, acidos grasos o esteroides, asi como
también no muestra alteracidén en la funcién del higado, bazo, rifién, o glandulas
paratiroides.

Los resultados de los parametros de los hemogramas y perfiles bioquimicos
fueron corroborados por la ausencia de cambios morfolégicos en el higado,
bazo, timo y ganglios linfaticos (Figura 9). Por lo tanto, concluimos que el

tratamiento agudo con extracto de CO; fluido supercritico de Saw Palmetto, no
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conduce a eventos toxicologicos bioquimicos y morfoldgicos en ratas, incluso a
dosis que difieren en un orden de magnitud de la dosis recomendada.

Existen antecedentes de estudios de toxicidad aguda, que demuestran efectos
toxicos de algunos extractos de Saw Palmetto [22, 23]. Por otra parte, existen
muchos antecedentes donde se ha probado la seguridad de estos extractos [4,
18-21]. Sin embargo, es muy dificil abordar el tema de la seguridad de los
extractos de Saw Palmetto debido a la diversidad de métodos de extraccion
utilizados [26]. Los métodos de extraccion que utilizan solventes orgénicos
como el n-hexano, podrian ser mas téxicos que la extraccion con CO; fluido
supercritico, postulado que deberia ser estudiado comparativamente. El n-
hexano es un hidrocarburo que se metaboliza a través del sistema oxidativo
CYP 450; diversos estudios han mostrado que la toxicidad de este tipo de
solventes se debe precisamente a la generacion de intermediarios tdxicos a
través de su metabolizacion [27]. Ademas, los extractos con n-hexano podrian
contener no solo B-sitosteroles sino ademas, otros compuestos lipofilicos que
podrian contribuir a la toxicidad de este tipo de extractos. Estos antecedentes
justifican el control a través de técnicas de gas-masa para identificar posibles
contaminaciones con solventes organicos de estos preparados herbales.

Es necesario hacer notar, que debido a la naturaleza oleosa del extracto de
Saw Palmetto, es posible que contenga lipoperoxidos, sustancias electrofilicas
que pueden promover lipoperoxidacion en tejidos biologicos. Sin embargo, el

extracto de Saw Palmetto utilizado en este estudio no produjo un aumento en la
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lipoperoxidaciéon basal en microsomas hepaticos de rata (datos no mostrados),
un sistema ampliamente utilizado en nuestro laboratorio para determinar dafo
oxidativo [28]. La ausencia de esta actividad pro-oxidante, corrobora el buen
perfil de seguridad del extracto de Saw Palmetto utilizado en este estudio, y por
lo tanto, se puede concluir que el extracto ensayado muestra un perfil de
seguridad de al menos un orden de magnitud.

Cabe senalar que durante el desarrollo de los experimentos in vivo se controlo
ademas, el peso diario de los animales y su comportamiento. Todos los
animales, controles y tratados, aumentaron durante el periodo en estudio
aproximadamente un 10% su peso, no encontrandose diferencias significativas
en este parametro, p>0,05 (datos no mostrados). Asimismo, los animales
controles y tratados no mostraron cambios en su comportamiento.

La estrategia general que se utilizé en el presente estudio, permitié la
evaluacidbn de posibles alteraciones en la homeostasis general y las
caracteristicas morfolégicas del higado (entre otros 6rganos) de los animales,
organo clave en la biotransformacién de xenobitticos. Por lo tanto, este
protocolo de estudio podria ser adoptado para futuras evaluaciones de perfiles

de seguridad de los extractos herbales.
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ANEXOS

Figura 9. A. Aumento 4X de una biopsia hepatica, muestra un I6bulo hepatico

tipico (paréntesis cuadrado) con una vena central (flecha).
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Figura 9. B. Aumento 10X de una biopsia hepatica, muestra una mejor vista de

la vena central (flecha); trabéculas hepaticas (flecha sélida) y sinusoids (punta

de flecha abierta).
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Figura 9. C. Aumento 20X de una biopsia hepatica, muestra una triada portal,

con su vena portal (a), el conducto biliar rodeado por epitelio cuboide (b), y la

arteriola hepatica (c).
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Figura 9. D. Aumento 20X de una biopsia de bazo, muestra las pulpas rojas (1)

con un centro germinativo en este ultimo.

),

y blancas (2
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Figura 9. E. Aumento 40X de una biopsia de bazo, muestra el centro

germinativo de una pulpa roja esplénica.
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Figura 9. F. Centro germinativo de una pulpa roja esplénica, donde se

muestran cuerpos apoptéticos (flechas).
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Figura 9. G. Aumento 10X de la biopsia de un ganglio linfatico, en donde se

distinguen la corteza y parte de la médula (2). Se pueden apreciar dos foliculos

linfoides (1), con sus centros germinativos respectivos (3).
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Figura 9. H. Aumento 20X de un centro germinativo de un foliculo de ganglio

linfoide, donde se aprecian numerosos cuerpos apoptoticos (flechas).
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Figura 9. I. Aumento 40X de un centro germinativo de un foliculo de ganglio

linfoide, con una mejor vista de los cuerpos apoptoticos (flechas).
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Figura 9. J. Aumento 4X de la estructura de un I6bulo timico, donde se aprecia

claramente la corteza (1), y la medulla (2).
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Figura 9. K. Aumento 40X de una biopsia de timo, donde se aprecia un cuerpo

de Hassall (flecha), con una arquitectura normal.
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Figura 9. L. Aumento 40X de la zona medular de un Iébulo timico, donde se

).

muestran escasos cuerpos apoptéticos (flechas
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