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. RESUMEN




La funcion reproductiva de la mujer esta controlada principalmente por el estradiol,
por lo que cuando la funcién ovarica decae, los niveles plasmaticos de esta hormona
disminuyen, originando el climaterio durante el cual se generan una serie de
manifestaciones clinicas que llevan a disminuir la calidad de vida de la mujer, entre las
que se encuentran: aumento de peso, fatiga, sintomas vasomotores, problemas
cardiovasculares y osteoporosis. La terapia farmacoldgica estandar es la terapia de
reemplazo hormonal, que no ha estado exenta de polémicas en cuanto a su uso, dosis y
prolongacién, debido a los riesgos de cancer y alteraciones cardiovasculares asociadas a
ella. De esta forma, se hace imprescindible desarrollar nuevas opciones para el alivio de
las manifestaciones climatéricas. Estudios previos en el Laboratorio de Toxicologia de la
Universidad de Valparaiso han determinado que el aceite de palta es capaz de inducir una
respuesta estrogénica en exposicion aguda en ratas. En este internado se realiz6 un
estudio exploratorio para evaluar los efectos subcronicos de 28 dias, del aceite de palta
por via oral, utilizando un modelo roedor de menopausia, en el cual se simulan las
manifestaciones propias del climaterio. Se evaluaron los efectos de este aceite sobre el
peso corporal, el consumo de agua y alimento, efecto uterotropico y ciclo estral y se
realizé un estudio histoldégico cualitativo para evidenciar la actividad estrogénica del aceite
de palta en utero, vagina y aorta. El aceite de palta no indujo efecto uterotrépico, aunque
si indujo modificaciones histolégicas y citolégicas compatibles con respuesta estrogénica.
Por otro lado, las observaciones permiten inferir un posible sinergismo entre el aceite de
palta y el estradiol, lo que permite concluir, que en este modelo, el aceite posee

propiedades estrogénicas.



. ABSTRACT

Vi



Reproductive function in women is mainly controlled by estradiol. When ovarian
function decays and hormonal plasma levels decrease, giving rise to the climacteric stage,
a series of clinical manifestations including an increase in body weight, fatigue, vasomotor
symptoms, cardiovascular disease and osteoporosis, among others, may lead to a lower
quality of life. Hormonal replacement therapy is the standard pharmacological therapy,
although controversial, due to dose and extent of time requirements and association with
risk of cancer and cardiovascular diseases. Thus, it is imperative to develop new
therapeutic options for the relief of climacteric symptoms. Previous studies in the
Toxicology Laboratory at the University of Valparaiso have shown that avocado oil is
capable of inducing an estrogenic response after acute exposure in rats. The goal of this
internship was to use a rodent model of menopause to study the sub chronic effects of
avocado oil administered by gavage during 28 days. Body weight, water and food
consumption, uterotrophic effect and estral cycle were evaluated as well as qualitative
histology to assess estrogenic activity of avocado oil on uterus, vagina and aorta. Avocado
oil did not induce an uterotrophic response although it did produce histological and
cytological modifications which could be related to an estrogenic response. On the other
hand, observations support a possible synergism between avocado oil and estradiol.

Avocado oil does have estrogenic properties in this rodent model.
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[I. INTRODUCCION




La menopausia es un evento natural e inevitable que marca el inicio del periodo
post-reproductivo de la mujer y ocurre por una disminucién de la funcién ovérica,
confirmada por 12 meses continuos de amenorrea (International Menopause Society,
2013; Canto, 2006). Cerca del 10% de la poblacién del mundo son mujeres en periodo
postmenopausico y son aproximadamente 25 millones de mujeres en el mundo las que
entran en este periodo cada afio (Parra, 1998). El promedio de edad en el que comienza
la menopausia en Chile es de 49 afios (Blimel y col., 2002). Si se considera que mas de 2
millones de mujeres se encuentran entre los 40 y 64 afios (INE, 2002), se puede suponer
que la fase post-reproductiva se extiende por casi un tercio de la vida de la mujer chilena.

La figura 1 muestra un esquema con las fases de la transicion a la etapa no
reproductiva. La menopausia esta precedida por la pre-menopausia, lo que hace
referencia a la etapa reproductiva previa al Gltimo periodo menstrual. Por su parte, el
climaterio o peri-menopausia es el periodo de transicion desde la fase reproductiva a la no
reproductiva, cuyo comienzo es marcado por la disminucion en la funcion ovérica y se
extiende durante el afio posterior a la menopausia. Finalmente, la etapa comprendida

desde el ultimo periodo menstrual hasta la senectud se conoce como post — menopausia.

ETAPA REFRODUCTIVA ETAPA POST- REFRODUCTIVA
| CLIMATERIO O PERIMENOFAUSIA
1 afio |
PRE - MENOPALUSIA
POST - MENOPAUSIA
W
MEMNOPAUSIA

Figura 1: Etapas involucradas en fases reproductiva y post — reproductiva de la mujer.



Durante la post-menopausia se pueden diagnosticar enfermedades més complejas
como por ejemplo, alteraciones cardiovasculares entre las que se encuentra el infarto
agudo al miocardio, y del tejido 6seo, como la osteoporosis (Arriagada y col., 2005;
International Menopause Society, 2013). El climaterio trae consigo atrofia folicular, la que
produce una disminucién de la cantidad de foliculos funcionales y la pérdida de la funcion
reproductiva (Wu y col.,, 2005). Es ocasionado por una disminucion de los niveles
hormonales sanguineos de estradiol (E) e inhibina (1), a diferencia de los de las hormonas
foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) que se incrementan, aunque esta Ultima en
menor proporcion (Shifren y Schiff, 2000). EI cambio hormonal ocasiona las dismenorreas
y amenorreas junto con una serie de manifestaciones clinicas como bochornos, insomnio,
cambios emocionales, ganancia de peso, dolor y fatiga generalizada (Arriagada y col.,

2005).

Eje hipotdlamo — hip6fisis — ovario

En general, la funcion reproductora de la mujer se encuentra regulada por el eje
hipotalamo — hipdfisis — gonadal, el cual a través de la liberacion de una variedad de
hormonas, controla el ciclo menstrual. El hipotdlamo libera la hormona liberadora de
gonadotrofina (GnRH), la que estimula a la hipdfisis a secretar las gonadotrofinas, FSH 'y
LH, las que actlan sobre el ovario. La FSH induce el desarrollo folicular, la aromatizacion
estrogénica y la sintesis de inhibina. Actiia también sobre receptores de la capa granulosa
del ovario induciendo el desarrollo folicular y la sintesis de E. Por su parte, la LH actua
sobre el foliculo maduro generando una serie de eventos que permitiran la ovulacion,
luego de este proceso las células foliculares sufren una transformacion lo que da lugar al

cuerpo liteo el que es estimulado por LH para secretar estrogenos y sobretodo



progesterona (P). Por ultimo, los estrégenos en pequefias cantidades ejercen un efecto
inhibitorio en la sintesis y liberacién de gonadotrofinas por la hipdfisis lo que se potencia
cuando esta disponible la progesterona (Guyton y Hall, 2001).

Durante la transicion de la etapa reproductiva a la no reproductiva suceden varios
eventos antes de que se detecten las variaciones de E, las que se resumen en la figura 2.
Se elevan las hormonas FSH y LH, esta ultima en menor proporcion que la primera, y
disminuyen los de progesterona (P) (Canto y col., 1996). En este periodo los ciclos son
irregulares con anovulacion intermitente, lo que puede provocar amenorrea con valores de
FSH y LH elevados, que vuelven a niveles normales cuando existe ovulacion. Finalmente,
los foliculos ovéricos dejan de responder a FSH y LH; E y estrona descienden

definitivamente por lo que hay cese de la menstruacion (Shifren y Schiff, 2000).
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Figura 2: Niveles séricos de hormonas ovaricas e hipofisiaras durante la transicion hacia
la menopausia de la mujer (modificado de Shifren y Schiff, 2000).



Estrégenos

Los estrégenos son un grupo de hormonas esteroidales, entre los que se
encuentran el 17 B-estradiol y sus metabolitos estrona y estriol, siendo el estradiol el de
mayor potencia en seres humanos. Cada una de estas moléculas es un esteroide de 18
carbonos con un anillo fendlico que contiene uno o mas grupos hidroxilos del cual
depende la unién selectiva y alta afinidad a los receptores de estrogenos. En la especie
humana y en otros vertebrados, los estrégenos se producen fundamentalmente en el
ovario aunque también existe produccion en testiculos, placenta, glandulas suprarrenales,
higado y mamas. Ademas, existe produccién de estrégenos provenientes del estroma del
tejido adiposo, donde se sintetiza estrona a partir de deshidroepiandrosterona secretada
por la corteza suprarrenal. Estas fuentes secundarias son especialmente importantes en

mujeres post-menopausicas (Loose y Stancel, 2006).
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Figura 3: Biosintesis de estrogenos (modificado de Loose y Stancel, 2006).



La figura 3 muestra la sintesis de estrogenos a partir de testosterona y
androstenediona. La reaccion involucra la aromatizacién del anillo A catalizada por la
aromatasa. En el primer paso, se hidroxila el C19, luego hay una segunda hidroxilaciéon
gue elimina el C19 hidroximetil recién formado obteniéndose un intermediario inestable
que se reordena para formar el anillo A. El estradiol secretado se oxida reversiblemente
para generar estrona mediante la 17-hidroxiesteroide y estriol por la accion de 16a-
hidroxilasa (Loose y Stancel, 2006).

Los estrogenos son transportados en la sangre ligados principalmente a albumina
y a globulinas especificas trasportadoras de estrégeno y, dada su naturaleza lipofilica,
difunden a través de la membrana plasmatica en forma pasiva. En el citoplasma se unen
a los receptores de estrogeno (RE) a y B para formar el complejo hormona — receptor que
difunde al nucleo, se dimeriza y se une a los elementos de respuesta a estrogenos
(ERESs), ubicados en los promotores de genes diana. La transcripcion y transduccion
ribosomal posterior lleva a la sintesis de proteinas especificas que tendran participacion
en acciones biolégicas como el desarrollo de los caracteres secundarios, control de la
ovulacion y preparacion ciclica del aparato reproductor para la fecundacion e implantaciéon
(figura 4; Falkenstein y col., 2000; Nadal y col., 2001; Bjornstrém y Sjéberg, 2005).

Ademas de los receptores gendmicos, existen receptores estrogénicos “no
genomicos” expresados en la membrana celular y que permiten ejercer efectos rapidos
(figura 4). Los receptores de membrana generan una cascada de segundos mensajeros,
como estimulacion de la formacion de AMPc, (adenosin monofosfato ciclico), fosforilacion
de CREB (elemento de respuesta a AMPc), formacion de IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato).

activacion de las vias de las MAP-kinasas, incremento de calcio intracelular, entre otras.
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Figura 4: Mecanismos de accion de estrégenos. Via genémica y vias no genomicas del
estradiol.RE: Receptor de estrogeno (modificado de Nadal y col., 2001).

Las respuestas no gendmicas del E y en general de todas las hormonas
esteroidales ocurren rapidamente, en unos pocos segundos 0 minutos ya que no
requieren de los procesos de transduccion y de sintesis de proteinas para producir su
efecto (Falkenstein y col., 2000; Nadal y col., 2001).

Durante la menopausia, la disminuciéon de los niveles de E genera una serie de
manifestaciones que pueden no solo disminuir la calidad de vida de la mujer sino que
también generar condiciones patolégicas. Dentro de las mas comunes, se encuentran los

bochornos, los que se cree ocurren por una alteracion de la actividad neurotransmisora en



el centro termorregulador a nivel central. El E ejerce un efecto neuromodulador a ese
nivel, en especial sobre los sistemas serotoninérgicos y noradrenérgicos, de manera que
puede afectar la expresion, modificar la produccion, liberacién y recaptacion de estos
neurotransmisores, lo que a su vez altera la capacidad de respuesta a las variaciones de
temperatura (Rossmanith y Wiebke, 2009).

Los sintomas vasomotores también pueden manifestarse por una pérdida en la
sensibilidad del sistema vascular periférico lo que provocaria cambios en el umbral de
vasodilataciébn cutanea, ya que los bajos niveles de estradiol del periodo peri-
menopausico pueden disminuir la elasticidad de los vasos sanguineos y generar patrones
de vasodilatacioén retardada, lo que contribuye la disfuncién termorreguladora, originando
calor acompafiado de sudoracién y escalofrios (Rossmanith y Wiebke, 2009).

Otro sintoma usual es la alteracion del estado de animo, manifestado como
cambios de humor, angustia, ansiedad, irritabilidad, dificultad para concentrarse y
trastornos del suefio, pero su asociacion con la disminucion de estr6genos no es
consistente (Canto y Polanco, 1996). Ademas, se presentan sintomas urinarios, como el
aumento de frecuencia de miccién e incontinencia urinaria, debido a que los tejidos se
encuentran debilitados, lo que se relaciona con otro de los sintomas caracteristicos como
es la atrofia vaginal. Clinicamente el epitelio vaginal se encuentra delgado, palido y seco;
la vagina se estrecha, pierde rugosidad y se acorta. Esto involucra sequedad, prurito,

vaginitis y dispareunia (Canto, 2006).

Tratamiento de manifestaciones de la menopausia

La terapia de reemplazo hormonal es un tratamiento con hormonas, ya sea

estrégeno solo 0 en combinacion con progesterona y otros esteroides sintéticos, que se



administran con el fin de elevar sus niveles, a través de las vias transdérmica, vaginal u
oral, que es la mas usada (Parra, 1998). Este tratamiento ha sido una practica comun y
frecuente en la mayoria de los paises occidentales durante los Ultimos treinta afios y se
ha comprobado que permite evitar las complicaciones propias de la deficiencia hormonal,
como la osteoporosis, enfermedad coronaria y otras manifestaciones caracteristicas del
climaterio y de la post-menopausia (Knowlton, 2012).

El uso de la terapia de reemplazo hormonal (TRH) fue cuestionado después de la
publicacion del estudio Women’s Health Initiative (Rossouw y col., 2002) en el que se
mostré que el uso combinado de estrégenos y progestagenos aumentaba el riesgo de
padecer infarto al miocardio y cancer de mama, lo que inmediatamente alerté a las
pacientes provocando un rechazo colectivo al uso de este tratamiento. En respuesta, las
sociedades médicas y paneles de expertos mundiales, ajustaron los criterios de
prescripcion de la TRH. No obstante, en la actualidad existen todavia autores que afirman
que el uso de esta terapia aumenta el riesgo de una serie de eventos adversos para la
salud como el cancer de mama estrégeno-dependiente (Beral y col., 2010) y la promocién
de la ateroesclerosis, pudiendo incluso desencadenar eventos cardiacos agudos (Yildirir,
2010). Sin embargo actualmente, la comunidad médica propone que la TRH debe
utilizarse en base a las manifestaciones de cada paciente escogiendo diferentes dosis, y
vias de administracion, ya sea oral, vaginal o transdérmica. En Chile se debe evaluar
cada caso en particular y debe restringirse cuando existan mujeres con riesgo
cardiovascular preexistente (Sociedad Chilena de Climaterio, 2009).

En este contexto, seria beneficioso encontrar alternativas o complementos a la
terapia hormonal que pudieran ejercer acciones especificas, como por ejemplo, aliviar los
bochornos, mejorar la densidad ésea, evitar la sequedad vaginal y disminuir la ganancia

de peso, sin que aumente el riesgo de padecer cancer u otro tipo de patologias. Por lo



gue en este internado, se propone estudiar el efecto estrogénico del aceite de palta en un

modelo roedor para la menopausia, el cual se describe a continuacion.

Modelo roedor para menopausia

Aproximadamente a los 10 meses de edad, las ratas hembras sufren una falla
reproductiva que se aproxima a lo que sucede en el climaterio humano. No obstante, esta
fala no se debe a una insuficiencia ovarica sino que a una alteracion de la
retroalimentacion de los esteroides sexuales al hipotalamo, lo que se traduce en una
disminucion de la sefializacién de estimulacion a este nivel (Kermath y Gore, 2012). En
cambio, tal como ya se menciond, en las mujeres peri-menopausicas existe disminucion
tanto de foliculos ovéaricos como de la calidad de los ovocitos, lo que conlleva a
disminucion en las concentraciones séricas de hormonas, sin que esto afecte la
retroalimentacién a nivel hipotalamico. Esta diferencia limita a la rata envejecida como
modelo para la menopausia.

Sin embargo, es posible utilizar hembras mas joévenes, aunque en etapa adulta
(alrededor de las 8 a 10 semanas), para inducir un estado de menopausia a través de la
ovariectomizacion. Una vez extirpados los ovarios, la rata comienza a manifestar
paulatina y progresivamente los efectos de la disminucién del E endbégeno lo que se
puede igualar a una mujer que pierde la funcién ovarica folicular y hormonal (Kermath y
Gore, 2012). En este modelo, la resorcién ésea excede su formacién, provocando la
disminucion de la masa ésea (Levolas y col., 2008). Con este procedimiento, también se
produce una atrofia de los tejidos uterino (Zaid y col.,, 2010) y disminucién del tejido
biomecéanico de la vagina y de sus propiedades de distension, haciendo el tejido mas débil

y menos resistente (Moalli y col., 2008). Todos estos fendGmenos concuerdan con lo que le
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sucede a la mujer climatérica. Sin embargo, es necesario conocer lo que ocurre a nivel
endocrino en el roedor para dejar de manifiesto que es un modelo que puede ser utilizado

para mimificar la menopausia en la mujer, lo cual se describe a continuacioén.

Ciclo estral

Los mamiferos tienen un ciclo sexual, denominado ciclo estral, excepto por los
primates que poseen ciclo menstrual. A nivel endocrino no existen muchas diferencias, ya
gue en todos los mamiferos el ciclo sexual, esta regulado por el eje hipotalamo — hip&fisis
— gonadal e involucra a las hormonas FSH, LH, Ey P.

En las ratas, el ciclo estral dura entre 4 a 5 dias y estd compuesto por cuatro
etapas: proestro (12 a 14 horas), estro (25 a 38 horas), metaestro (5 a 8 horas) y diestro
(53 a 59 horas) (Westwood, 2008). La FSH estimula la sintesis y liberacién de E'y P en
las etapas diestro y proestro, generando una concentracion moderada y constante de
estradiol circulante que ejerce un efecto de retroalimentacién negativa sobre la secrecion
de GnRH, y por ende sobre la secrecion de LH, manteniendo sus niveles bajos desde el
estro hasta la mitad del proestro (fase folicular). Luego, se produce un aumento en las
concentraciones de E por parte del ovario, lo que incrementa la produccién de FSH y LH,
generando el peak de estas hormonas y originando la preovulacién. Posteriormente, se
produce el incremento de secrecion de estrogenos y P en el ovario, dando lugar a la
ovulacién y generando la receptividad del macho por parte de la hembra en lo que se
conoce como estro.

En la etapa estro, la concentracion plasmética de estrégeno desciende
rapidamente, a diferencia de la progesterona que disminuye paulatinamente si el animal
se ha apareado. Esto produce retroalimentacion negativa a nivel de hipdfisis e hipotalamo,
lo que provoca que los niveles hormonales sean normales, de manera que se inicie un

nuevo ciclo (Freeman, 2006).
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Cada una de las etapas del ciclo presenta diferencias en las células que
componen la mucosa vaginal, que se observan mediante citologia vaginal al microscopio

las que se presentan en la figura 5 y se describen a continuacion:

- Metaestro (M): existe presencia de gran cantidad de leucocitos y en menor
porcentaje células epiteliales grandes, cornificadas y nucleadas.

- Diestro (D): se observan leucocitos principalmente y en menor proporcion células
epiteliales nucleadas.

- Proestro (P): esta etapa se caracteriza por presentar principalmente células
epiteliales en grupo con nucleo redondo perceptible.

- Estro (E): en esta etapa se pueden observar gran cantidad de células epiteliales
escamosas cornificadas, de gran tamafio, de forma irregular, anucleadas vy
agrupadas en forma de racimo. Esta etapa se presenta después de la ovulacion y es
inducida por un aumento sustantivo en la concentracion de estradiol, lo que permite a
la hembra ser receptiva al macho. Es facil de identificar puesto que en el portaobjetos

se notan a simple vista unas fibras blancas (Freeman, 2006).
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Figura 5: Caracteristicas citolégicas del epitelio vaginal durante el ciclo estral de la rata.
CE: Célula epitelial; L: Leucocito; CC: Célula cornificada (adaptado de Castillo R, 2010).
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Aceite de palta

Los lipidos forman parte de la dieta habitual de los seres humanos. En Chile, en
las ultimas dos décadas se ha producido un incremento tanto en la disponibilidad como en
la ingesta total de grasas (Albala y col., 2003), por lo que se ha experimentado
variaciones importantes en el consumo de aceites, tanto en cantidad como en calidad.

El aceite de palta posee principalmente acidos grasos monoinsaturados, siendo el
acido oleico el de mayor proporcion. Se extrae del fruto de la especie Persea americana
Mill. Debido a su alto punto de humo (271°C) permite conservar su composicion
nutricional y sus caracteristicas organolépticas aun siendo sometido a altas temperaturas
(Olaetay col., 1999).

Existe evidencia de que los extractos acuosos y alcohdlicos de las hojas han
evidenciado poseer efecto analgésico, anti-inflamatorio y vasodilatador en ratas y ratones
(Yassir y col., 2010). Si bien es cierto que las propiedades de este aceite no han sido
investigadas en profundidad, se ha demostrado que el consumo de este fruto y sus
derivados ejercen efectos benéficos sobre el pefrfil lipidico, disminuyendo el colesterol
total, los triglicéridos y aumentando el HDL colesterol (Anderson y col., 2009; Dreher y

Davenport, 2013). Sin embargo, la actividad bioldgica del aceite no ha sido descrita.

Antecedentes de |la propuesta de internado

En el transcurso de una investigacion realizada en el Laboratorio de Toxicologia,
se observé que el aceite de palta induce respuesta estrogénica en ratas (Le6n y Pefia,
2012). Especificamente, en ese trabajo se utilizaron los ensayos Allen-Doisy y
uterotrépico, los que permiten observar respuestas a estimulos estrogénicos en ausencia

de estradiol (por ovariectomizacion en Allen-Doisy y por inmadurez sexual en
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uterotrépico). En la hembra ovariectomizada, la induccién y persistencia del estro en
respuesta a la exposicion a una sustancia quimica, indica que esta sustancia tiene
propiedades estrogénicas, es decir, imita la accién del E.

La tabla 1 muestra el efecto estrogénico del aceite de palta, en comparacion con el
E vy el bisfenol A, una sustancia sintética reconocida estrogénica. La administracién del
aceite indujo cornificaciéon del epitelio vaginal, propia de la fase de estro de forma menos
sostenida que el bisfenol A, indicando un efecto estrogénico positivo aunque de menor
potencia que la molécula sintética, para inducir cornificacion del epitelio vaginal. En la
tabla 1 también se muestra el efecto de la administracién del aceite de palta sobre el peso
uterino, en el ensayo uterotropico. En este ensayo, se mide la respuesta a una
estimulacion estrogénica mediante un aumento de peso uterino debido al crecimiento
estrogeno-dependiente de este érgano. El ensayo utiliza al animal lactante, por su
inmadurez reproductiva (es decir no tiene secrecién enddégena de estradiol). En el caso
del aceite de palta, su administracion causé un incremento de 232 % en el peso uterino,

con una potencia similar a la del bisfenol A.

Tabla 1. Efecto de la administracion del aceite de palta sobre la duracién de la etapa estro
(ensayo Allen Doisy) y el incremento del peso uterino ( ensayo uterotrépico)®
Sin Estradiol 50 Bisfenol A Aceite de
tratamiento pa/kg 60 pg/kg palta (300 pL)

Duracion del estro
(dias) NO 48+0,4 2,7+£0,5 15+05
(Ensayo Allen-Doisy)
Porcentaje de
aumento de peso
uterino (Ensayo
uterotrépico)

NO 488 225 232

& Estradiol y bisfenol A corresponden a controles positivos, ® En ambos ensayos, los tratamientos fueron administrados
durante dos dias, la primera dosis, la tarde del primer dia y las dosis restantes en la mafiana y en la tarde del segundo dia.
NO: no observado
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Las observaciones llevan a proponer que este efecto podria mantenerse en la
administracién crénica y ser util como terapia complementaria en la menopausia. De
hecho, estudios preliminares permitieron observar la aparicion esporadica de células
cornificadas en frotis vaginales de hembras ovariectomizadas a las que se administro 1
mL/dia de aceite de palta via gavage (observaciones personales, datos no publicados).
En base a los antecedentes presentados, en esta investigacion se propone realizar una
evaluacién exploratoria que permita valorar si el aceite de palta podria ser un potencial
coadyuvante en el tratamiento de la menopausia, para lo cual se utlizar4d a la rata
ovariectomizada como modelo roedor de la menopausia; se evaluard histologia de
6rganos reproductores (Utero y vagina) y la aorta. Cabe destacar que para el analisis de
los resultados, en este estudio exploratorio, se decidi6 hacer un estudio cualitativo
comparando distintas estructuras en los tejidos estudiados. De esta forma, en el Utero se
evalud la presencia de edema, eosindfilos y aumento del tamafio del epitelio endometrial.
En cuanto a la vagina, se compar6 la cornificacion del epitelio vaginal mientras que para
la aorta se evaluoé la deposicion de lipidos.

Para comprender los resultados obtenidos, a continuacién se muestra la figura 6
con las principales estructuras presentes en los cortes histoldgicos de los 6rganos de rata
estudiados. En el panel a se presenta un corte de Utero en el que se observa la capa
externa o perimetrio, una capa muscular media o0 miometrio compuesto por dos capas de
células musculares, la exterior longitudinal y la interna circular, por dltimo la capa epitelial
interna llamada endometrio, la que posee una capa columnar de células epiteliales desde
la superficie luminal.

En el panel b, se presenta un corte transversal de vagina en el que se aprecia una
capa adventicia exterior delgada compuesta por tejido conjuntivo; una capa muscular
media, formada por capas de musculo liso circulares y longitudinales menos evidentes

que en tejido uterino y una capa mucosa formada por epitelio escamoso estratificado.

15



El panel c, presenta un corte transversal de aorta en el que se observan la capa
externa o tunica adventicia que esta formada por tejido conjuntivo irregular y rodea al vaso
sanguineo; la tunica media que contiene abundantes fibras elasticas que se anastomosan
para formar un fenestrado o membrana y ademas posee fibras de musculo liso entre las
redes de las fibras elasticas. Hacia el interior se encuentra la tdnica intima que se

compone de una sola capa de células endoteliales.

Endometrio

Figura 6: Cortes histolégicos de Utero, vagina y aorta (a,b,c; respectivamente). Lu: lumen;
Ep: epitelio vaginal; LP: lamina propia; M: capa muscular; Ad: capa adventicia. 10 X H&E
(modificado de OCDE, 2007).
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V. OBJETIVOS
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Objetivo general:

e Valorar si el aceite de palta es un potencial coadyuvante en el tratamiento de la

menopausia.

Objetivos especificos:

. Evaluar el efecto de la administracion de aceite de palta sobre el peso corporal.

. Evaluar atenuacion de la atrofia de los 6rganos reproductores, mediante histologia,

en respuesta a la administracién de aceite de palta.

o Evaluar la disminucién de la deposicion de lipidos en aorta, mediante histologia, en

respuesta a la administracion de aceite de palta.
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V. MATERIALES Y METODOS
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Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ratas hembras de nueve semanas de edad, de la cepa Sprague-
Dawley del Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Farmacia. Los animales debian
tener un peso minimo de 150 g y fueron mantenidos bajo condiciones controladas de
ciclos de luz/oscuridad de 12:12 hrs (6AM-6PM), humedad relativa ambiental entre 40 y
70 %, temperatura de 21 °C + 3 °C y acceso ad libitum a alimento (Lab Rat Diet,
Champion®) y agua potable.

Generacién de modelo de menopausia

Se conoce que el ciclo estral puede ser estudiado mediante frotis vaginal y que
para realizar la ovariectomizacion es necesario confirmar que los animales tiene un ciclo
estral normal, por lo que se realiz6 un seguimiento de al menos dos ciclos estrales
estables consecutivos. Las muestras se obtuvieron diariamente en las mafianas, mediante
térula embebida en suero fisiolégico, depositando el fluido en un porta objeto para su
observacién al microscopio 6ptico (Olympus CX- 21) bajo un aumento de 10x o 40x. Una
vez confirmada la ciclicidad normal, las ratas se anestesiaron con ketamina al 10% y
xilacina al 2% en dosis de 90 y 10 mg/kg respectivamente y fueron ovariectomizadas
como se describe en las Guias de la Organizacion para la Cooperacién Econdémica y el
Desarrollo (OECD, 2007). Los ovarios de las ratas fueron expuestos y ligados a nivel de
los oviductos, para proceder a su extirpacion por encima de esta ligadura (figura 7a y b).
Para confirmar el éxito de la operacion, se realiz6 un seguimiento del ciclo estral hasta la
mantencion de anestro. Los animales que presentaron dias esporadicos de cornificacion
del epitelio vaginal, fueron retirados del ensayo. Una vez establecido el anestro, los
animales fueron administrados con una dosis Unica de 1 pg de estradiol, para comprobar
respuesta estrogénica. 5 dias después, cuando dicha respuesta estrogénica habia

finalizado, los animales se asignaron aleatoriamente a los grupos respectivos.
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Figura 7: Rata hembra adulta en procedimiento quirirgico de extirpacion de ovarios. a.
Exposicion y ligadura de ovario. b. Incision lumbar post ovariectomizacion. c. Técnica de
administracion gavage

Administracion de aceite de palta

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de 6 animales cada
uno, los que fueron dosificados durante 28 dias segun:
- Suero fisiologico: 2 mL/dia, via oral por gavage (figura 7c)
- Estradiol (Sigma, N° CAS 50-28-2): 50 pg/kg via subcutanea, cada cinco dias + 2 mL de
solucion salina, via oral por gavage
- Aceite de palta: 2 mL/dia, via oral por gavage
- Aceite de palta: 2 mL/dia, via oral por gavage + Estradiol (Sigma, N° CAS 50-28-2) 25
ug/kg via subcutanea cada cinco dias

La dosis de E fue establecida en estudios previos (Castillo, 2010; Leon y Penia,
2012). Asimismo, se utiliz6 como vehiculo aceite de pepita de uva ya que en los mismos
estudios anteriores demostré no poseer actividad estrogénica. El aceite de palta fue
adquirido en un supermercado local.

Se monitorizé la ingesta diaria de alimento y agua, citologia vaginal diaria, pero
corporal semanalmente y se supervis6 a los animales de acuerdo al protocolo de

supervision del Bioterio de la Universidad de Valparaiso. (Anexo 1)
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Recoleccién de muestras

Al término del periodo de exposicion, las ratas fueron eutanizadas por inhalacion
de dioxido de carbono y posterior dislocacion cervical, para confirmacion de muerte. Se
recolectaron cuidadosamente los érganos reproductores sensibles a E (Gtero y vagina),
los cuales fueron pesados y fijados en paraformaldehido al 4%. Adicionalmente se
recolect6 la aorta abdominal también sensible a E, la que fue fijada en paraformaldehido

al 4%.

Histologia

Las muestras fueron tratadas de acuerdo a procedimientos de rutina utilizados en
el Laboratorio de Toxicologia, se incluyeron en parafina y posteriormente se cortaron
secciones histolégicas de 5 micrometros las que fueron tefiidas con hematoxilina y eosina
y examinadas por microscopia 6ptica (Olympus CX- 21) bajo un aumento de 4 x, 10x y
40x. Las imagenes fueron capturadas mediante camara micro imaging CMOS 3.2 Mp, la

cual utiliza el software Micrometrics SE Premium, standard edition 2000-2009.

Método estadistico:

Los andlisis estadisticos fueron realizados el programa Graphpad Prism version
5.0. Se utiliz6 un analisis ANOVA de mediciones repetidas de dos vias para el consumo
de agua y alimento y peso corporal mientras que el efecto uterotrépico fue analizado por
ANOVA y un post-test de Dunnett. Los valores se representan como promedio * error

estandar.
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VI. RESULTADOS
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Este internado continua un estudio previo en el que se confirmé actividad
estrogénica de aceite de palta en administracion aguda a ratas (Ledén y Pefia, 2012). Se
propuso realizar una investigacion utilizando un modelo roedor de menopausia para
explorar un posible efecto sobre la atenuacion de las manifestaciones de la menopausia y
por tanto el uso del aceite como complemento en la terapia de reemplazo hormonal. La
generacion del modelo de menopausia asi como el periodo de administracion fueron
exitosos, en cuanto a que no se detectdé cambios conductuales o fisiologicos (pérdida de
peso, aspecto, comportamiento espontaneo y comportamiento a la manipulaciéon) que
pudieran afectar el desarrollo del estudio. Los resultados que se presentan a continuacion
se dividen en las siguientes secciones: consumo de alimento y agua, variacién de peso
corporal, efecto uterotropico, citologia vaginal e histologia de vagina, Utero y aorta. Se
utilizan las siglas S, E, AP y AP+E para nombrar los grupos de estudio Solucion Salina,

Estradiol, Aceite de Palta y Aceite de Palta + Estradiol, respectivamente.

Consumo de aguay alimento

Un requerimiento basico de cualquier estudio con animales de experimentacion es
controlar la normal ingesta de agua y alimento durante el periodo de estudio, con este
objeto se monitoreé diariamente su consumo. En las figuras 8 y 9 se presenta el consumo
diario de agua y alimento, respectivamente, de los diferentes grupos de estudio durante
los 28 dias de tratamiento. En relacion al consumo de agua, se observa que fue similar en
todos los grupos (2-way ANOVA, mediciones repetidas, p > 0,05).

En cuanto a la ingesta diaria de alimento, el grupo en el que se observé mayor
consumo fue el S, mientras que la ingesta disminuyé segun E, AP y AP + E, existiendo
diferencias estadisticamente significativas en estos tres grupos en relacion al grupo

control S (2-way ANOVA, mediciones repetidas p < 0,0001).
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Figura 8: Consumo diario de agua expresado como promedio * error estandar de los
diferentes tratamientos. S: suero; E: estradiol; AP: aceite de palta; AP+E: aceite de palta +
estradiol.
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Figura 9: Consumo diario de alimento expresado como promedio + error estandar de los
diferentes tratamientos. S: suero; E: estradiol; AP: aceite de palta; AP+E: aceite de palta +
estradiol. * Diferencia estadisticamente significativa en relacion al grupo control (2-way
ANOVA, mediciones repetidas p < 0,0001.
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Variacion de peso corporal

La tabla 2 presenta el peso corporal de los animales determinado semanalmente
durante el estudio. Se observé que los animales de los grupos E y AP+E tendieron a
mantener el mismo peso corporal que tenian en la semana previa al comienzo de la
administracién de los tratamientos (columna semana 0 de la tabla 2), mientras que los
animales de los grupos S y AP mostraron un similar aumento de peso corporal durante el
estudio. De esta forma, los grupos S y AP aumentaron, en promedio, un 14 % de su peso
inicial, mientras que los grupos E y AP+E, aumentaron un 2 y un 4 %, respectivamente.
No obstante, el analisis estadistico no demostrd6 un efecto total significativo de los
tratamientos sobre el peso corporal (p= 0,0767), a excepcion del grupo AP+E en la
semana 3, que se diferencié estadisticamente del grupo S (p < 0,0001). Sin embargo,
cuando se analiza la variaciébn de peso de una semana a otra, el analisis estadistico
permite determinar una diferencia extremadamente significativa (p < 0,0001), entre las
semanas 1y 2, para el grupo E, y entre los pesos corporales inicial y final de los grupos S

y AP versus los grupos E y AP+E (columnas 2-1 y 4-0, respectivamente, de la tabla 3).

Tabla 2: Peso corporal semanal (g), segun tratamiento®

SEMANA
TRATAMIENTO 0 1 2 3 4
S 322 +10 336 + 10 350+11 | 359+ 11 | 367 +13
E 324 £ 12 337 £9 322 +10 326 +11 | 329+12
AP 339+16 358 £ 15 372+15 376 +15 | 388+ 16
AP + E 318 +17 322 +17 323+18 | 323 +18* | 331+19

# Valor representa promedio + error estandar; *diferencia estadisticamente significativa con el grupo control

Tabla3: Modificacion del peso corporal (g) durante el periodo de tratamiento ®

SEMANA
TRATAMIENTO 1-0 2-1 3-2 4-3 4-0
S 14+ 4 14+ 4 9+2 8+5 40+ 14
E 13+6 12 + 10* 4+2 32 5+12*
AP 18+3 14+2 52 12+3 49+5
AP + E 3+2 3+3 1+4 8+3 13+ 3*

2 Cada columna representa la diferencia de peso corporal entre las semanas indicadas, ° Valor representa promedio + error
estandar, *diferencia estadisticamente significativa con el grupo control.
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Efecto uterotropico

La figura 10 muestra el peso del Gtero, recolectado al término del estudio, en
relacién al peso corporal, para todos los grupos de estudio. Se observd una diferencia
estadisticamente significativa en los grupos Ey AP + E en relacion al grupo control al que
se administré solucion salina (ANOVA, Dunnett’s p<0.0005), mientras que en los animales
a los que se administr6 AP no se observo el efecto uterotropico, es decir el aceite no

produjo un incremento del peso uterino.
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Figura 10: Peso de Utero recolectado al término del estudio en relacion al peso corporal..
S: Solucién salina; E: Estradiol; AP: Aceite de Palta; AP + E: Aceite de Palta + Estradiol.
*** Diferencia estadisticamente significativa en relacién al grupo control. (p<0.0005,
ANOVA - Dunnett’s).
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Ciclo estral

La citologia vaginal se supervis6 durante los 28 dias de tratamiento. Tal como se
esperaba todos los animales del grupo control, al que se administré suero fisiolégico,
permanecieron en etapa diestro (figura 11 a). Por el contrario, en el grupo control positivo,
se observé no solo la induccion de estro sino que en la mayoria de los casos se pudo
apreciar también ciclicidad, probablemente debido a la administracion de la hormona cada
cinco dias (figura 11 b). Lo mismo se observé en el grupo AP + E (figura 11 d).

En el grupo AP se distinguieron claramente células cornificadas tanto individuales
como agrupadas, aunque no en la magnitud observada en los grupos tratados con E o
AP+E. Dado que en los animales se observd un proestro previo a la observaciéon de las
células cornificadas asi como un diestro luego de su desaparicién, es que con fines de
presentaciéon de estos resultados, se designé la presencia de estas células como un
pseudo — estro (e) (figura 11 c).

En la figura 12 se presentan muestras de citologia vaginal representativas,
obtenidas los dias 13 y 21 de tratamiento. Se destaca el tratamiento AP con una muestra

en proestro y una en pseudo-estro los dias 13 y 21 de tratamiento, respectivamente.
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Figura 12: Frotis vaginal representativo de cada grupo de tratamiento, obtenido los dias 13 y 21 de tratamiento. Aumento 10X.



Histologia de Utero, vagina y aorta

En la figura 13 se muestran cortes histoldgicos de Utero observados con aumentos
4X y 10X, para cada grupo de tratamiento. Se observé que para los grupos E (figura 13 b-
f) y AP+E (figura 13 d-h) el tejido se apreci6 de mayor tamafio ya que con el mismo
aumento no se pudo obtener una imagen del corte histolégico completo en el campo
visual disponible. Por el contrario para los grupos S (figura 13 a-e) y AP (figura 13 c-g), el
campo visual permitié la observacion del corte histolégico completo y se puede notar que
ambos grupos de tratamiento presentan un tamarfo similar para el tejido uterino, lo que
concuerda con la falta de efecto uterotropico de estos tratamientos. En la figura 14 las
imagenes se obtuvieron con aumento 40X, para cada grupo de tratamiento: S, E, AP y
AP+E designados con las letras a, b, ¢ y d, respectivamente. Con flechas rojas se indica
infiltracion de eosindfilos y con flechas negras se muestra el epitelio endometrial.

En la figura 15 se presentan cortes histologicos de vagina observados con
aumentos 4X y 10X para cada grupo de tratamiento. Se observa presencia de células
cornificadas en los grupos E (figura 15 b-f) y AP+E (figura 15 d-h). En cuanto al grupo AP
se observé cornificacién del epitelio vaginal en menor proporcion en relacion a los
tratamientos E y AP+E, mientras que en el grupo S no se aprecia tal efecto. En la figura
16 las imagenes y con mayor aumento (40X), se muestra cada grupo de tratamiento: S,
E, AP y AP+E designados con las letras a, b, ¢ y d, respectivamente. Con flechas rojas se
presenta cornificacion del epitelio vaginal y con flechas negras se indica descamacion de
células cornificadas que corresponde a las células que se obtienen cuando se realiza un
frotis vaginal.

En la figura 17 se muestran cortes histoldgicos de aorta obtenidos con aumento

10X y 40X para cada grupo de tratamiento. En cuanto a los grupos E (figura 17 c-d) y
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AP+E (figural7 g-h) se observé que las fibras musculares se presentan similares y menos
distendidas que las aortas de los grupos S (figura 17 a-b) y AP (figura 17 e-f). No se

evidencié depdésito de lipidos para ningln grupo de tratamiento.
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Figura 13: Cortes histologicos de Utero para cada tratamiento: a: S; b: E; c: AP, d: AP+E. Aumento

Aumento: 10X. H&E

:4X.e: S; f E; g: AP, h: AP+E.
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Figura 14: Cortes histologicos de utero para cada tratamiento: a: S; b: E; c: AP, d: AP+E. Aumento: 40X. H&E .
Notese el grosor del epitelio luminal (flechas negras) y la presencia de eosindéfilos (flechas rojas)
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Figura 15: Cortes histologicos de vagina para cada tratamiento: a: S; b: E; c: AP, d: AP+E. Aumento: 4X. e: S; f: E; g: AP, h: AP+E.
Aumento: 10X. H&E
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Figura 16: Cortes histologicos de vagina para cada tratamiento: a: S; b: E; c: AP, d: AP+E. Aumento: 40X. H&E.
Notese la cornificacion del epitelio (flechas rojas) y descamacion de células cornificadas (flechas negras).
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Figura 17: Cortes histologicos de aorta para cada tratamiento:. a: S; c: E; e: AP, g: AP+E. Aumento: 10X. b: S; d: E; f: AP, h: AP+E.
Aumento: 40X.H&E
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Este trabajo continla una propuesta anterior en la que se evaluoé la estrogenicidad
de aceites con distinta composiciébn de acido linoléico y se comprobd la actividad
estrogénica del aceite de palta mediante los ensayos Allen — Doisy y uterotrépico (Ledén y
Pefia, 2012). Para darle una utilidad clinica a estos resultados, se propuso el presente
estudio exploratorio, en el que se administré aceite de palta durante 28 dias a ratas

ovariectomizadas, utilizadas como modelo roedor de menopausia.

Modelo roedor para menopausia

Como se explicd en la introduccion, la falla reproductiva que se produce en las
ratas a medida que envejecen, no es generada por una insuficiencia ovarica como sucede
en la mujer. Al contrario, el ovario continda con la sintesis de hormonas, aunque la
retroalimentacién a nivel hipotalamico en relacién a los esteroides sexuales plasmaticos
esta alterada (Kermath y Gore, 2012). Esta diferencia limita la utilizacion de la rata
envejecida para estudiar el efecto de sustancias con posible actividad estrogénica. Con
estos antecedentes se hacia necesario utilizar un modelo que simulara los efectos
producidos por la disminucion drastica del estradiol y que permitiera estudiar una posible
aplicacion terapéutica a la actividad estrogénica del aceite de palta.

En este estudio, se utilizaron hembras de 9 semanas de edad, a las que se les
practic6 ovariectomia bilateral para inducir el modelo menopausico previo a la
administracién subcrénica por 28 dias de aceite de palta. Para que el modelo fuera
comparable con la especie humana, se utilizo la via oral una de las vias de administracion
més usadas en la actualidad por su conveniencia y comodidad para el paciente y que ha
sido demostrada como buena via de administracién para modelos roedores de terapia de
reemplazo hormonal (Isakkson y col, 2011). Se ha demostrado que en el modelo de rata

ovariectomizada se produce atrofia de los tejidos uterino y vaginal (Zaid y col., 2010), por
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lo que se puede inferir que seria un buen modelo para evaluar los efectos estrogénicos de
una sustancia. Asimismo, este modelo ha sido utilizado para evidenciar efectos sobre la

aorta (Siti y col., 2009).

Efecto de la administracion de aceite de palta sobre el consumo de agua y alimento

El consumo de agua no fue afectado por ninguno de los tratamientos. No obstante,
el consumo de alimento fue notoriamente afectado, en relacion al control, disminuyendo
la ingesta segun E, AP y AP + E, existiendo diferencias estadisticamente significativas en
estos tres grupos en relacion al grupo control S (figura 9). El patron de consumo de
alimento en los grupos E y AP+ E, es atribuido al efecto anorexigeno que posee el
estradiol en ratas (Butera, 2010). Asarian y Geary (2002) describieron cémo la
administracion subcutdnea de estradiol cada cuatro dias llevaba a la disminucion de la
ingesta alimentaria también cada cinco dias, lo que dejé6 de manifiesto la actividad
inhibitoria del estradiol en el apetito de los animales. Se cree que la ingesta alimentaria en
esta especie disminuye en la etapa estro del ciclo estral, luego del peak de secrecion de E
pre-ovulatorio, para aumentar la actividad locomotora y sexual en el estro (Eckel, 2011).
La actividad anorexigena del estradiol estaria mediada por la interaccion directa e
indirecta con péptidos y neurotransmisores tales como colecistoquinina, glucagéon y
serotonina, implicados en el control de la ingesta a nivel central y que la activacion
selectiva del REa seria suficiente y necesaria para producir este efecto (Eckel, 2011).

En cuanto a la disminucién de consumo de alimento en el aceite de palta, este
pudiera deberse a su efecto estrogénico. Sin embargo, también podria atribuirse a un
enlentecimiento del vaciamiento géastrico. Covasa y Ritter (2000) demostraron que el &cido
oleico (5 ml de infusion intestinal, 0,48 ml/minutos por 20 min), componente importante del

aceite de palta, disminuye hasta en un 80 % el vaciamiento gastrico. Por otro lado,
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Ramirez y Friedman (1983) demostraron que ratas a las que se administré 1,5 ml de
aceite de maiz (58 % &cido linoleico y 28 % &cido oleico) provocaban un retardo en la

ingesta de alimentos de hasta 6 horas.

Efecto de la administracidon de aceite de palta sobre la variacién de peso corporal

En general, la variacibn de peso corporal a lo largo del estudio no demostré
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos. No obstante, la
diferencia del peso corporal entre el inicio y el término del estudio fue distinta para los
grupos S y AP versus los grupos E y AP+E (tabla 3). En otras palabras, los animales a los
que se administr6 AP ganaron igual peso que los del grupo control y mas peso que
aquellos animales a los que se administré E, tanto solo como con aceite de palta.

El efecto anorexigeno del E puede explicar el que los animales que recibieron la
hormona no aumentaran de peso. Sin embargo, esto se contradice con el hecho de que el
aceite de palta también demostr6 efecto anorexigeno pero no influyé sobre la ganancia de
peso corporal.

Algunos estudios clinicos demuestran que la palta es un alimento que no tan solo
contribuye a una dieta saludable sino que también puede formar parte de una dieta
restrictiva en calorias para personas con sobrepeso, en las que la palta reemplaza otras
fuentes de energia y aporta nutrientes importantes (Dreher y Davenport, 2013). En este
disefio experimental, no hubo reemplazo de calorias de grasas por las calorias del aceite
de palta, por lo que se pudiera inferir, que aln cuando los animales comian menos, de
todas maneras recibian mas calorias de grasas que los animales que recibieron
hormonas.

La curva de crecimiento de hembras Sprague-Dawley indica que a las 12 semanas

los animales pesan aproximadamente 260 g (Pettersen y col.,, 1996). Dada la
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ovariectomizacion y la resultante hiperfagia (aumento del consumo de alimento), al
comienzo del estudio todos los animales pesaban alrededor de 320 g. En ese aspecto,
destaca que la falta de reemplazo de calorias de grasas no permitié6 observar un efecto
adelgazante del aceite de palta en las ratas, a diferencia del estradiol, que si causé ese
efecto.

Por dltimo es interesante que en el grupo AP+E si se observa un efecto
anorexigeno y adelgazante, a pesar del consumo de las calorias extras del aceite, lo cual

podria indicar que existe algun tipo de sinergismo entre el aceite de palta y el estradiol.

Efecto de la administracidon de aceite de palta sobre el Utero

El ensayo uterotropico es un método in vivo que forma parte de las estrategias
para evaluar sustancias con actividad estrogénica de la Comunidad Europea (OECD,
2007) y de Estados Unidos (EPA, 2010). Se basa en el hecho de que el Gtero expresa RE
tanto a como B, a los que se unen ligandos que desencadenan eventos celulares,
moleculares y mitéticos que culminan con un aumento manifiesto de peso uterino (OECD,
2007).

Se considera que en el Utero de rata predomina el RE a y se ha comprobado que
su proporcién varia con la etapa del ciclo estral, siendo mas alta durante el proestro y el
estro (Li y Davis, 2007). Los genes que induce el E en el Gtero incluyen al factor de
crecimiento epidérmico y al factor de crecimiento vascular endotelial, proteinas que
durante la etapa estro producen un aumento de volumen y presencia de infiltrados
inflamatorios, principalmente eosindfilos, que preparan al Utero para una posible
implantacién (Li y Davis, 2007).

En cuanto a las observaciones histologicas cualitativas de este estudio (figuras 13

y 14), se puede mencionar que en los grupos E y AP+E, en cuanto al epitelio endometrial
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se puede observar que es de un grosor mayor y que existe edema, mientras que en el
grupo AP el epitelio endometrial ocupa un area menor en el campo visual al de los grupos
E y AP+E, aunque tiende a ser mas grueso y con mayor edema que en el grupo S.
Sucede lo mismo en relacion a la presencia de eosindfilos, la que es mas notoria en los
grupos E, AP+E y AP y menor en el grupo S.

El que el AP no haya tenido efecto uterotropico, es decir que no se observo un
aumento en el peso del Gtero, contrasta con un estudio previo de este Laboratorio (Leén y
Pefia, 2012) en el que el AP administrado via subcutanea caus6 un incremento sobre el
200 % del peso uterino (tabla 1). No obstante, la presencia de eosindfilos y el aumento
del grosor del epitelio luminal (figuras 13 ¢ y g y 14 c) pueden indicar que los
componentes del aceite de palta no fueron los suficientemente potentes como para inducir
un efecto uterotrdpico notorio, lo cual lleva a hipotetizar que los componentes del AP a los
gue se puede atribuir el efecto uterotrépico pudieran ser menos biodisponibles cuando se
los administra via oral y por 28 dias que cuando se dan en el esquema de administracién
subcutaneo y agudo. Mas adelante en esta discusion se hara mencién a los componentes

del aceite a los que se puede atribuir la estrogenicidad.

Efecto de la administracion de aceite de palta sobre la citologia vaginal

El estudio de los cambios en la estructura celular del epitelio vaginal se utiliza en el
laboratorio como un método de rutina para monitorear el ciclo reproductivo de las ratas.
Este ciclo dura entre 4 a 5 dias y es caracterizado por las etapas metaestro, diestro,
proestro y estro, las que ocurren debido a las fluctuaciones hormonales del eje
hipotdlamo-hipdfisis-ovario. La fase de estro, se caracteriza por la presencia de células
cornificadas en el frotis vaginal, es inducida por un aumento sustantivo en la

concentracion de estradiol y permite a la hembra ser receptiva al macho. En la hembra
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ovariectomizada, la induccién y persistencia del estro en respuesta a la exposicién a una
sustancia quimica, indica que esta sustancia tiene propiedades estrogénicas, es decir,
imita la accion del estradiol (Goldman y col., 2007).

A diferencia del utero, el AP si tuvo efecto estrogénico sobre la vagina,
manifestado a través de cambios en la citologia e histologia, tal como también lo hicieron
los tratamientos E y AP + E. El grupo S no manifesté cambios y se mantuvo en diestro
durante todo el tratamiento. La citologia y la histologia (figuras 12,15 y 16) son
coincidentes en demostrar el efecto estrogénico. Tanto los grupos E como AP y AP + E
demostraron cornificacion epitelial y presencia de células cornificadas en el frotis vaginal.
No obstante, en el caso del tratamiento AP, la presencia de células cornificadas fue mas
bien esporadica lo que, al igual que en el caso del Utero, se considera que es debido a

una menor potencia estrogénica de los componentes activos del AP.

Efecto de la administracion de aceite de palta sobre la deposicion de lipidos en la

aorta

Es bien conocido el efecto cardioprotector del estradiol, entre cuyas acciones se
encuentra la vasodilatacion y la inhibicion de la deposicion de grasa en las paredes
vasculares, fendbmeno mediado por las vias no-gendmicas de la hormona (Farhat y col.,
1996; Kim y Bender, 2009). En este estudio no se observaron cambios aparentes entre
los distintos grupos de tratamiento. Probablemente, la duracién del estudio y la dieta no

rica en grasas evitaron la aparicion de efectos vasculares (figura 17).

Componentes del aceite de palta con actividad estrogénica

La tabla 4 presenta la composicion del aceite de palta. En ella destaca la
proporcion de acido oleico y &cido linoleico en un 56-74 % y 8-19 %, respectivamente y
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0,32 % de B-sitosterol, todos componentes que estarian involucrados en la actividad

estrogénica.

Tabla 4: Composicion del aceite de palta (modificado de Olaeta y col., 1999)

Analisis Acidos grasos (%)
AGL® (%) 0,14-0,4 C14:0 Acido miristico 0,03-0,07
indice de perdxidos (meq/kg) 2-5 C16:0 Acido palmitico 9-18
Peso especifico (25°C) 0,91-0,92 C16:1 Acido palmitoleico 3-9
indice de yodo (%) 84-90 C17:0 Acido heptadecanico -
Fitosterol (%) 0,43 C17:1 Acido heptadecanioco -
B-sitosterol (%) 0,32 C18:0 Acido estearico 0,4-1,0
Clorofila (ppm) - C18:1 Acido oleico 56-74
Vitamina E (%) 292 C18:2 Acido linoleico 8-19
a tocoferol (ppm) 292 C18:3 Acidoa linolénico 0-2
B/y — tocoferol (ppm) 0 C20:0 Acido araquiddnico 0-1,05
Cobre (ppm) - C20:1 Acido gadoleico -
Pesticidas -

® AGL: Acidos grasos libres

Una propuesta es que, en este modelo, la actividad estrogénica del aceite de palta
podria atribuirse al &cido linoleico, el cual ha sido demostrado que se une invitroa RE ay
B provocando inducciéon de genes que estarian involucrados en la sintesis de estradiol
(Liu y col., 2004). Ademas, este acido graso genera como metabolito prostaglandina E2,
la que estimula la aromatasa ovérica que cataliza la conversién de androstenediona en
estradiol (Noble y col., 1997).

Una hipétesis de nuestro Laboratorio es que el acido oléico contribuiria
indirectamente a la estrogenicidad del acido linoléico, debido a que en la degradacion de
los acidos grasos poli-insaturados participa la enzima A—desaturasa, por la cual el acido
oleico tiene mayor afinidad que el linoleico. Dado que en el aceite de palta, el &cido oleico
esta presente en mayor concentracion, su gran afinidad por la enzima biotransformadora
impediria la metabolizacidn del &cido linoleico quedando éste disponible para su union al

RE y/o generacién de prostaglandina.
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Por otro lado, la estrogenicidad podria deberse también a los fitoesteroles del
aceite de palta, como el B-sitosterol, el que tiene una estructura similar al colesterol,
diferenciandose solo porque este Ultimo posee un grupo etilo en el C24 (figura 18) vy
podria actuar como un precursor de hormonas esteroidales al unirse a la proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR) que facilita el paso de colesterol desde la
membrana externas a la interna de la mitocondria para su bioconversién a pregnenolona.
Esta proteina es incapaz de distinguir entre el colesterol y B-sitosterol (Kallen y col.,
1998). No obstante, no se encuentra en la literatura cientifica ninguna referencia a la
biotransformacion de B-sitosterol a pregnenolona, por lo que se requiere de mas estudios

para explorar este mecanismo de accion.

C0|e8tero| e NN B SitOSterOI - '

J / \\\v//‘ ‘~\/.
A
’//\, 7 \\\

,/'\\1 7N
” = \»

N ~N
¢ ”~ N '//\,; “/ /\‘“'1/_

HO? "~

HOY N X7
OH
Estradiol /\L §

~

HO

Figura 18: Estructura quimica de Colesterol (modificado de Ryfkkynen y col., 2005)
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Es importante destacar que en el estudio anterior en que se evalu6 actividad
estrogénica de AP hubo resultados positivos en el ensayo uterotrépico y en la citologia
vaginal, observandose un estro similar al estro inducido por el E, a diferencia de lo
ocurrido en este estudio, en que se observaron células cornificadas en forma esporéadica.
A diferencia del presente estudio, la administracion del aceite en la investigacion anterior
fue por via subcutanea, implicando diferencias farmacocinéticas en la disparidad de
resultados. Dada la similitud estructural de B-sitosterol con el colesterol, estas moléculas
compiten por el mismo transportador para el proceso de absorcion intestinal. No obstante,
a diferencia del colesterol que se incorpora a un quilomicrén para su absorcién, gran parte
del B-sitosterol es eliminado del enterocito hacia el lumen intestinal donde luego se
elimina por las heces. De esta forma, su biodisponibilidad es bajisima y alcanza solo un 5
% en roedores (Ling y Jones, 1995) y un 0,5 % en humanos (Duchateau y col., 2012). Por
el contrario en la administracion subcutanea, la biodisponibilidad del compuesto aumenta
dado que en el tejido subcutdneo estaria como esterol libre absorbiéndose rapida y
completamente.

En resumen, el aceite de palta tiene propiedades estrogénicas verificables en este
modelo roedor de menopausia. No obstante, surgen numerosas hipétesis en relacion a
sus componentes activos, biodisponibilidad y potencia estrogénica, las cuales deben ser

puestas a prueba para avanzar hacia estudios que demuestren su utilidad clinica.
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ViIl. CONCLUSIONES
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El aceite de palta tuvo efectos anorexigenos pero no modificé el peso corporal.

El aceite de palta no tuvo efectos uterotrépicos evidentes. Sin embargo, a nivel

histélogico, atenud los efectos tisulares de la deprivacion de estradiol.

El aceite de palta indujo cornificacion del epitelio vaginal, lo cual se manifesté con

presencia de células cornificadas esporadicas en frotis vaginales.

El aceite de palta no indujo cambios observables en la aorta, probablemente

debido al corto periodo de estudio y a una dieta de laboratorio no rica en grasas.

El aceite de palta es estrogénico en este modelo roedor de menopausia.
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PROTOCOLO DE SUPERVISION

En todos los procedimientos experimentales de severidad moderada o alta, debe
realizarse un protocolo de supervision de animales que permita aplicar medidas paliativas
al dolor, como analgesia o eutanasia. Uno de los protocolos mds utilizados es el propuesto
por Morton y Griffinths que permite cuantificar el dolor causado por un procedimiento. Se
consideran 4 variables y a cada una de éstas se les asigna una puntuacién (de 0 a 3).

Variables a considerar y puntuacion
Normal (no hay pérdida de peso en el animal y crece 0
normalmente). 1
Pérdida de peso Pérdida de peso inferior a 10%. 2
(de 0a3) Pérdida de peso entre 10y 20% (posible alteracion en la
cantidad y aspecto de las heces). 3
Pérdida de peso superior al 20% (el animal no consume
ni agua ni alimento).
Normal. 0
Aspecto Pelo en mal estado. 1
(de 0 a3) Pelo en mal estado y/o presencia de secreciones 2
nasales y oculares. 3
Postura anormal.
Normal. 0
Comportamiento | Pequenos cambios. 1
espontaneo Inactividad. 2
(de 0 a 3) Auto mutilacién, vocalizaciones, animales muy inquietos 3
o inmdviles.
Normal. 0
Comportamiento a | Pequenos cambios. 1
la manipulacién Cambios moderados. 2
(de0a3) Animal agresivo o comatoso 3
TOTAL

Nota: Cuando un animal obtiene puntacién 3 en mds de un pardmetro, todos aguellos en
los que se obtenga igual puntaje (3), se pasan a 4.

Las principales medidas correctoras sugeridas en funcion al puntaje obtenido para cada
animal son las siguientes:
0-3: normal.

4-8: Requiere supervisién cuidadosa y se evaluard el uso de analgésicos.
9-12: Sufrimiento intenso, requiere analgésicos y se evaluard su muerte por eutanasia.

13-16: Suprimir el procedimiento y someter a eutanasia.
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Este protocolo se aplica por animal y por procedimiento. La frecuencia de observacion
de los animales serd determinada por el investigador y dependerd de la severidad del
fratamiento y/o procedimiento. Siempre la misma persona debe ser la responsable de
observar los animales durante todo el protocolo experimental.
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