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Fuera cosa larga el querer referir todas las yerbas medicinales deste Reino de
Chile, y sdlo quiero acabar con dos casos raros y experiencias que hicieron estos indios
con el grande conocimiento que tienen de las propriedades de la yerbas. El uno, que
parece increible, y no hay cosa dificultosa al Autor de la Naturaleza, le trae Monardes
en la sequnda parte de las yerbas de las Indias, y traslada la carta que le escribio a
Lima el capitan Pedro de Osma, que milito en Chile, fecha el ano de 1568 en veinte
y seis de diciembre, en que dandole cuenta de las propriedades de las yerbas de este
Reino, le dice: “El ano de 1558, siendo gobernador D. Garcia Hurtado de Mendoza,
que después fue marqués de Canete y virrey del Peri, estaban en la ciudad de Santiago
presos ciertos indios rebeldes, y los ministros se descuidaron de alimentarlos, y ast la
hambre los acoso, de suerte que ellos mismos se cortaron las pantorrillas y las asaron
para comérselas. Pusieron luego en la cortadura las hojas de unas yerbas (de que tenian
hecha prevencion para los acontecimientos de la guerra) y no derramaron gota de sangre
ni dieron muestra de dolor, y con sola las yerbas se estand y crecio la carne como antes
estaba”. Fue éste caso publico y notorio en aquellos tiempos y su memoria permanece
en las curiosas obras de este gran médico de Sevilla, el doctor Nicolds Monardes.
El otro caso acontecio entre dos indios grandes herbolarios: disputaron de la naturaleza
y calidades de las yerbas y redujeron los argumentos a demostraciones. Dio el uno al
otro cierta yerba y dijole que la aplicase a las narices. Apenas lo ejecutd cuando le
corrio un gran flujo de sangre, como si abrieran dos canos de una fuente. Viéndole
afligido de ver la prisa con que se desangraba, le mando a aplicar al olfato otra yerba
y al momento se le restano la sangre, sin que le saliese gota.
P. Diego de Rosales Historia General de el Reino de Chile, Flandes Indiano.(Rosales,
1969)
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Abstract

Matico plant, Buddleja globosa Hope, Budlejaceae is a native species in Chile which
used their leaves of its multiples therapeutic properties. More recent investigations ha-
ve demonstrated that the ethanol extract (EMATst) obtained from leaves and with an
standardized main component (verbascoside) presented anti-inflammatory, analgesic
and scarring effects. This compound has been identified in different plant species and
has shown through in wvitro assays concentration dependent estrogenic and antiestro-
genic effects.

In this thesis we studied the estrogenic property and possible endocrine disruptor (ED)
effect of EMATst and verbascoside using different experimental models both in vivo and
in vitro. This investigation began with collecting matico leaves in the month of January
2008, in the Antumapu campus of the University of Chile, in order to obtain EMATSst
which was prepared by the successive extraction of plant material with solvents of in-
creasing polarity (hexane, dichloromethane and ethanol). Quantification of the major
component (verbascoside) of the ethanol extract was performed by HPLC-DAD and
expressed as caffeic acid. Subsequently, verbascoside was isolated from EMATSst by
successive silica gel 60 and Sephadex LH20 chromatographic columns.

Both EMATSst and verbascoside were used to perform experimental work to determine
the alteration of the estrous cycle of rats after subcutaneous administration of two
different doses of EMATSst; verbacoside and EMATSst possible competitive binding to
the estrogen receptor (ER) though an in vitro assay using the cytosolic fraction of a
rat uterus as ER source; acute toxicity of Daphnia magna by determining the lethal
concentration 50 (LC5o) after 24 hours of exposure; chronic toxicity and DE effect by
determining the survival, molt frequency and reproduction of two generations at 14
days of exposure.

Our results show that the EMATSst at a high-dose (107> M) caused an alteration in



the rat estrous cycle, which could be attributed to an anti-estrogenic effect. They also
showed EMATSst and verbascoside’s slight competitive binding to RE compared with
estradiol. Both had low relative acute toxicity in respect to the reference toxicant
(potassium dichromate) and 17 S-estradiol in D. magna. The results of chronic toxicity
in D. magna, show that there is a concentration dependent decrease in reproduction in
both generations, this is more pronounced in the second generation and the ED effect
of both samples was expressed because of the altered reproduction.



Resumen

La planta Matico, Buddleja globosa Hope, Budlejaceae es una especie nativa en Chile
de la cual se usan sus hojas por sus multiples propiedades terapéuticas. Las investi-
gaciones mas recientes han permitido demostrar que el extracto etanélico (EMATSst)
obtenido a partir de sus hojas y estandarizado en su principal componente (verbascdsi-
do) presentd efectos antiinflamatorio, analgésico y cicatrizante. Este compuesto ha sido
identificado en distintas especies vegetales y se le ha demostrado mediante ensayos in
vitro efecto estrogénico y antiestrogénico dependiente de la concentracion.

En esta tesis se estudié la propiedad estrogénica y el posible efecto disruptor endo-
crino (DE) del EMATSst y del verbascésido usando distintos modelos experimentales
tanto in vivo como in vitro. Esta investigacion se inicié con la recoleccién de las hojas
de matico en el mes de enero de 2008, en el campus Antumapu de la Universidad de
Chile, con el objetivo de obtener el EMATSst que fue elaborado por extracciéon suce-
siva del material vegetal con solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano
y etanol). La cuantificacién del componente mayoritario (verbascésido) del extracto
etandlico se realizé por CLAE-DAD y se expreso en acido cafeico. Posteriormente a
partir del EMATSst por sucesivas columnas cromatogréficas de silicagel 60 y Sephadex
LH20, se aislé el verbascosido.

Tanto EMATSst como verbascosido fueron utilizados para realizar los trabajos experi-
mentales con el fin de determinar la alteracion del ciclo estral de ratas de laboratorio
después de la administracién subcutanea de dos diferentes dosis de EMATSst; posible
unién competitiva de EMATSst y verbacésido al receptor estrogénico (RE) mediante un
ensayo in vitro usando citosol de ttero de rata como fuente de RE; toxicidad aguda
de Daphnia magna mediante la determinacién de la concentracién letal 50 (C'Lsg) a
las 24 h de exposicién; toxicidad crénica y efecto DE mediante la determinaciéon de la
sobrevivencia, frecuencia de muda y reproduccién de dos generaciones a los 14 dias de
exposicion.



Nuestros resultados permitieron demostrar que el EMATSst en dosis alta (107° M)
provocd una alteracién en el ciclo estral de ratas, lo que podria atribuirse a un efecto
antiestrogénico. Tanto EMATSst como verbascésido se unieron levemente de modo com-
petitivo al RE comparado con estradiol. Ambos presentaron una baja toxicidad aguda
relativa respecto del téxico de referencia (dicromato de potasio) y 17 -estradiol en D.
magna. Los resultados de toxicidad crénica en D. magna, muestran que se produce una
disminucién de la reproduccién en ambas generaciones dependiente de la concentra-
cién y mas marcada ain en la segunda generacion y el efecto DE de ambas muestras
se manifestd porque se alterd la reproduccion.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes generales del uso de las especies
vegetales

En América los primeros indicios del uso de plantas medicinales se localizan en Mon-
teverde, sitio arqueoldgico ubicado a 36 Km de Puerto Montt, donde se encontraron
vestigios de material vegetal correspondiente a hojas de boldo, una especie no endémica
del lugar, lo que indica que ya en esa época habia una transmision del conocimiento
de las propiedades medicinales del boldo (Dillehay, 2004).

En Chile antes de la llegada de los espanoles, los mapuches dentro de sus elementos
terapéuticos usaban las hierbas medicinales, y tenian conocimiento de méas de 200 plan-
tas con propiedades terapéuticas (Farga and Lastra, 1988).

En la época de la colonia la ”botica” de los jesuitas, inaugurada en el ano 1647, referida
por los historiadores de la época como una de las mas completas de ese entonces en
Santiago, fabricaba un gran nimero de preparados con plantas medicinales, de éstos
un porcentaje considerable eran desarrollados con plantas autdctonas chilenas, lo que
consta en el catastro elaborado en el ano 1772 por el hermano José Zeitler (Espinosa
and Lobos, 1937).

En la actualidad, las plantas medicinales de uso mas comun en Chile tanto son nativas
como introducidas especialmente de origen europeo (Farga and Lastra, 1988).

Tanto en los paises desarrollados como los que estan en vias de desarrollo el uso de



medicamentos elaborados con plantas medicinales muestra un crecimiento acelerado en
estos ultimos anos. Estas especies son empleadas como materia prima para el desarrollo
de suplementos dietéticos, alimentos funcionales, fitofarmacos, cosméticos, productos
de uso industrial y de aplicacion en la agricultura, tal como lo senala el Fondo de innova-
cién Agraria (FIA), en su documento del afio 2006, Agenda para la Innovacién Agraria.

En relacién a los fitofarmacos el Ministerio de Salud ha promovido los cambios regla-
mentarios para garantizar la calidad, seguridad y eficacia de éstos, definidos de acuerdo
a lo establecido en el actual D.S.N°3/10, art.10 letra d) como:” Aquellas especialidades
farmacéuticas cuyos ingredientes activos provienen de las partes aéreas o subterrdneas
de plantas u otro material vegetal y estan debidamente estandarizados” .

Chile posee una diversidad de plantas con propiedades medicinales y en estos ultimos
anos varias entidades estan haciendo esfuerzos para estudiar sus componentes activos y
determinar las propiedades terapéuticas, con el objetivo de poder contribuir al conoci-
miento de nuestra flora autoctona y elaborar fitofarmacos con extractos estandarizados
con propiedades farmacoldgicas cuantitativamente demostradas.

Es en este contexto que en esta tesis se estudio el matico, con el fin de contribuir al
conocimiento de sus efectos farmacoldgicos.

1.2. Estudios previos del matico

El matico Buddleja globosa Hope, Buddlejaceae es una especie nativa y en Chile, ha-
bita desde Santiago hasta la Patagonia, generalmente en sitios himedos, a la vera de
los caminos y en matorrales cordilleranos. Se usan las hojas y se encuentra en Chile,
Pert y Argentina (Montes, 2001). Las investigaciones més recientes han permitido ob-
tener extractos seriados a partir de las hojas de matico como son los extractos hexanico
(EH), diclorometanico (EDCM) y etandlico (EMAT) desde los cuales se han aislado
diferentes componentes (Rosales, 2003; Backhouse et al., 2008a; Goity, 2007), y me-
diante evaluaciones farmacoldgicas in vivo de dichos extractos, se han demostrado sus
actividades antiinflamatorias via oral y topica, analgésica por via oral y topica y efecto
antioxidante (Backhouse et al., 2008a,b). El extracto etandlico seriado obtenido desde
las hojas de matico estandarizado en sus componentes mayoritarios (EMATSst) presenta
principalmente fenilpropanoides como verbascosido y los flavonoides, 7-O-glucdsido de
luteolina, quercetina, 7-O-glucésido de apigenina, siendo el verbascosido y 7-O-glucdsi-



do de luteolina los que estédn en mayor cantidad (Goity, 2007; Backhouse et al., 2008b).

A partir de las investigaciones anteriormente referidas, se demostré que el EMATSst
obtenido desde las hojas de B. globosa posee el principio activo verbascésido o actedsi-
do responsable en parte de la actividad antiinflamatoria de este extracto (Backhouse
et al., 2008b).

El verbascésido es un glucésido fenilpropanoide aislado e identificado en una gran
variedad de plantas cuya férmula estructural se describe en la figura 1.1; este compuesto
se encuentra presente en diferentes especies vegetales; su estructura quimica basica
estd definida por la existencia de un anillo aromatico unido a una cadena de 3 carbonos
que corresponde al dcido cafeico, el cual a su vez esta unido a dos azicares y éstos a
un difeniletanoide.

0 OH
HO 0
~"0 o
HO Rha—0  OH

OH

Verbascésido

Figura 1.1: Estructura del verbascésido

1.3. Otros estudios del verbascosido

El verbascésido ha sido también aislado de las partes aéreas de la planta Verbascum ma-
crurum Ten. y se le demostré actividad estrogénica, sobre osteoblastos, antiestrogénico
en células del cancer de mama MCF-7, antiproliferativo sobre el endometrio, usando la
linea celular Ishikawa y efecto antagonista via receptor alfa estrogénico en células Hela
(Papoutsi et al., 2006).



1.4. Disrupcién Endocrina

La exposicién a ciertos compuestos quimicos, introducidos en el medio ambiente por la
actividad humana o presentes en la naturaleza, conocidos como disruptores endocrinos
(DE), pueden producir efectos de alteracién endocrina, los cuales se pueden manifestar
sobre la salud humana y animal a través de la aparicion de nuevos sindromes y el desa-
rrollo de enfermedades especificas de causa no bien conocida, como el incremento de
determinados tipos de neoplasias, malformaciones y disfunciones del aparato reproduc-
tor, distintas formas de neurotoxicidad o alteraciones de la respuesta inmune (Colborn
and Clement, 1993). La exposicién a estos compuestos puede provocar enfermedades
hormono-dependientes como disfunciones tiroideas, alteraciones en el crecimiento, au-
mento en la incidencia de problemas relacionados con el tracto reproductor, disminucién
de la fertilidad, pérdida en la eficacia del apareamiento, anomalias del comportamiento,
alteraciones metabdlicas evidentes desde el nacimiento, desmasculinizacién, feminiza-
cién, entre otras (Colborn et al., 1993).

De acuerdo a lo senalado anteriormente los mecanismos moleculares por los que se puede
generar un efecto disruptor endocrino son diversos, dependiendo del érgano afectado y
en especifico el receptor molecular sobre el cual estas sustancias se unen y desencadenan
su accion, siendo la estructura quimica del DE un factor importante, por ejemplo, estos
compuestos pueden ejercer su accién sobre los receptores estrogénicos y provocar una
accion estrogénica o antiestrogénica alterando como consecuencia la salud reproducti-
va y los sistemas endocrinos de los seres humanos. Estrogenos ambientales sintéticos y
productos quimicos de origen natural pueden imitar o interferir con la unién y la ac-
cién de las hormonas, produciendo transformaciones en los procesos fisiologicos. Se han
identificado diferentes sustancias quimicas de estructura diversa que han demostrado
ser capaces de unirse a los receptores de estrogeno y provocar una respuesta estrogénica.

El DE es definido como: ”grupo de sustancias quimicas naturales o sintéticas, exdge-
nas al organismo de diferente origen, estructura y uso, las cuales interfieren con el
mecanismo de las hormonas responsables de mantener la homeostasis y regulacion del
desarrollo” (Olea et al., 2002). La lista de estas sustancias estrogénicas es extensa e in-
cluye hormonas naturales y sintéticas, pesticidas, productos farmacéuticos y productos
quimicos utilizados en la fabricaciéon de pinturas y plasticos. Las plantas no son la ex-
cepcion porque en ellas existen compuestos con actividad estrogénica o antiestrogénica
denominados fitoestrégenos. Se han identificado numerosos productos naturales con
actividad estrogénica con estructuras muy diversas, tales como: isoflavonas, lignanos,
coumestranos, flavonoides y estilbenos (Papoutsi et al., 2006). Diferentes estudios con



isoflavonas han demostrado propiedades estrogénicas y antiestrogénicas al competir con
el receptor estrogénico demostrando una actividad bifasica; por un lado una actividad
estrogénica en bajas concentraciones (< 107°M), y una actividad antiestrogénica en
altas concentraciones (> 1075 M) (Papoutsi et al., 2006).

Los efectos de los DE se pueden determinar utilizando diferentes modelos experimen-
tales como estudios en condiciones controladas de laboratorio utilizando diversos or-
ganismos como bioindicadores o midiendo diferentes procesos biolégicos con la ayuda
de biomarcadores, también mediante ensayos de toxicidad aguda, subcrénica o croni-
ca o ensayos de funcionalidad reproductiva usando modelos animales (Argemi et al.,
2005). Por su parte el NIH - USA recomienda que para hacer estudios de disrupcién
endocrina es adecuado hacer ensayos in vitro de unién al receptor, ensayos in vivo del
tipo farmacolégico y ensayos in vivo del tipo toxicoldgico (Interagency Center for the
Evaluation of Alternative Toxicological Methods, 2002).

Tomando en cuenta los antecedentes planteados la rata seria un buen modelo animal
para determinar los efectos potenciales de alguna sustancia sobre la alteracién del ciclo
reproductivo de la rata hembra, llamado ciclo estral. Este ciclo dura 4 dias aproxima-
damente y estd formado por cuatro fases (Proestro, Estro, Metaestro y Diestro): en la
etapa de proestro bajo la influencia de la hormona foliculo estimulante (FSH), una
serie de foliculos ovéricos crecen y aumenta la secrecion de estrogeno, el tutero se va
engrosando progresivamente, y la mucosa vaginal sufre numerosas mitosis, a continua-
cién en la etapa de estro la secrecion de estrogenos alcanza el nivel maximo inhibiendo
la liberacién de FSH y aumentando la hormona luteiniznte (LH), lo cual produce la
ovulacién, el itero permanece ensanchado tras las numerosas mitosis que sufre la mu-
cosa vaginal, apareciendo células cornificadas sin ntcleo en el frotis, en el metaestro
o diestro temprano la accién esta localizada a nivel local en el ovario donde el cuerpo
liteo secreta progesterona, por lo que la mucosa vaginal entra en regresion y es invadi-
da por leucocitos y aparecen en el frotis leucocitos y células queratinizadas de la etapa
anterior, en el diestro si no ha habido fecundacion, durante esta fase se produce la
regresion del cuerpo luteo y disminuyen los niveles de estrégeno y progesterona, como
consecuencia el utero se hace pequeno y poco contractil, la mucosa vaginal es muy
delgada y se observan una gran cantidad de leucocitos en el frotis vaginal (Freeman,
1988). Las etapas descritas se pueden visualizar en la figura 1.2. La corta duracién del
ciclo estral en las ratas permite que esta sea una especie ideal para la investigacion de
los cambios que se producen durante el ciclo reproductivo.
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1.5. Fitoestrégenos

Actualmente los fitoestrégenos son indicados en la etapa de la menopausia para con-
trarestar los efectos producidos por la disminucién de estrogenos y se ha confirmado su
eficacia como coadyuvante en la prevencién y tratamiento de la osteoporosis asociada al
climaterio femenino y otros trastornos relacionados con la declinacién de los estrégenos
(Bai et al., 2007; Han et al., 2002), pero sin embargo el uso de fitoestrégenos puede o
no ser beneficioso dependiendo de la edad y el sexo. Hay periodos en la vida de la mujer
mas sensible a estas sustancias como por ejemplo durante el embarazo en que el feto
puede verse expuesto a la accion de algunos fitoestrégenos que atraviesan la barrera
placentaria. Durante la lactancia el lactante puede verse afectado por los fitoestrége-
nos o sus metabolitos que se eliminan a través de la leche materna (Olea et al., 2002).
Estudios en animales de laboratorio, granja y fauna silvestre que han consumido al-
tas cantidades de plantas ricas en fitoestrogenos demostraron problemas reproductivos
y de fertilidad (Leopold et al., 1976; Berger et al., 1977). Hallazgos que también se
pesquisaron en ovejas australianas por el consumo de fitoestrogenos presentes en una
especie de trébol (Trifolium subterraneum), identificindose equol y coumestrol como
responsables de este efecto (Bennetts and Underwood, 1951). Otro ejemplo también
explica como felinos Cheetah en cautiverio sufrieron infertilidad por el consumo de
alimentos ricos en soja (Setchell et al., 1987). Por otro lado a nivel fetal e infantil se ha
visto que ratones y ratas expuestos antes o en el momento del nacimiento a coumestrol
y genisteina, desarrollaron alteraciones del aparato reproductor tales como cambios en
el desarrollo ovarico, subfertilidad, infertilidad, alteraciones en el ciclo estral y proble-
mas con la ovulacién (Delclos et al., 2001; Jefferson et al., 2002, 2005, 2006). Otros
estudios mostraron que después de la exposicion con genisteina hubo modificaciones en
la respuesta de la hip6fisis, alterando la ovulacién en ratas (Faber and Hughes, 1993),
y diferenciacién celular de la glandula mamaria lo que puede incrementar el riesgo de
cancer (Heckmann et al., 2008). Ratas tratadas inmediatamente después del nacimien-
to con genisteina, tuvieron un incremento de la incidencia del cédncer uterino (Newbold
et al., 2001). Por otra parte al administrar un extracto de Aspilia africana a ratas, se
observo que los ciclos estrales se redujeron y la histologia uterina revel6 una toxicidad
dosis dependiente (Kayode et al., 2007).

Estudios epidemiolégicos en seres humanos documentaron los efectos adversos de ge-
nisteina en mujeres embarazadas que consumieron dietas vegetarianas teniendo des-
cendientes masculinos con un incremento de hipospadias, posiblemente por los altos
niveles de isoflavonas de soja (North and Golding, 2000). Adultos jévenes -hombres y
mujeres- que consumieron soja, tuvieron un incremento de alergias, y ademas las muje-
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res presentaron alteraciones en el ciclo menstrual comparado con los que consumieron
leche de vaca (Goldman et al., 2001; BL Strom, 2001).

Respecto de la actividad estrogénica de verbascdsido, se ha demostrado su unién al
receptor de estrégeno, al parecer por su conformacion espacial y especialmente por la
presencia del anillo fendlico que posee, estructura importante en la union selectiva al
receptor estrogénico (Goodman and Gilman, 2006). También se ha determinado que
en el EMATSst se encuentran otros compuestos como 7-O-glucésido de luteolina, que
corresponde a una flavona, compuesto que no contribuiria al efecto estrogénico del
EMATSt, ya que no cumple con los requerimientos de tener grupos OH en posicion 3 y
6 del anillo fendlico, de acuerdo al estudio de estructura-actividad, de ensayos in vitro
de afinidad de unién relativa al receptor estrogénico (RBA), donde se demostré que
las flavonas que tienen grupos OH en la posicién 3 y 6 se unen al RE (Fang et al., 2001).

1.6. Antecedentes de efectos disruptores endocri-
nos en animales

El fenémeno de la alteracién endocrina no es nuevo, esta bien documentada la evi-
dencia de la interrupcion de los sistemas endocrinos de la fauna silvestre, como es el
caso de los moluscos (Minchin et al., 1995), caimanes (Guillette et al., 1994) y peces
(Purdom et al., 1994; Sumpter, 1995) son sélo algunos ejemplos de la vida silvestre que
se han visto perjudicados. Los estudios de estas alteraciones endocrinas se han cen-
trado principalmente en evaluaciones in vivo en mamiferos, reptiles y peces, no asi en
invertebrados a pesar de que estos ultimos constituyen alrededor del 95% de todas
las especies animales y cumplen un rol importantisimo en el ecosistema. Al parecer,
la clave de la alteracion en la reproduccién en insectos y crustaceos son las hormonas
no peptidicas (ecdisona y hormona juvenil) y los procesos en los que estas hormonas
posiblemente actian sobre el receptor relacionado (Pinder et al., 1999). Es probable
que los efectos perturbadores abarquen la reproduccion, muda, alimentaciéon y com-
portamiento. Existen antecedentes de un estudio en que se evaluaron los efectos de 17
p-estradiol (E2), dietilestilbestrol (DES), bisfenol A (BPA) y 4- nonifenol (4-NP) en el
crustdceo Daphnia magna para determinar el efecto estrogénico y/o DE, demostran-
do que D. magna expuesta a concentraciones de mg/L de estas sustancias manifiesta
alteraciones tanto en el crecimiento como en la frecuencia de muda y la reproduccion
(Brennan et al., 2006).
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La mayor parte de los estudios de toxicidad en organismos acuaticos se centran en
estudios de mortalidad (toxicidad aguda), aunque es de mayor importancia conocer
el efecto de concentraciones subletales que el contaminante tiene sobre el crecimiento
la reproduccién y la supervivencia de los organismos expuestos. Muchos invertebrados
acuaticos pertenecientes al zooplancton, como Daphnia magna, son organismos filtra-
dores que se alimentan de particulas tan pequenas como son las algas del fitoplancton.
Cuando el organismo se expone a sustancias toxicas, éstos afectan al sistema nervioso
y por consiguiente al aparato locomotor y filtrador del animal. La consecuencia inme-
diata es que la tasa de filtracion disminuye y, por ello, también la incorporacion del
alimento; entonces el animal se debilita y esto afecta a su supervivencia y reproduccion
(Day, 1991). Los défnidos son hembras partenogenéticas; producen huevos diploides
los cuales eclosionan dando hembras partenogenéticas durante muchas generaciones.
El desarrollo es directo y cuando los juveniles abandonan la cdmara de incubacion,
situada bajo el caparazén, el exoesqueleto se desprende, se produce la muda y una
nueva puesta es expulsada dentro de la camara incubadora. Ciertos factores como la
temperatura del agua o un descenso en la disponibilidad de alimento (generalmente
debida a un aumento de la poblacién), inducen la aparicién de machos y asi se produ-
cen huevos fecundados. Las paredes de la camara incubadora, ahora, se transforman
en una capsula protectora en forma de estribo llamada ephipium o efipia. Este ciclo
biolégico se representa en la figura 1.3. Estas efipias flotan, se hunden hasta el fondo o
se adhieren a objetos y pueden soportar la desecaciéon y la congelacion e incluso resistir
el paso por el tubo digestivo de peces, aves y mamiferos. Por medio del viento o de
animales, estos huevos pueden ser dispersados a través de grandes distancias asi pueden
pasar el invierno y sobrevivir a las sequias estivales. Cuando reaparecen las condiciones
favorables, las efipias eclosionan dando lugar a hembras partenogenéticas que inician
de nuevo el ciclo asexual (Ruppert, 1996).

Como ya se senalé anteriormente en el mecanismo de la reproduccién de los crustaceos
y de la Daphnia en particular la clave al parecer esta en las hormonas no peptidicas
como ecdisona y hormona juvenil, se sabe que en crustaceos la ecdisona es una pro-
hormona, que se sintetiza a partir de esteroles dietéticos, que se libera a la hemolinfa
y posteriormente es hidroxilada a 20 - hidroxiecdisona (20E), esta 20E en primer lugar
fue aislada y determinada en la langosta, la 20E parece ser la hormona de la muda
predominante en los crustaceos, entre otros ecdisteroides con sus conjugados polares y
no polares, los ecdisteroides alcanzan nivel maximo justo antes de la muda y la caida
del nivel es muy abrupta después de la muda (Quackenbush, 1992). Se han determinado
niveles de ecdisteroides relacionados con la muda en D. magna joven, informando que
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los niveles de ecdisteroides se mantuvieron bajos a través de la mayor parte del ciclo
de muda pero aumento considerablemente justo antes de la muda, sin embargo, se ha
senalado que las vias que conducen a ecdisteroidss conjugados son de menor importan-
cia en D.magna y no solo en adultos, sino también en los huevos recién depositados,
20E es la hormona de la muda predominante en la D.magna. Hormonas ecdisteroides
también funcionan en el control de la embriogénesis, por accion al parecer en el ova-
rio (Subramoniam, 2000). Un cambio en los niveles de ecdisteroides provocados por
sustancias quimicas ambientales se ha encontrado y relacionado con anormalidades del
desarrollo en embriones de D. magna, por otro lado la testosterona, como antagonista
del receptor de ecdiesteroide ha interferido en el desarrollo temprano y tardio de los
embriones, por su capacidad para inhibir la ecdisona (Mu and LeBlanc, 2002). En la
figura 1.4, se puede visualizar el ciclo hormonal en D.magna que hasta ahora se conoce.

De acuerdo a lo senalado anteriormente y debido a que el EMATSst obtenido desde las
hojas de matico, contiene como componente mayoritario verbascésido, cuyo efecto es-
trogénico y antiestrogénico fue demostrado en diferentes modelos in wvitro, en esta tesis
se evaluaran los potenciales cambios en el ciclo estral y unién al receptor estrogénico
en ratas de laboratorio, ademéas de un estudio toxicolégico en Daphnia magna para
evaluar cambios en la reproduccion, sobrevivencia y frecuencia de muda.
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Capitulo 2
Hipodtesis

El extracto etandlico de matico estandarizado (EMATSst) en su componente mayo-
ritario (verbascésido) posee como efecto téxico un efecto DE.

Esta hipdtesis se sustenta en:

» La actividad estrogénica y antiestrogénica del verbascosido demostrada en estu-
dios previos en cultivos celulares, en ensayos in vitro (Papoutsi et al., 2006).

= Los resultados preliminares obtenidos en esta tesis que demostraron la alteracién
del ciclo estral en ratas al administrar EMATSst.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1.

3.2.

Objetivo General

Demostrar la actividad DE y toxica del EMATSst y de su componente mayoritario
verbascdsido.

Objetivos especificos

Obtener el EMAT y su estandarizacién en el compuesto mayoritario.
Aislar e identificar el verbascésido

Evaluacién de las alteraciones que se pudieren producir en el ciclo estral de ratas
de laboratorio al administrarles el EMATSst

Determinacion de la unién al receptor estrogénico (RE) in vitro (RE-binding) del
EMATSst y verbascosido y evaluar las alteraciones que se pudieran producir en el
RE de citosol de utero de rata frente al EMATSst y verbascdsido

Evaluacion toxicolégica aguda de EMATSst y verbascésido en Daphnia magna
mediante la determinacién de la CLsg a las 24 horas de exposicion

Evaluacién de la toxicidad crénica y posible efecto DE del EMAT'st y verbascosido
en Daphnia magna mediante la medicion de la sobrevivencia, frecuencia de muda
y reproduccion de varias generaciones a los 14 dias de exposicion.

18



Capitulo 4

Materiales y Métodos

4.1. Estudio quimico

4.1.1. Obtencién de extracto etandlico seriado de matico
(EMAT)

El material vegetal utilizado en el estudio se obtuvo del Campus Antumapu de la Uni-
versidad de Chile, Santiago, RM, Chile, recolectado durante el mes de enero del 2008,
conservando un testigo herbario (SQF: 22349) en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Las hojas de Buddleja globosa secas y molidas (1,94 kg) se sometieron a extracciones
sucesivas con disolventes de polaridad creciente hexano, diclorometano y finalmente
etanol. En cada etapa fue eliminado completamente el disolvente para obtener los ex-
tractos secos de hexano, diclorometano y etanol. Este iltimo denominado EMAT y fue
el extracto estudiado en esta tesis. Los estudios previos realizados en el laboratorio
de productos naturales senalan que el tiempo 6ptimo de maceracién debe ser como
minimo 5 horas con el disolvente correspondiente. Cada extracciéon se realizé hasta
total agotamiento del material vegetal, entre cada extraccion se dejo secar el material
vegetal a temperatura ambiente antes de adicionar el nuevo disolvente. Los solventes
utilizados para la preparacién de cada uno de los extractos fueron eliminados en un
rotavapor a presion reducida y a continuacion fueron secados a temperatura ambiente
de tal forma de obtener extractos secos.

El extracto etandlico (EMAT) fue estandarizado por CLAE y sometido a un estudio
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quimico, con el objetivo de aislar el verbascésido.

4.1.2. Estandarizaciéon por CLAE del EMAT en contenido de
verbascoésido expresado en acido cafeico

La cuantificacién del verbascésido se realizé por CLAE-DAD en un equipo Waters
486 acoplado a un detector UV /Visible Waters con arreglo de diodos, basandose en la
metodologia usada por (Backhouse et al., 2008a). En esta tesis se determiné que las
mejores condiciones fueron:

» Columna : Cig, LiChroCART®)250-4 Purospher®STAR RP-18 (5u).
Merck (HX675529)

Flujo : 0,5 mL/min

Fase mévil : 4cido férmico 0,1 %: acetonitrilo = 70: 30

Volumen de inyeccién : 20 pl

Longitud de onda : 365 nm

Tal como fue senalado en la introduccion, el verbascésido es un fenilpropanoide cuya
estructura incluye al acido cafeico, es por esto que su cuantificacion fue expresada en
este compuesto.

Con el propésito de obtener la curva de calibracién se preparé una soluciéon stock
de 1850 ppm de acido cafeico en metanol LiChrosolv para CLAE. Luego fue soni-
cada durante 5 minutos y filtrada por membrana GV (Durapore) 0,22 pum de poro
(GVWP01300) en un dispositivo Swinnex (SX0001300) adquiridos de Millipore Corp.,
Billerica, MA, USA y acoplado a una jeringa de vidrio. El EMATSst fue disuelto en
metanol grado HPLC.
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4.1.3. Aislamiento e identificacion de verbascdsido en el EMAT

Previamente al fraccionamiento y debido a la alta cantidad de clorofila y taninos presen-
tes en el EMAT, se efectud un proceso de clarificacién con acetato de Pb, ya que estos
compuestos interfieren en la visualizacion del verbascésido en las cromatografias en
capa fina (c.c.f.) (Sanabria-Galindo et al., 1999), realizando el siguiente procedimiento:

s Se pesaron 9,0 g del EMAT y se disolvieron en 2,5 mL de etanol caliente (a punto
de ebullicién) a esta solucion se agregé 2,5 mL de una solucién B compuesta
de acetato de Pb al 4% y acido acético al 0,5%. Al momento de adicionar la
solucién B se observé la formacion inmediata de un precipitado de color verde.
La solucion resultante se centrifugd en reiteradas ocasiones conservando siempre
el sobrenadante, que se llevé a sequedad y reconstituyd con etanol.

= Como el Pb es toxico e interfiere en los anélisis, fue necesario corroborar la au-
sencia de este elemento en el EMAT clarificado, para ello se tomaron 2 tubos
de ensayo, en uno se adicioné una pequena alicuota de la muestra (1 mL) y en
el otro (tubo control) una solucién de PbSO, al 1% p/v, a ambos tubos se les
ajusto el pH a 9 con amoniaco. Luego se adicioné a cada tubo un volumen de
1 mL de NayCO3 1% p/v. Se observé la presencia de un precipitado blanco y
consistente en el tubo control, pero no en el EMAT sometido a clarificacién, lo
que confirmé la ausencia de Pb por esta metodologia.

= También se determiné la presencia de Pb mediante el andlisis de espectrometria
de absorcién atomica, a la solucién madre de verbascosido utilizada en los ensa-
yos, preparada con el verbascosido obtenido del fraccionamiento del EMAT con
sucesivas columnas cromatograficas.

Fraccionamiento del EMAT

En esta tesis se aisl6 el verbascosido y el 7-O-glucésido de luteolina, siguiendo la meto-
dologia desarrollada por Backhouse et al. (2008). E1 EMAT fue fraccionado por sucesi-
vas columnas cromatograficas (CC) con silicagel 60 (Merck) y Sephadex LH-20 (Sepha-
dexTM LH-20, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala). La composicién quimica de
cada una de las fracciones fue monitoreada mediante c.c.f realizadas en cromatofolios
de gel de silice 60 F554 de Merck. Como fase mévil se empled la Fase 4A, compuesta
por: acetato de etilo / dcido férmico / dcido acético / agua (10 / 1,1 / 1,1 / 2,6). Las
c.c.f. fueron observadas bajo la luz UV a las longitudes de onda 254 y 366 nm y se
revelaron con 2-aminoetil difenilborinato al 1% en metanol (NP) (D9754-5G, Sigma
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Aldrich). Los flavonoides presentaron fluorescencia anaranjada-rojiza y los fenilpropa-
noides, amarillo o amarillo verdoso a 365 nm.

Antes de la clarificacién detallada anteriormente, se hicieron dos CC con silicagel 60,
denominadas CC;Sil y CC5Sil. La primera CC se hizo con un fin exploratorio para
estimar las polaridades en las cuales eluye el verbascosido, teniendo en cuenta los ante-
cedentes previos (Goity, 2007; Backhouse et al., 2008b). La segunda CC se hizo usando
cambios de polaridad mas finos de los solventes con que se eluyé esta nueva columna.
Tanto en la CC4Sil como la CC5Sil, el principal interferente fue la clorofila, por esta
razon es que se decidio pre-tratar el EMAT antes de fraccionarlo sometiéndolo a un pro-
ceso de clarificacién, de acuerdo a método detallado precedentemente. A continuacién
se procedié a realizar una tercera CC denominada C'C3Sil con el EMAT previamente
clarificado cuyas condiciones son las siguientes:

s Didmetro de la columna: 4 cm

Cuerpo columna: 2 cm de altura de silicagel

Cabeza: 22,5 cm de altura (4,3 g de muestra mas 4,5 g de silicagel)

Volumen eluyente: 500 mL

Los resultados del proceso de fraccionamiento de C'C3Sil se muestran en tabla 4.1.

Tabla 4.1: Esquema de fraccionamiento del EMAT mediante C'C3S7l

Fracciéon Solvente Proporciéon Volumen Compuesto
1-5 DCM 100 500 mL
6-9 DCM:AcOEt 75:25 500 mL
10-12 DCM:AcOEt 50:50 500 mL
13-17 DCM:AcOEt 25:75 500 mL
18-74 AcOEt 100 500 mLL  verbascodsido
75-89  AcOEt:MeOH 95:5 500 mL verbascésido y

7-O-glucosido de luteolina
90-91 MeOH 100 500 mL

En las fracciones 18 a la 74 se observo el verbascésido y en las fracciones 75 a la 89
se detecto junto al verbascésido el 7-O-glucosido de luteolina. Las fracciones 18 a 74
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de la C'C58il, fueron reunidas en una, dando origen al concentrado VI, (305,2 mg) fue
sometido a una purificacion mediante una cuarta CC de Sephadex LH-20, denominada
CC4Seph, detallado en la tabla 4.2, de la pagina 24, en las siguientes condiciones:

s Didmetro de la columna: 5 cm

Cuerpo columna: 44 cm de altura (en metanol)

Volumen de muestra: 10 mL saturado con la muestra sin sélido remanente

Volumen eluyente: 40 mL

Fase mévil: HEX/DCM/MEOH = 2/4/4

El Sephadex LLH-20 permite la separacion de los compuestos principalmente por su peso
molecular. Previamente se prepar6 la CC suspendiendo 30 minutos en metanol el Sep-
hadex LH-20 y una vez incorporado a la columna se ambient6 agregando tres veces la
fase mévil (HEX: DCM: MEOH = 2: 4: 4). Posteriormente se incorporé el concentrado
VI disuelto en la misma mezcla de solvente y se eluyé con la mezcla mencionada. Cabe
mencionar que una vez que eluye completamente la muestra y antes de agregar a la
CC otro volumen de muestra, la columna se lava cuidadosamente hasta que no quede
rastro de la muestra anterior.

Con el objetivo de purificar el verbascosido, las fracciones correspondientes fueron so-
metidas a una segunda columna de Sephadex denominada C'CsSeph cuyas condiciones
se detallan a continuacién

s Didmetro de la columna: 5 cm

Cuerpo columna: 44 cm de altura (en metanol)

Volumen de muestra: 8 mL saturado con la muestra sin sélido remanente

Volumen eluyente: 40 mL

Fase mévil: HEX/DCM/MEOH = 2/4/4

De la columna C'CsSeph se recolectaron 80 fracciones, que se decriben en la tabla
4.2, de la pagina 24. Desde la fraccion 40 hasta la 55 se obtuvo al verbascésido puro
(72,4 mg). Este proceso fue repetido aproximadamente 35 veces hasta obtener 2,5 g
de verbascésido, con el fin de realizar los ensayos farmacoldgicos. El verbascésido fue
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identificado de acuerdo a la metodologia senalada en el anexo 3.

Las soluciones de vesbascésido que fueron preparadas para realizar los ensayos farma-
cologicos se sometieron a un analisis de determinacién de plomo por espectrometria de
absorcién atémica en el Laboratorio de Toxicologia Ocupacional del Instituto de Salud
Publica de Chile (ISP) (anexo 4).

Tabla 4.2: Resumen concentrado de fracciones de CC,Seph y C'C5Seph

Columna Fracciones Compuesto

1-9

10-14

15-21

22-33

31-36
C'C,Seph 37-40 7-O-glucoésido de luteolina

(75,6 mg)

41-48 verbascésido (106,7 mg)

49-54

55-80

1-39

40-55 verbascésido (72,4 mg)
CCsSeph 56-57

58-80

4.2. Estudio farmacolégico en ratas de laboratorio
para determinar la alteracién del ciclo estral y
union al RE

4.2.1. Animales y diseno experimental

Para el desarrollo de esta tesis se usaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley
provenientes del bioterio de animales de experimentaciéon de la Facultad de Ciencias
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Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. El protocolo de experimentacion
realizado en esta tesis fue aprobado por el comité de bioética de esta Facultad.

4.2.2. Grupos experimentales
Ensayo farmacoloégico in vivo

Se analizaron 14 ratas hembras, virgenes de una edad de 3 meses, con un peso promedio
de 280 g, las que se mantuvieron bajo condiciones de luz y T° controlada. Estas ratas
fueron separadas en tres grupos: un grupo control y los grupos experimentales I y
IT a los que se les administré una dosis de EMATSst equivalente en moles respecto
a verbascésido a la dosis de estradiol valerato (EV) (1x), que produce importantes
cambios en la actividad del ciclo estral (Sotomayor-Zarate et al., 2008) y una dosis de
10 veces la dosis de EV (10x), respectivamente.

Ensayo farmacolégico in vitro

Se usé citosol de ttero de rata de cinco ratas hembras las que fueron ovariectomizadas
diez dias antes de ser sacrificadas de acuerdo al procedimiento establecido. Los tteros
de cada hembra fueron extraidos y tratados de acuerdo a una metodologia estandar
como lo recomienda (Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological
Methods, 2002). Las fracciones citosolicas obtenidas (11 mL) fueron almacenadas en
volumenes de 1 mL a -70°C.

4.2.3. Procedimiento experimental
Ensayo farmacolégico in vivo

Tratamiento con EMATst La administracién del EMATSst se realizé por via sub-
cutdnea, en los dias 0, 2 y 7 del ensayo. El grupo I(1x) recibié 3 dosis de extracto de
0,5 mg/50 uL de etanol, equivalente en total a una concentracién equimolar a estradiol
valerato de 10 mg/Kg; el grupo I1(10x) recibié una dosis 10 veces mayor, administrada
en 3 dosis de 5,1 mg/50 L. de etanol; el grupo control no recibié extracto.

Registro de la etapa del ciclo estral El ciclo estral fue monitorizado 5 dias antes
de comenzar la administracion del EMATSst (dia 0) usando la muestra del frotis vaginal.
Considerando las etapas del ciclo estral como Proestro (P) (dia antes de la ovulacién)
presenta una alta densidad de células epiteliales a la observaciéon microscopica, que
estd asociado a un utero hinchado y altamente vascularizado, Estro (E) (dia después
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de la ovulacién) observacién microscépica caracterizada por una densa acumulacién
de células escamosas y un ttero que tiene una rapida disminucién del tamano, pero
mantiene la vascularizacion, y Diestro (D) caracterizado por la presencia de leucocitos
a la observacion microscépica y un utero delgado no vascularizado. La medicion del
ciclo estral se siguié durante 14 dias.

Tratamiento de los animales Los animales fueron muertos por decapitacion, reco-
lectando la sangre troncal para la obtencién de suero y andlisis posteriores; los ovarios,
glandula adrenal y ganglio celiaco fueron removidos y congelados inmediatamente, al-
macenandolos a —80°C' para futuros analisis, los 1teros fueron también removidos,
observados y pesados.

Andlisis estadistico Los resultados fueron expresados como media +/- SEM. Las
figuras que muestran curso temporal fueron analizadas por andlisis de varianza de una
cola (ANOVA) seguido por un post test Tukey‘s Multiple Comparison Test de compa-
racion de medias. La diferencia estadisticamente significativa se establecié cuando el
valor de p fue menor que 0,05. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el
programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Ensayo farmacoloégico in wvitro

Metodologia Se us6 una metodologia adaptada de la técnica que determina la uniéon
competitiva n vitro al receptor estrogénico, usando la fraccién citosélica de ttero de
rata como fuente de receptor estrogénico, y 17 3 - estradiol tritiado (*H-E,), (Inter-
agency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods, 2002). Como
resultado de este ensayo se determiné la inhibicién del 50 % de la unién al receptor
estrogénico (Clsp) y el porcentaje de unién para cada competidor.

Preparacién de una fraccion citosédlica de tutero de rata El citosol uterino se
preparé usando ttero de ratas hembras ovariectomizadas 10 dias antes del sacrificio. Se
extrajo el utero y se separ6 del mesenterio y tejido graso. Se pesd cada utero y luego se
homogeneizé con tampén TEDG (10 mM de Tris, 1,5 mM de EDTA, 1,0 mM de ditio-
treitol y 10 % de glicerol ajustado a pH 7,4) en una relacién de 0,1g de tejido por 1 ml
de tampon TEDG. Para homogeneizar el tejido se usé un homogenizador Ultraturrax
(2000g x 12 min). Se transfirié el homogenizado a tubos de centrifuga pre-enfriados
y se cetrifugd por 12 minutos a 2000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirié a tu-
bos de ultracentrifuga pre-enfriados, y se centrifugd a 40000 rpm a 4°C, durante 60
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min. Este sobrenadante se guardé congelado a -80°C para utilizarlo posteriormente.
Se determiné el contenido de proteina de cada lote de citosol usando el kit de ensayo
con Coomasie blue. Considerando valores normales de proteina entre 4 - 7 mg/mL. Se
preparé una curva usando 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ul. de proteina por tubo, determinando
una concentracion final de 5.7ug/uL.

En una primera instancia se utilizé el ensayo RIA, como un ensayo preliminar para
corroborar la unién al receptor de proteina con que se contaba, lo que permitié de-
terminar una concentracion 6ptima de fraccién citosolica entre 50 y 100 uL por tubo.
Posteriormente se continué con la técnica de unién - ligando.

Ensayo de union competitiva al receptor estrogénico Primero se preparé el
tampén TEDG con 10 mM de Tris, 1,5 mM de EDTA, 1,0 mM de ditiotreitol y 10 %
de glicerol a pH 7.4. Se agregé el ditiotreitol justo antes de hacer el ensayo. Luego se
preparé el trazador: estradiol (*H-E,), (New England Nuclear (Dupont) N°NET-517).
El ensayo de unién - ligando se realizé con 0,5 y 1 nM de concentracién final de 3H-Es.
Se prepard una curva estandar usando FEs frio por cada ensayo de uniéon competitiva y
se usaron 3 concentraciones de la curva preparada. La concentracion final de estradiol
frio en los tubos de ensayo varié entre 1.0x10™" a 1.0x10~ M. Las diluciones seriadas
se hicieron en etanol absoluto para alcanzar la concentracion final deseada.

Preparacion de las muestras Se prepard una solucion madre, para ello se diluyeron
las muestras en etanol absoluto. Se usaron tubos de vidrio siliconizado para preparar
las diluciones seriadas adicionando la cantidad necesaria de cada dilucién serial de la
sustancia a analizar en un volumen final de 500 uL, tomando la precauciéon de no usar
mas de 0,25 pli de etanol.

Preparacién de los tubos con RE Se usaron tubos eppendorf de 1.7 mL fondo
redondo, en duplicado. Se colocaron en bano de hielo agregando lo siguiente por tubo:

» 50 plL de citosol uterino (50 - 100 pug de proteina por ensayo).

X-Y plL de buffer TEDG csp 500 plL

10 pL de 3H-E, para obtener una concentracién de 0,5 - 1,0 nM

Y uL de estradiol frio (E3), control negativo, o sustancia test.

c.s.p 500 pL. volumen total de cada tubo.
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Se colocaron los tubos en un agitador vortex asegurandose que todos los componentes
quedaran en el fondo del tubo. Se incubaron los tubos a 4°C por 18-20 horas (los tubos
se pusieron en un rotator durante la incubacién).

Preparacién de la mezcla de Hidroxiapatita al 60 % (HAP) El dia antes de
comenzar la etapa de separacion de estradiol tritiado y unido, se preparo la siguiente
mezcla: 10g de HAP (BioRad) por cada 100 mL de tampén TEDG, se mezclé sua-
vemente, y se dejé la mezcla de HAP en el refrigerador durante toda la noche. A la
mafiana siguiente se aspir6 el sobrenadante y se resuspendié el HAP en tampén TEDG
fresco. Se dejé que el HAP decantara y se repiti6 el lavado. Después del ultimo lavado,
se resuspendié el HAP en un volumen final de 60 % de HAP y 40 % de tampon. La
mezcla se dejé en hielo mientras se hizo el proceso de separacién.

Separacién de *H-F, unido a RE y *H-E, libre Para minimizar la disociacién de
la unién del *H-FE, al RE durante este proceso se tomé la precaucion de dejar el tampén
y los tubos de ensayo en hielo y cada etapa se hizo rapidamente. Se sacaron los tubos
con las diluciones del rotator, y se pusieron en bano con hielo, se agregd rapidamente
250 pl de la mezcla HAP a cada tubo. Se pusieron los tubos en un agitador vortex
y se agité a intervalos de 5 minutos durante 15 minutos. Se incubaron los tubos y
agregd 1,0 mL de tampén TEDG, se agité rapidamente, luego se centrifugd a 4°C
por 10 min y 3000 rpm. Al final de la centrifugacion se desecho el sobrenadante y se
decant6 poniendo los tubos en un rack en un bano frio. Se agregé 1,0 ml de tampoén
TEDG frio y agité brevemente para resuspender el pellet de HAP. Se centrifugé a 4 °C
por 10 min a 3000 rpm. Se decanté otra vez y desechd rapidamente el sobrenadante,
durante dos veces adicionales. Después del lavado final, se decanté el sobrenadante,
dejando que los tubos de ensayo drenaran (sobre papel toalla boca abajo y botando la
gota que quedaba en la superficie de las paredes del tubo), brevemente por 1-5 minutos.

Extraccién y cuantificacién del *H — E, unido al RE (°H — E, -ER) Se
agreg6 1,5 mL de etanol (100 %) en cada tubo, permitiendo que los tubos se ambienta-
ran a T° ambiente por 15 - 20 min., se agité a intervalos de 5 min. Se centrifugaron los
tubos por 10 min a 3000 rpm. Se pipetié en alicuotas de 1,0 mL en viales de contador
de centelleo. Agregando 4 mL de mezcla para contador de centelleo, se tapd y agité el
vial. Se Colocaron los viales en contador de centelleo (Liquid Scintillation Analizer,
Tri-carb 2100TR, Packar) para determinacién de la desintegracién radioactiva medida
en cuentas por minuto por vial (CPMs/vial).
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Calculo de CI5y Los datos para la curva del E, frio standard y cada sustancia
quimica a analizar, se trazaron graficando el porcentaje de *H — E, unido vs. el log
de la concentracion molar del competidor. Usando el programa GraphPad Prism v5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA). El anélisis estadistico de los datos se hizo me-
diante un método no paramétrico por analisis de varianza de una cola (ANOVA) seguido
por un post test Tukey‘s Multiple Comparison Test de comparacion de medias. La di-
ferencia estadisticamente significativa se establecié cuando el valor de p fue menor que
0,05, utilizando el mismo software usado para graficar.

29



4.3. Estudio toxicoldgico en D. magna

4.3.1. Modelo de experimentacién

Los organismos que se utilizaron para desarrollar este trabajo pertenecen a la especie
Daphnia magna Straus, Kit de ephipias TK33, DAPHTOXKIT F magna with Daphnia
magna, fabricante MicroBiotests Inc., Bélgica, cuyo cultivo se inici6 el ano 2009 a par-
tir de estos individuos. En nuestro laboratorio se mantuvo un cultivo permanente de
acuerdo a lo descrito en la Norma Chilena (1999) en acuarios de cuatro litros de capaci-
dad, figura 4.1, de la pagina 32. La densidad del cultivo no excedié los 50 animales por
litro de agua. Se utilizé una pipeta graduada con un succionador de goma para separar
los adultos de los neonatos y contabilizar los neonatos de cada acuario que nacian a
diario. Para evitar el envejecimiento de la colonia, periédicamente se sustituy6 un acua-
rio de adultos por otro de neonatos. Los acuarios se mantuvieron a una temperatura
de 214+ 2 °C, y con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad, controlado por un
temporizador. Los dafnidos del cultivo se alimentaron ad libitum dia por medio con
1000 pLi de una solucién concentrada de la microalga Pseudokirchneriella subcapitata
ex Selenastrum capricornatum, proveniente del cultivo preparado por el laboratorio de
bioensayo, ademaés a cada acuario se le proporcionaron 500 pL de un alimento deno-
minado YCT, compuesto de levadura y pescado, cada vez que se renovaba el agua del
acuario.

El cultivo del acuario comenzé con la elaboraciéon de un clon partiendo de una hem-
bra gravida la que se separd y dejo en un recipiente pequeno con el medio de cultivo
y alimento (madre = Fjp), se tomaron de esta hembra los neonatos nacidos vivos y
se pusieron en un acuario (primera generacién = F}), se mantuvo este acuario en las
condiciones antes mencionadas hasta obtener una nueva generacién de neonatos de la
segunda camada (segunda generacion = F3) los que nuevamente fueron puestos en un
acuario repitiendo el procedimiento anterior hasta la obtencion de un Fj, que corres-
ponde a la tercera generacion; a partir de esta generacion se utilizaron los neonatos
menores de 24 horas de nacidos para realizar los ensayos.

4.3.2. Medios de cultivo y mantencién de D. magna

El medio de cultivo de los dafnidos fue renovado una vez por semana, utilizando una
solucién denominada dulce estandar (DS), compuesto por agua destilada aireada hasta
alcanzar el nivel de saturacion en oxigeno y sales para darle la dureza adecuada, la
composicion del DS se describe en la tabla 4.3, de la pagina 31.
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Las condiciones fisico-quimicas del DS deben ser las siguientes:

dureza total: 160- 180 mg de CaCOs/L

pH: 76 - 7,8

alcalinidad: 110 - 120 ppm CaCQOs

O, disuelto: 8,0 ppm, 99 % de saturacién

conductividad: 505us/cm

Tabla 4.3: Composicién del medio de cultivo Dulce estandar(DS)

Sal Cantidad (g) para 20 L. Molaridad
NaHCO; 3 840 2.5x103M
KCl 0,16g 1,1x10~M
MgSO,4x7H,0 4,92¢ 1,0x10~3M
C&SO4X2HQO 2,4g 7,0X10_4M

4.3.3. Diseno experimental

Los ensayos in vivo se realizaron inicialmente en el laboratorio de Bioensayos del Centro
Nacional del Medio Ambiente (CENMA) quien proporcioné la cepa adecuada y estan-
darizada de Daphnia magna con la que se trabajo, posteriormente se continud con el
trabajo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, sede Vicuna Mackenna, donde se imple-
mento un laboratorio de bioensayos, manteniendo las condiciones de temperatura, ciclo
de luz/oscuridad y oxigenacién similares a las del laboratorio de bioensayos del CEN-
MA.

Se utilizé dicromato de potasio como téxico de referencia para comprobar la sensibili-
dad de los organismos (de acuerdo a lo establecido en la Norma Chilena N° NCh 2083,
of. 1999) y se utiliz6 17 [-estradiol como farmaco de referencia del efecto estrogénico
tanto para el ensayo agudo como para el ensayo crénico (Brennan et al., 2006). Como
ya se dijo anteriormente los cultivos de la especie en estudio fueron alimentados con
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Figura 4.1: Mantencion de cultivos de D.magna en el laboratorio
Acuario con el cultivo de D.magna, luz, temperatura y oxigenacién adecuada
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Pseudokirchneriella subcapitata proporcionado por los laboratorios de biotecnologia de
microalgas tanto del CENMA como del laboratorio de productos naturales de nuestra
facultad. El procedimiento de produccién de P. subcapitata se describe en el anexo 5.

Es conveniente mantener condiciones de cultivo idoneas para que la poblacién de D.
magna encuentre su crecimiento 6ptimo, evitando en la medida de lo posible, que
parametros como la temperatura, el alimento, la concentracién de oxigeno, o la densidad
poblacional, dificulten un correcto desarrollo del cultivo, lo cual podria afectar a la
obtencion de neonatos en buenas condiciones para desarrollar los estudios de toxicidad
(Castillo, 2004).

Ensayos con K,Cr,0O; Durante el curso de los experimentos y en forma paralela a
los ensayos con las muestras se realizaron las pruebas con KyC7ry07 como toxico de re-
ferencia para comprobar la sensibilidad de la cepa de D. magna, determinando la C'Ls
(concentracién letal cincuenta) que se define como aquella que produce la inmovilidad
o muerte del 50 % de la poblacién objeto de estudio por efecto del téxico empleado en
el ensayo (OCDE, 2000). Estas pruebas se hicieron utilizando 4 réplicas con 5 concen-
traciones de KyCry07, reconocido estandar en este tipo de ensayos toxicoldgicos, y 4
controles, de acuerdo a la metodologia descrita en la Norma Chilena (I.N.N.; 1999), la
cual propone como limites para C'Lsy valores que fluctian entre 0,6 y 2,1 mg/L. Las
concentraciones utilizadas se detallan en la tabla 4.5, de la pagina 39.

4.3.4. Compuestos ensayados

17p-estradiol Figura 4.2 A (99 % pureza, SIGMA), polvo blanco, férmula molecu-
lar: CigHo404, pm 272.4, punto de fusion de 173-179 °C. Sensible a la luz y al aire,
practicamente insoluble en agua, poco soluble en aceites vegetales, soluble en alcohol,
acetona, dioxano y dimetil sulféxido (DMSO), solvente utilizado en este estudio.

Acido cafeico Figura 4.2 B (SIGMA), polvo blanco - amarillo de férmula molecular:
CyHgOy, peso molecular 180.16 y punto de fusion de 173-179 °C. Poco soluble en agua,
soluble en alcohol y DMSO. Dosis letal intraperitoneal en ratas es de 1500 mg/kg,
posible cancerigeno, por inhalacién y por contacto ocular puede provocar irritaciones
leves. Debe evitarse el contacto de esta sustancia con agentes oxidantes fuertes, acidos
fuertes, bases fuertes, monéxido de carbono y diéxido de carbono.

33



EMATSst Fue obtenido de acuerdo a la técnica descrita en el punto 5.1.1. El producto
es una pasta de color café oscuro, de olor caracteristico soluble en agua y altamente
soluble en solventes como etanol y DMSO utilizados en este estudio. Se conserva pro-
tegido de la luz y la humedad.

Verbascésido Corresponde a un fenilpropanoide de férmula molecular Cog H36015,
peso molecular 624.594 obtenido a partir del EMATSst mediante el procedimiento des-
crito en el punto 5.1.2.; color café - amarillo. La estructura del verbascésido se muestra
en la figura 1.1, de la pagina7.

7-O-glucésido de luteolina Es una flavona (O- eterdsido) figura 4.2 C de peso
molecular 594, obtenido a partir del EMAT mediante el procedimiento descrito en el
punto 5.1.2. Residuo pastoso de color amarillo oro.
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4.3.5. Procedimiento experimental
Evaluacién de toxicidad aguda

Se realizé mediante la determinacién de la Concentracion letal 50 (C'Lsg) de las mues-
tras en estudio sobre D. magna. Las condiciones para desarrollar este tipo de ensayo
de toxicidad aguda, asi como los de tipo crénico que se llevaron a cabo posteriormente,
aparecen publicados en el protocolo de la Norma Chilena (1999) y de la OECD Gui-
delines for testing of chemicals (2000), respectivamente. Estos ensayos se realizaron
utilizando neonatos (menor de 24 horas de nacidos), para ello se separaron a diario los
neonatos que nacian en cada acuario, de esta manera se asegur6é que el dia de inicio
del ensayo los neonatos empleados no excedieron la edad recomendada. Se efectuaron,
una serie de ensayos preliminares para determinar el rango de concentraciones de las
sustancias ensayadas en el test de toxicidad definitivo. De esta manera, se eligié un
intervalo entre la concentracion mas alta de la muestra que no produjo efecto letal en
los organismos expuestos y la primera concentracién que causé el 100 % de mortalidad
en el ensayo preliminar. El ensayo definitivo condujo a la determinacién del valor de
la C'Lsy a las 24 horas de exposicion. Tanto en los ensayos preliminares, como en los
definitivos, se utilizaron recipientes de vidrio de 50 mL de capacidad, conteniendo 10
mL de la diluciéon del téxico correspondiente de cada una de las concentraciones a en-
sayar. Se usé en el ensayo un control (+) que contiene el disolvente usado en el ensayo
(DMSO) en la concentracién maxima y un control (-) el cual contiene solamente el
medio de dilucién DS, con ambos controles la mortalidad no debié exceder el 10 % de
los individuos ensayados para que el calculo de la C'Lsy fuera aceptado como valido.
El solvente de dilucién (control (+)) debe contener la méxima cantidad de disolvente
utilizado para las muestras en estudio (en nuestro trabajo fue DMSO). Para resolver
este problema se hizo una prueba que determiné la concentracion méaxima de DMSO
posible de utilizar en los ensayos, cuyos resultados nos indicaron que el uso de este disol-
vente en una concentracién maxima de 15 mL/L no produce efectos sobre los dafnidos.
La preparacién de las soluciones de cada muestra de prueba (disolviendo la solucién
madre inicial en DS) se hizo inmediatamente antes de la transferencia de los dafnidos
a los recipientes con el medio preparado, de acuerdo a lo descrito en el protocolo de la
OECD del ano 2000 (OCDE, 2000). El DS utilizado en estos ensayos cumplié con las
condiciones fisico-quimicas antes detalladas.

Procedimiento En cada recipiente se colocaron, escogidos al azar del cultivo origi-
nal (previamente sacados del acuario y dejados en DS), 5 neonatos, efectudndose para
cada concentracién ensayada, cuatro réplicas, 20 individuos en total por cada concen-
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tracién (figura 4.3 de la pagina 39). Tras sumergir a los neonatos en el medio de cada
concentracion ensayada, se anadié una pequena cantidad de alcohol cetilico en cada
recipiente de vidrio de 50 mL para evitar que los neonatos quedaran atrapados en la
superficie del agua. Si no se toma esta precaucion, los neonatos podrian quedar reteni-
dos por la fuerza de la tension superficial, dificultando su total inmersion en el medio,
hecho que interferiria en los resultados al tiempo que podria, incluso, ocasionarles la
muerte. Se han realizados estudios para comprobar que el alcohol cetilico no produce
efecto negativo alguno en los dafnidos (Cotou, 1993).

Condiciones del ensayo y criterios de aceptacién Los ensayos de toxicidad agu-
da se realizaron a una temperatura de 22+1°C'; resguardados de la luz; sin alimentacion
durante el ensayo, condiciones estéticas (ausencia de cambio del medio durante la du-
racién del mismo) y sin aireacién del medio. A las 24 horas de iniciado el ensayo se
registrd la inmovilidad o muerte de los dafnidos en cada concentracién de la muestra
en estudio. Considerando criterio de muerte la carencia de movilidad o la ausencia de

actividad cardiaca al observar los individuos por 10 segundos exponiendo los recipientes
a la luz o al hacerlos girar (NCh2083; OECD 2000).

Registro del protocolo de ensayo Se describen en la planilla especialmente di-
sefiada para cada muestra (anexo 6).

Calculos de la C'L; y Registro de los resultados Se procedié al célculo de la
CLso de cada sustancia de prueba ensayada sobre D. magna utilizando el PROBIT
(Stephan, 1977). Los resultados se registraron en una planilla diseniada para ello.

Concentraciones utilizadas En esta tesis, los dafnidos fueron expuestos a concen-
traciones del rango en mg/L tanto de EMATSst, como de verbascdsido, 7-O-glucésido
de luteolina y &cido cafeico, estas concentraciones se detallan en la tabla 4.4, de la
pagina 38, utilizando 17/-estradiol como tdxico de referencia (Brennan et al., 2006)
considerando un C'Lsy de 3,67 mg/L a las 24 horas de exposicién. Una vez realizadas
las pruebas preliminares se definieron las concentraciones definitivas para EMATSst,
verbascosido y acido cafeico para determinar la C'Lsy de cada una de estas muestras
sobre D. magna, tabla 4.4.

Ensayos con K,Cr,0; En forma paralela se realizaron los ensayos descritos en disenio
experimental, cuyas concentraciones utilizadas se detallan en la tabla 4.5.
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Tabla 4.5: Concentraciones utilizadas en el ensayo con KyCroO7
Sustancia de prueba C; mg/L  Cy mg/L. C3 mg/L. Cy mg/L Cs mg/L

K>Cry07 0.15 0.3 0.6 1.2 24
Control (-): DS, Control (+): DMSO

5 NEONATOS POR CADA VASO + 10 mL CON
CADA CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS

/]

|
|
|
|
|
|
(0 () 0 0

Control (-) control (+) concl conc2 conc3 conc4  conc5

Figura 4.3: Esquema de ensayo agudo
Recipientes (vasos de 50 mL) usados en el ensayo agudo tanto para los controles como para
las cinco concentraciones de muestra, cada vaso contiene cinco neonatos
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Evaluacién de toxicidad crénica

La metodologia usada se hizo de acuerdo a lo establecido en la OCDE 2000 para las
muestras en estudio sobre D. magna, en la cual se describen las condiciones éptimas en
cuanto a densidad de organismos, concentracién de alimento (alga), tiempo de expo-
sicion al toxico, condiciones fisicoquimicas del medio, parametros de luz y oscuridad,
entre otros. Se determind la sobrevivencia, frecuencia de muda y reproduccién de Daph-
nia magna expuesta a distintas sustancias de prueba durante 21 dias de exposicion.

Preparacién de las diluciones y concentraciones utilizadas en cada ensayo
Se preparé cada sustancia de prueba pesando en balanza analitica EMATst y ver-
bascosido, los que se disolvieron en DMSO para asegurar una disolucién total de la
muestra antes de sisolver en DS; a continuacion se prepard una solucién madre para
cada sustancia de prueba, el 17[-estradiol utilizado como téxico de referencia (Brennan
et al., 2006) se disolvié en DMSO solamente, de estas soluciones madres se tomé la
cantidad necesaria para obtener las diferentes concentraciones a ensayar. La solucion
madre empleada fue al 10 % para el EMATst y 178-estradiol y de 9,8 % para verbascdsi-
do. La preparacion de cada solucion madre de las muestras utilizadas se describen en
las planillas especialmente diseniadas para ello (anexo 7). Se hicieron las diluciones to-
mando la alicuota necesaria mediante micropipeta y depositandola en probeta de vidrio
con el volumen requerido para obtener la concentracién deseada. Se utilizé6 ademas un
control exento de la sustancia de prueba sélo con DS. A cada probeta se le incorporé la
cantidad de alga P. subcapitata necesaria para la alimentacién de los dafnidos, en una
concentracion de 250.000 cél/ml las que fueron calculadas a partir del nimero de células
totales de cada pellet utilizado.

Procedimiento Cada experimento consté de diez réplicas por concentraciéon con una
cantidad maxima de un individuo, dispuestos en vasos individuales de 50 mL de capa-
cidad, con 40 mL de la dilucién. A continuacién cada neonato de menos de 24 horas
de nacido se introdujo en uno de los vasos mediante el uso de una pipeta adecuada.
Durante los primeros dias del ensayo se anadié alcohol cetilico al medio (en forma de
lentejas pulverizadas), que como se ha comentado rompe la tensién superficial del agua
e impide que los neonatos queden retenidos facilitando que se sumerjan completamente
en el medio. Con una frecuencia de dia por medio se renové el medio del ensayo permi-
tiendo asi mantener la concentracion de sustancia de prueba, el alimento, y oxigenacion
constantes. Los animales fueron transferidos a este medio fresco y cada dia se anoté en
una planilla la aparicién de mudas, aparicién de huevos y posteriormente niimero de
neonatos por camada, ademas de cualquier otra observacién, de acuerdo al esquema de
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la planilla descrita en la tabla 4.6 de la pagina 42. En todo momento se evitd perturbar
a los animales en el proceso de la transferencia de un medio a otro. Cada vez que se
efectué cambio de medio se midieron los parametros de Oy disuelto, pH y temperatura
tanto del medio nuevo como del medio antiguo. Los animales se mantuvieron en un
ciclo de luz/oscuridad 16/8 h a 800 lux y a una temperatura de 22+ 1°C. Para cada
uno de los tratamientos se realizé un ensayo créonico de 21 dias de duracién, al igual
que en una primera y segunda generacion. El procedimiento del ensayo se esquematiza
en la figura 4.4 de la péagina 43.

Parametros determinados La aparicion de mudas se evalu6 diariamente observan-
do el depédsito de la muda en el fondo de cada recipiente. La apariciéon de huevos se
determind al observar la aparicién de huevos en la camara de crias ubicada en la seccién
posterior del cuerpo de cada individuo. Como parametros reproductivos se estudiaron:
El tiempo de la primera puesta de huevos, o tiempo transcurrido desde el inicio del
experimento hasta la primera reproduccién de los animales (primera camada), tamano
de la camada, que corresponde al nimero de neonatos que cada hembra tiene en ca-
da camada, nimero de neonatos por hembra, que corresponde al niimero promedio
de neonatos totales nacidos por cada hembra, durante los dias del ensayo, nimero de
camadas, que es el numero promedio de camadas producidas por cada hembra durante
el ensayo, también se mide el parametro de sobrevivencia.
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0-0-0-0-0-0-0

dial dia 2* dia 3 dia 4* dia5 dia 6* dia 7

l
0-0-0-0-80-8-8

dia 14* dia 13 dia 12* dia 11 dia 10* dia 9 dia 8*

l
0-0-0-0-0-0-0

dia 15 dia 16* dia 17 dia 18* dia 19 dia 20* dia 21

Figura 4.4: Esquema del ensayo crénico

Secuencia de cada recipiente en el curso del ensayo cronico, en el dia 0 se introduce un neonato
en cada recipiente que se encuentra con 40 mL de dilucién, dia por medio se hace cambio de

medio *, en total se usan 40 vasos por muestra.

Concentraciones utilizadas Basandose en los resultados de los ensayos de toxicidad
aguda previamente realizados en que se calculé la C'Lsy para el EMATst, de forma
preliminar se eligieron las siguientes concentraciones subletales: 194, 158, 117, 59, 29,
12, 6 y 3 mg/L. Del mismo modo con los datos obtenidos del ensayo de toxicidad
aguda del verbascésido se trabajo de forma preliminar con las siguientes concentraciones
subletales: 250, 125, 63, 12, 6 y 3 mg/L. Para el caso del estradiol usado como farmaco
de referencia se utilizaron las concentraciones usadas en el estudio de Brennan et al.:
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0,6; 0,8 y 1 mg/L. Las concentraciones mencionadas en mg/L se detallan en la tabla 4.7.
Estos ensayos, se realizaron para cada una de las sustancias de prueba seleccionadas
y declaradas anteriormente tanto para el EMATSst y el verbascésido, ademas del 173-
estradiol como farmaco de referencia. Se utilizaron neonatos de menos de 24 horas de
vida que procedieron directamente del cultivo que se mantiene en el laboratorio. Una
vez realizadas las pruebas preliminares se determinaron valores inferiores para realizar
los ensayos definitivos, debido a que con las concentraciones méas altas se produjo
muerte de la poblacion, fenémeno que no se buscaba observar en esta oportunidad, por
lo tanto, se definieron las concentraciones para EMATSst, y verbascdsido orientadas a la
determinacion de parametros de reproduccién como ntimero de neonatos y frecuencia
de muda de cada uno de los individuos estudiados, también estas concentraciones se
detallan en la tabla 4.7, de la pagina 44.

Tabla 4.7: Resumen de concentraciones en mg/L a la que se expusieron los dafnidos
durante todo el proceso

17 - estradiol EMATSst verbascosido

Conc. n.d. 194 250
preliminar 158 125
mg/L 117 63

59

29
Conc. 0,6 3 3
definitiva 0,8 6 6
mg/L 1 12 12

n.d.: no determinado

Ensayo con K>Cr,0O; Para montar el ensayo crénico respectivo se realizé la misma
7

prueba con K>CryO; como toxico de referencia usada en el ensayo agudo y descrito en

el diseno experimental.

44



Capitulo 5

Resultados

5.1. Estudio quimico

5.1.1. Obtencion de los diferentes extractos desde las hojas de
B. globosa

De la extraccién con solventes de polaridad creciente de las hojas secas y molidas de B.
globosa recolectada en el Campus Antumapu de la Universidad de Chile, RM, Santiago,
en la época de verano, se obtuvo 40,2 g de extracto hexdnico (EH) seco, rendimiento
equivalente a 2,1 %; 26,3 g de extracto diclorometano EDCM seco, rendimiento de 1,4 %
y 163,0 ¢ de EMAT con un 8,4 % de rendimiento. Si se comparan estos resultados con
los reportados por Goity (2007) que trabajé con hojas recolectadas en el sector de
Padre las Casas, Temuco, IX Regién, los rendimientos en este trabajo fueron (EMAT)
9,0%, ademés los EH y EDCM fueron obtenidos con rendimientos de 2,7% y 1,8 %,
respectivamente, figura 5.1, de la pagina 46. Estos resultados revelan que no existen
grandes variaciones en el contenido total de metabolitos secundarios entre el material
recolectado en la RM en comparacion al obtenido en la IX Region.
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5.1.2. Estandarizacién por CLAE-DAD del EMAT en conte-
nido de verbascésido expresado en acido cafeico

De la solucién madre de dcido cafeico disuelto en etanol grado HPLC se obtuvo por
dilucion las concentraciones necesarias para obtener la curva de calibracién cuyos va-
lores se detallan en la tabla 5.1, de la pagina 48 y se representan en la figura 5.2, de la
pagina 49. El analisis cuantitativo se ralizé a una longitud de onda de 365 nm.

Para evaluar la cantidad del verbascosido presente en EMAT se inyectaron 20 ul. del
extracto disuelto en etanol grado HPLC a una concentracién de 1,58 mg/mL en tri-
plicado y se obtuvo un promedio de integracion de las dreas de los cromatogramas de
9329386, posteriormente interpolando este valor en la curva de calibracién del &cido
cafeico, de la figura 5.2 se obtuvo una concentracién de 0,61 mg/mL de verbascésido
expresado en acido cafeico.
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Curva de calibracion
de acido cafeico
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Figura 5.2: Curva de calibracién del acido cafeico

En este estudio se lograron establecer las condiciones 6ptimas para determinar cuan-
titativamente el verbascésido en el EMAT por CLAE-DAD, probando diferentes fases
moviles y flujos. Constatando que la fase movil y el solvente utilizado para disolver
el EMAT adquirieron notable importancia en la resolucion de los peaks, mejorando la
resolucion de éstos. Los cromatogramas obtenidos por CLAE permitieron visualizar los
compuestos mayoritarios presentes en el EMAT (verbascésido y 7-O-glucédsido de luteo-
lina). Los perfiles cromatograficos del EMAT de la IX Regién, figura 5.3 de la pdgina
50 comparado con el del EMAT recolectado en el campus Antumapu, figura 5.4 de la
pagina 51 son similares. Las senales fueron asignadas segin su espectro UV obtenidos
anteriormente por Backhouse et al.(2008b), y utilizando las sustancias aisladas para
confirmar su Tr.
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5.1.3. Aislamiento e identificacion de verbascéosido en EM AT st

El proceso previo de clarificacion resulté bastante efectivo en relacion a la disminucién
del contenido de clorofila y taninos, lo cual permitié facilitar la purificacién del ver-
bascosido y 7-O-glucdsido de luteolina, se obtuvieron fracciones con ausencia total de
clorofila que se purificaron con mayor facilidad por las CC.

El analisis de la determinacion de plomo de la solucién madre de verbascésido por
espectrometria de absorcién atémica en el Laboratorio de Toxicologia Ocupacional del
ISP (anexo 4), permite concluir que las soluciones preparadas a partir de esta solucién
madre para ser evaluadas en el ensayo de toxicidad aguda, contienen Pb dentro de
limites aceptables.

Con el fin de aislar ambos compuestos, el fraccionamiento del EMATst en CC de gel de
silice 60 llevo a la obtencién de verbascosido y 7-O-glucésido de luteolina a partir de las
fracciones eluidas con AcOEt 100 % hasta AcOEt: MeOH 95:5 descrito en la tabla 4.1,
de la pagina 22. De la columna C'C35%l se obtuvieron 305,2 mg de fracciones ricas en
verbascoésido, las cuales fueron sometidas a un nuevo fraccionamiento en la C'CySeph
consiguiendo 106,7 mg de verbascosido y 75,6 mg de 7-O-glucdsido de luteolina. Los
106,7 mg de verbascosido se purificaron en una nueva columna de Sephadex LH-20
(CC5Seph), obteniéndose 72,4 mg de verbascdsido puro, tal como se decribe en la tabla
4.2, de la pagina 24. Este proceso fue repetido aproximadamente 35 veces hasta obtener
2,5 g de verbascosido, para ser utilizado en los ensayos farmacoldgicos. En el anexo 3
se describe el procedimiento de identificacién del verbascésido y el 7-O-glucdsido de
luteolina.
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5.2. Estudio farmacoldégico

5.2.1. Evaluacién del efecto del EMATSst sobre el ciclo estral
de ratas

El peso de los animales no cambié significativamente entre los animales tratados con
EMATSst (grupo Iy IT) y el grupo control, durante el curso de los experimentos, tabla
5.2, de la pagina 54. Tampoco se observé cambio en el peso corregido de los tuteros
(peso ttero/peso rata), de los animales controles y los tratados. En el grupo control
la etapa del ciclo estral determinada por el frotis vaginal coincidié con la morfologia
uterina tabla 5.3, de la pagina 55, sin embargo, no ocurrié lo mismo con los animales
tratados. En el grupo de los tratados con una alta dosis de EMATst (grupo 1) el frotis
vaginal mostré diferencias con la morfologia uterina.
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En cuanto a la actividad del ciclo estral representada en la figura 5.5 de la pagina
56 cuyos resultados se detallan en las tablas 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4 del anexo 1, el grupo
control muestra un ciclo estral normal de 4 dias, P y E de un dia y D dos dias, en
la secuencia normal de P-E-D-D. El grupo I muestra aciclicidad estral caracterizada
por una alteracion en la secuencia ciclica. Estas diferencias se demostraron claramente
cuando se uso la dosis 10x del EMATSst en el grupo 11, que se observa en la misma figu-
ra. Porque después de administrar la dosis 10x, muchas ratas detuvieron su actividad
ciclica durante el periodo en estudio.

GRUPO CONTROL DATOS GRUPOI DATOS GRUPOII

P
; :

Ps
v—l—/\im
S \NWANA :
p @ :
ANVANVANV/ : ;

.
WINNAL N NNe S

Figura 5.5: Ciclicidad estral de ratas tratadas con EMATst durante 14 dias comparadas
con el grupo control

Efecto sobre el ciclo estral de ratas tratadas con EMATst para los grupos I y II comparadas
con el grupo control. Cada etapa del ciclo estral se clasificé segin las caracteristicas del
frotis vaginal en Proestro (P), Estro (E), o Diestro (D) de forma que un ciclo estral normal
se considera como la secuencia PEDD. En el eje de las abscisas se encuentra el dia del
ensayo y en las ordenadas el ciclo estral de cada una de las ratas del grupo experimental, el
comportamiento es aciclico en el Grupo I, y en el Grupo II la aciclicidad es mayor, ambos
comparados con el control

La figura 5.6 de la pagina 57 cuyos datos estan expresados en la tabla 1.6 de la pagina
94 compara la frecuencia de ovulacion, considerado como el niimero de veces que des-
pués de un dia en P le siguié un dia de E, que fisiolégicamente es considerado como la
capacidad ovulatoria. El grupo I mostré una leve disminucion de la capacidad ovulato-
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ria comparada con el control, mientras que en el grupo II disminuy6 considerablemente
p< 0,001, lo que sugiere un efecto antiestrogénico. El analisis estadistico dio estadisti-
camente significativo con un p de 0,0022 (**), para la diferencia en el % de ovulacién
entre los grupos I y II y el grupo II con el grupo control.

OVULACION

A%

100+

Rk

| —

T
-
e
e
e

% DE OVULACION

N=5
e

Control Grupo | Grupo Il

Figura 5.6: Porcentaje de ovulacién de ratas con EMATst durante 14 dias comparadas
con el control

Las barras representan el porcentaje de ovulacién de ratas tratadas con EMATSst para los
grupos I y Il comparadas con el grupo control. Para el cdlculo de este porcentaje de ovulacién
se considerd el niimero de veces que después de una dia de Proestro lo siguié un dia de Estro.
Las barras representan el porcentaje promedio. Los resultados son expresados como media
+/- SEM **= p< 0,001 vs control

El niimero de dias que un animal se encuentra en los diferentes estados del ciclo estral
se muestra en la figura 5.7 de la pagina 58 y los resultados de la tabla anexo 1.5 de la
pagina 94. Los ciclos fueron alterados en el grupo I comparados al control, porque el
porcentaje de E fue mayor mientras que P fue menor que el grupo control. Una gran
alteracion se observé en el grupo II, ya que el porcentaje de D aumentéd comparado
con el control, mientras que el porcentaje de P disminuy6 considerablemente. El anéli-
sis estadistico es significativo con un p menor a 0,0001, cuando se comparan el grupo
control con los grupos I y II.
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Figura 5.7: Porcentaje de dias promedio de permanencia en cada etapa del ciclo estral
en ratas tratadas con EMATSst durante 14 dias

Las barras representan el porcentaje de dias promedio de permanencia en cada etapa del ciclo
para los grupos I y II comparadas con el grupo control. Los resultados corresponden a los
animales en cada grupo y son expresados como media +/- SEM *= p< 0,05,**= p< 0,001
vs control
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5.2.2. Ensayo de union competitiva al receptor estrogénico

Con el fin de determinar la concentracién de estradiol frio que compite con *H — E,
unido a la fraccion citosoélica del receptor estrogénico se evalué un rango de concen-
traciones de 107 a 10~7 M. La concentracién que produjo competencia por *H — E,
fue la de 1077 M. A esta concentracién el EMATSst y verbascésido no fueron capaces
de competir con el 3H — F,, sin embargo, al utilizar una concentracién més alta de
EMATst(equivalente a 1074 M de verbascésido) y verbascésido 1074 M, ambos fueron
capaces de competir con el 3H — FE,, valor 1000 veces mayor que las necesarias de es-
tradiol frio. Las concentraciones utilizadas se describen en la tabla 1.10, del anexo de
tablas 1. Los valores de desintegracién por minuto (DPM), se calcularon a partir de los
resultados de CMPs/vial utilizando un factor de conversién, los valores de DPM por
ensayo, se describen en la tabla 1.11, del mismo anexo.

A partir de estos resultados se calculé el porcentaje de union al receptor expresado en
pmoles de estradiol unido/mg de proteina (lo cual representa la cantidad de estradiol
unido al receptor que no ha sido desplazado por el competidor), tal como se muestra
en la figura 5.8. Hubo una concentracién maxima de verbascésido y EMATSst con la
cual se produce el desplazamiento del >H — E,. Curiosamente a altas concentraciones
1073 M el fenémeno se revierte, los valores obtenidos se muestran en la tabla 1.12, del
anexo de tablas 1.

Los datos del porcentaje de unién que se muestran también en la figura 5.8 se usaron
para estimar los valores de Cl5y de desplazamiento por cada competidor en cada ex-
perimento realizado. El gréfico de la Cl5y por cada competidor mostré un incremento
significativo de la concentracién inhibitoria 50 para verbascésido y EMATst comparado
con estradiol frio, lo cual demostré que se produjo desplazamiento de estradiol tritiado,
y por lo tanto, la union de EMATSst y verbascésido al receptor de estrogeno, pero en
concentraciones mucho mayores que para estradiol frio. Estos datos quedan registrados
en la tabla 1.13, del anexo tablas 1.
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5.2.3. Evaluacién toxicoldgica in vivo de EMATst y verbascési-
d