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. RESUMEN




Durante el periodo perimenopdausico se produce una disminucion progresiva, tanto
de la sintesis como de la secrecion de estradiol, como resultado del cese paulatino de la
funcién ovarica. Esta deficiencia conlleva a la aparicién de una serie de sintomas que
caracterizan la perimenopausia, en los que se incluyen sintomas vasomotores,
atrofia/dispareunia vulvovaginal, sequedad vaginal, alteraciones del suefio y del estado de
animo, y se propicia el desarrollo de patologias cardiovasculares, 6seas y aceleramiento
del envejecimiento cutdneo. La terapia farmacoldgica de primera linea corresponde a la
terapia de reemplazo hormonal basada en la administracion de hormonas sexuales
exogenas. El uso de esta terapia ha sido controversial debido a que estaria asociada al
aumento de riesgo de cancer estrogeno dependiente. Por lo anterior, adquiere
importancia la investigacion y desarrollo de nuevas alternativas al tratamiento de la
sintomatologia asociada a la disfuncion ovarica. Estudios previos en el Laboratorio de
Toxicologia de la Escuela de Quimica y Farmacia de la Universidad de Valparaiso han
determinado que el aceite de palta es capaz de inducir una respuesta estrogénica la cual
se ha hipotetizado que depende de la presencia de fitoesteroles en su composicion. Para
poner a prueba esa hipétesis, en este estudio se utilizé un modelo roedor de menopausia
al cual se administr6 tanto aceite de palta como una mezcla de fitoesteroles en forma
aguda, determinandose la dosis a utilizar con un ensayo uterotropico. Tanto el aceite de
palta como los fitoesteroles no indujeron un efecto uterotrépico evidente. A pesar de esto,
se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en la morfometria histolégica de
Gtero y vagina y en la citologia vaginal. De esta manera, se puede concluir que el aceite
de palta y los fitoesteroles presentan actividad estrogénica aguda en el modelo roedor de

menopausia.



. ABSTRACT
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The climacteric period is characterized by a progressive decrease of both synthesis
and secretion of estradiol as a result from the cease of ovarian function. The hormonal
deficiency leads to a series of clinical manifestations including vasomotor symptoms,
vulvovaginal atrophy and dyspareunia, vaginal dryness, sleep and emotional disturbances,
an increased risk for cardiovascular and bone disease and enhancement of skin aging.
Hormonal replacement therapy is the standard pharmacological therapy, which is based
on the administration of exogenous sexual hormones although the use of this therapy is
controversial because it has been associated to an increase of cancer risk. Hence the
need for research and development of new alternatives for the treatment of symptoms
associated to ovarian dysfunction. Previous studies in the Toxicology Laboratory at the
University of Valparaiso have shown that avocado oil is capable of inducing an estrogenic
response which is hypothesized to occur because of the presence of phytoesterols. In
order to test this hypothesis, a rodent menopause model was acutely administered both
avocado oil and phytoesterols with the phytoesterol dose being previously determined in
an uterotrotrophic assay using inmature rodents. Neither avocado oil nor phytosterols
induced an evident uterotrophic response in the main study. However, statistically
significant results were observed in uterine and vaginal morphology as well as in vaginal
cytology leading to the conclusion that both avocado oil and phytosterols are estrogenic

when they are acutely administered to a rodent model of menopause.
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[ll. INTRODUCCION




El envejecimiento reproductivo corresponde a un proceso continuo durante el cual
ocurre una deplecién de ovocitos debido a una disminucién constante de éstos a través
de procesos atrésicos o la ovulacién (Soules y col., 2001). Por su parte, la menopausia se
define como el cese permanente de la menstruacién como resultado de la pérdida de la
actividad ovarica, determindndose el periodo menstrual final (PMF) luego de al menos 12
meses de amenorrea (World Health Organization, 1996). La perimenopausia (conocida
como transicibn menopadsica o climaterio), es el intervalo de tiempo en el cual la mujer
presenta ciclos irregulares de ovulacidon y menstruacion previo a la menopausia. Todos los
procesos y mecanismos involucrados en la génesis y desarrollo de la menopausia,
podrian llevar a un deterioro de la salud, repercutiendo directamente en la calidad de vida

de las mujeres.

Segun los datos del Censo 2002, Chile se encuentra en una transicion
demogréafica hacia el envejecimiento de la poblaciéon. El indice de vejez femenina ha
evolucionado desde un 26,1% en el afio 1992 a un 36% en el afio 2002, reafirmando lo
anteriormente mencionado (Gutiérrez y col., 2006). Por otro lado, es importante
considerar que el 26% de la poblacion femenina (mas de 2 millones de mujeres) se
encuentra entre los 40 y 64 afos de edad (INE, 2002), lo que sumando al aumento en la
esperanza de vida, lleva a considerar que las mujeres pasan mas de un tercio de su vida

en el periodo perimenopausico.

El envejecimiento reproductivo abarca principalmente tres periodos: un periodo
inicial en donde cambios compensatorios en hipotalamo, hipdfisis y ovario ayudan a
mantener la capacidad reproductiva y la secrecion hormonal gonadal; una fase intermedia
caracterizada por una marcada variabilidad en el desarrollo folicular, secrecién ovarica y
la subsecuente sintomatologia que conducen al periodo menstrual final y un dltimo
periodo de secrecién hormonal ovarica estable y en bajas concentraciones (Hall, 2015),

tal como se ilustra en la tabla 1.



Peak Tardio Temprano Tardio Temprano Tardia

Criterio principal

Ciclo Regular ~ Cambios Duracion Intervalos - - -
menstrual sutiles variable de
amenorrea
> 60 dias

Criterios adicionales

Endocrino - - - -
FSH Bajo Variable  Muy variable Alto > Muy Estable -
25U1/L variable
AMH Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Muy -
variable
Inhibina B - Bajo Bajo Bajo Bajo Muy -
bajo
Foliculos Bajo Bajo Bajo Bajo Muy bajo Muy -
antrales bajo
Estradiol Normal Normal Normal Muy Estable Bajo, -
variable estable

Tabla 1: Cambios en la vida reproductiva de la mujer (modificado de Hall, 2015)

Durante la transicibn menopalsica o0 perimenopausia, la mujer comienza a
experimentar cambios en la duraciéon de sus ciclos o intermitencia de estos. Algunas
mujeres, en la fase tardia, comienzan a presentar sintomatologia caracteristica de
cambios hormonales. La postmenopausia adquiere significancia debido a que es el
momento en que las hormonas ovaricas evidencian una mayor disminucién con
fluctuaciones intermitentes (Butler y col., 2001). El aumento y la fluctuacion de los niveles
de la hormona foliculo estimulante (FSH) repercuten directamente en los niveles de
estradiol, lo que se evidencia a partir de la transicibn menopadlsica. Estos niveles
fluctuantes llevarian a las manifestaciones clinicas que incluyen sintomas vasomotores,
atrofia/dispareunia vulvovaginal, sequedad vaginal, alteraciones del suefio y del estado de
animo (Gold y col., 2006; Bromberger y col., 2010). La deficiencia cronica de esteroides
sexuales también lleva a aumentar el riesgo de desarrollar patologias cardiovasculares,

Oseas y envejecimiento de la piel (Miquel y col., 2006).

Eje hipotdlamo — hip6fisis —ovario

El funcionamiento normal del ciclo menstrual requiere una interacciéon integrada

entre hipotalamo, hipdfisis y ovario. La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRh),
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corresponde a un decapéptido, secretado y liberado desde el hipotalamo de forma
pulsatil, que actta sobre la adenohipdfisis estimulando la liberacion de FSH y la hormona
luteinizante (LH), las cuales tienen sus blancos a nivel ovéarico. Especificamente, la FSH
actlia sobre las células de la granulosa y la LH tanto sobre las células de la teca como de
la granulosa. Las células de la teca sintetizan principalmente andrégenos, los cuales son
convertidos en estrégenos en las células de la granulosa, las que ademas sintetizan

progestagenos (Guyton y Hall, 2011).

Al inicio de cada ciclo menstrual son necesarios niveles elevados de FSH para el
reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos, mientras que la restriccion de FSH
asegura que s6lo un foliculo alcance el estado preovulatorio. La secrecion de estradiol por
parte de los foliculos en desarrollo contribuye al control de retroalimentacién negativa de
FSH, actuando a nivel de hipotdlamo y en menor grado sobre la hipdfisis. La secrecion
ovérica de inhibina A y B provee un control adicional a través de una inhibicién selectiva
de FSH en hipdfisis. Ademas, los crecientes niveles de estradiol en la fase folicular
permiten la secrecién de la hormona LH preovulatoria, necesaria para la ovulacion (Hall,
2013). La secrecion de progesterona por parte del cuerpo liteo es mantenida por la
secrecion de LH e inhibida por la secrecion pulsatil de GnRH (Filicori y col., 1984; Soules
y col., 1984). En la fase lUtea, la pérdida de la retroalimentacién negativa del cuerpo luteo
resulta en un aumento preferencial de FSH por sobre LH (Hall y col., 1992). El incremento
hipotaldmico de la secrecibn de GnRH conduce a la pérdida del control por
retroalimentacién negativa de progesterona y estradiol, permitiendo alcanzar los niveles
de FSH adecuados para el siguiente reclutamiento folicular (Welt y col., 1997). Lo anterior

se grafica en la figura 1.

La evidencia hormonal temprana del envejecimiento ovarico es el incremento
selectivo de FSH debido a la disminucion de inhibina B el cual es marcador de la cantidad
de células de la granulosa (Gill y col., 2002). Ademas, la disminucién de los niveles de
estradiol permiten el incremento tanto de GnRH (Gill y col., 2002) como de gonadotrofinas
gue responden a la accion de GnRH (Shaw y col.,, 2010). Finalmente, en mujeres
postmenopausicas, la vida media de eliminacién de LH y FSH es mayor, como resultado
de alteraciones en la composicion de carbohidratos de sus isoformas, predominando
formas mas acidicas provocando que su permanencia en plasma sea mayor a

consecuencia de la pérdida de la retroalimentacién por parte de las hormonas gonadales



(Sharpless y col., 1999; Wide y col., 2009). Las fluctuaciones hormonales se reflejan en la
figura 2.
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Figura 1: Ciclo hormonal femenino (modificado de Hall, 2015).
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Figura 2: Fluctuaciones hormonales de FSH, inhibina B e inhibina A y estradiol en los
periodos: premenopadusico, perimenopausico temprano y tardio, y postmenopadsico
(Modificado de Hall, 2004).



Estrégenos

Los principales estrogenos son estrona, estriol y - estradiol, siendo este ultimo el
mas potente. Cada compuesto contiene un anillo fendlico A con un grupo hidroxilo en el

carbono 3y un grupo B -OH o ceténico en posicion 17 del anillo D (Figura 3).

Figura 3: Estructura base de las hormonas esteroidales (Loose y Stancel, 2007)

Los estrégenos provienen de la androstenediona o de la testosterona, por medio
de la aromatizacion del anillo A. La reaccion es catalizada por un complejo enzimatico de
monooxigenasa de citocromo P450 (Cit P450 19a, aromatasa 19a). Siendo también
esencial una flavoproteina de amplisima distribucién, la reductasa de NADPH/citocromo
P450. Ambas proteinas se localizan dentro del reticulo endoplasmico de las células de la
granulosa en ovario, las células de Sertoli y Leydig de testiculos, en estroma adiposo, en
los sincitiotrofoblastos placentarios, en blastocistos previos a la implantacion, tejido 6seo,

en diversas regiones encefalicas y entre otros tejidos blancos (Simpson y col., 2002).

Los ovarios son la fuente principal de estr6genos circulantes en las mujeres pre-
menopausicas, en tanto que el estradiol constituye el producto de sintesis mas
importante. Ademas contienen una forma de la deshidrogenasa de 17 -hidroxiesteroide
(tipo 1) que facilita la produccién de testosterona y de estradiol a partir de la
androstenediona y la estrona, respectivamente. Sin embargo, en higado, se encuentra
otra forma de dicha enzima (tipo Il) que facilita la oxidacién de estradiol circulante hasta la

forma de estrona (Peltoketo y col., 1999) y posteriormente estos dos esteroides son
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transformados en estriol (Figura 4). Los tres estrogenos mencionados se excretan en la
orina junto con sus conjugados con glucurénido y sulfato. En las mujeres
posmenopausicas la fuente principal de estrégeno circulante es el estroma de tejido
adiposo, en el cual se sintetiza estrona a partir de la deshidroepiandrosterona secretada
por las glandulas suprarrenales. A partir de lo anterior, se concluye que los niveles de
estrogeno son regulados en parte por la disponibilidad de precursores androgénicos
(Simpson, 2003).

H,CO H,CO H,CO
i p -OH
HsC 6c-OF HsC Ot I HeC -
—_— S
HO HO o
Deshidroepiandrosterona 16a-hidroxideshidro- 16a-hidroxiandrostenediona
epiandrosterona ¢
16 R
HyCO ; ‘# HaC OH
\ { -OH
HsC . : ‘.
lo) HO : I
Androstenediona .
Estriol
Deshidrogenasa de
3f-hidroxiesteroide
HsCOH 2
HsC Deshidrogenasa de
17-hidroxiesteroide
0 g
16a-hidroxilasa
Testosterona Estradiol

Figura 4: Biosintesis de estradiol (Loose y Stancel, 2007).

Receptor de estrégeno

Los receptores de estrogeno (ERs) pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares que se ubican en el compartimento citoplasmético y modulan la expresion de
genes especificos (Lee y col., 2001; Rosenfeld y col., 2001). Existen dos tipos de ERs:
ERa y ERB (Heldring y col., 2007). Estos no corresponden a distintas isoformas, sino que
a dos diferentes proteinas codificadas por dos distintos genes: ESR; y ESR,. Sin

embargo, exhiben una gran similitud estructural tanto en su composicion aminoacidica



como en sus dominios de union al ADN y de activacion de factores de transcripcion
(Grandien y col., 1997).

El ERa, el primero en ser descubierto, se expresa mas abundantemente en el
aparato reproductor femenino, en particular en Gtero, vagina y ovarios, y también en la
glandula mamaria, el hipotalamo, células endoteliales y musculo liso de vasos. El receptor
B se expresa predominantemente en la prostata y los ovarios, y su expresion es menor en
pulmones, encéfalo, huesos y vasos. Muchas células expresan los dos tipos de
receptores (ay B) y asi se pueden formar homodimeros o heteromeros (Hall y McDonnell,
1999).

Ambos receptores de estrogeno (ER) corresponden a factores de transcripcion
activados por ligandos que aumentan o disminuyen la transcripcién de genes diana. Una
vez que penetran al interior de la célula por difusion pasiva a través de la membrana
plasmatica, la hormona se liga a un ER en el ndcleo. Este existe en la forma de
mondémero inactivo unido a proteinas de choque térmico, y una vez que se liga al
estrégeno, el cambio conformacional del receptor disocia las proteinas del choque térmico
y ocasiona dimerizacion del receptor, lo cual intensifica la afinidad y la rapidez de union
del receptor al ADN (Cheskis et al., 1997). En la figura 5 se diagraman los dos tipos de
respuestas que se pueden generar a partir de la union del ligando y que pueden dividirse
en dos categorias: la primera de ellas corresponde a respuestas gendmicas,
caracterizadas por cambios en la transcripcién de genes y ocurren en el plazo de horas a
dias luego de que el estrégeno se ha unido a sus receptores nucleares; el otro tipo de
respuesta que se puede generar corresponden a eventos de sefalizacion rapidos no
gendmicos, los que ocurren en un lapso de segundos a minutos luego de la estimulacién
celular producida por la union de estrégeno al receptor de estrégeno asociado a proteina
G (GPER), el que se localiza en el reticulo endoplasmico, el cual involucra la accion de

segundos mensajeros (Nadal y col., 2000; Revankar y col., 2005).
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Figura 5: Esquema de mecanismo de accién de estradiol. A: Respuestas no genémicas
rapidas. B: Respuestas gendmicas (Bean y col, 2014)

El estradiol participa en procesos que incluyen desarrollo de caracteristicas
sexuales secundarias, crecimiento mamario y maduracion urogenital, principalmente
durante la pubertad (Ciocca y col.,, 1995). Especificamente a nivel vaginal permite el
cambio de epitelio cubico a estratificado, el que es més resistente a traumatismos o
infecciones; en las trompas de Falopio induce la proliferacion de tejidos granulares
aumentando el namero de células epiteliales ciliadas y en estructuras O6seas, los
estroégenos inhiben la actividad osteoclastica debido a su efecto estimulador de la
osteoprotegerina, llamado factor inhibidor de la osteoclastogenia, que inhibe la resorcién
6sea (Guyton y Hall, 2011). Estas actividades fisiolégicas podrian explicar en parte los

sintomas perimenopausicos asociados al descenso de sintesis y liberacion de estradiol.

Terapia de reemplazo hormonal

Para tratar la sintomatologia asociada a la disfunciobn ovérica, y prevenir las
comorbilidades asociadas al climaterio, se dispone como tratamiento de primera linea la

terapia de reemplazo hormonal (TRH) la que se define como la administraciéon de



hormonas a mujeres con deficiencia estrogénica, sintomaticas y durante la transicién a la
menopausia y la postmenopausia (Figueroa y col., 2005). La TRH esta basada en la
sustitucion hormonal mediante el uso de estrégenos y/o asociados a progestagenos. El
uso de esta terapia durante los Ultimos afios se ha envuelto en controversias debido a
publicaciones que la asocian a un aumento de riesgo de céancer estrogeno dependiente
(Million Women Study Collaborators, 2003; Schairer y col., 2004), aumentando la no-

adherencia a ésta por parte de las pacientes.

The Study of Women’s Health Across the Nation (SWAN), un estudio longitudinal
de menopausia en Estados Unidos, establecié que el uso de medicina complementaria y
alternativa para tratar la sintomatologia menopausica ha aumentado dramaticamente la
dltima década. Las tasas de uso se intensificaron desde 48,5% a 51%, 52,7% y 80% en
los afios 2002, 2005, 2007 y 2008, respectivamente (Bair y col., 2002; Bair y col., 2005;
Gold y col., 2007; Bair y col., 2008).

Modelo roedor de menopausia

Para evaluar el efecto estrogénico de una molécula o sustancia, con una potencial
capacidad coadyuvante en la TRH, se puede utilizar el modelo roedor de menopausia,
adaptado por el Laboratorio de Toxicologia, en el cual se utilizan ratas hembras de la
cepa Sprague Dawley de 11 + 2 semanas de edad (peso aproximado de 250 g), las que
son sometidas a ovariectomizaciéon bilateral, induciendo un estado menopadsico. La
elecciéon de esta metodologia por sobre la utilizacion de un modelo envejecido de ratas de
9 - 10 meses de edad, que representaria a una mujer en etapa perimenopadusica (Kermath
y col, 2012), es debido a que modelo ovariectomizado conserva la integridad del eje
hipotalamo-hipofisis, esencial en la evaluacibn de una molécula con posible efecto
estrogénico, a diferencia del modelo envejecido en el que no solo hay alteracion de este

eje sino que también secrecion basal de estrégenos ovaricos.

Se ha comprobado que en el modelo roedor de menopausia la resorcion ésea
excede su formacion, provocando la pérdida del hueso, en especial en la parte proximal
de la metafisis tibial (Levolas y col, 2008) y que también se produce una atrofia de los
tejidos uterino y vaginal (Zaid y col, 2010), ambos fen6menos que ocurren en la mujer

perimenopadusica, evidenciando los efectos de la deficiencia de estrogenos. El modelo
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elegido imita lo que sucede en las mujeres menopadusicas por lo que se hace necesario
conocer qué ocurre en el ciclo sexual de las hembras roedores y los efectos que se
visualizan a nivel histolégico de los principales érganos blancos estrogénicos en esta
especie.

Las hembras roedoras son poliéstricas, es decir, presentan ovulaciones
espontdneas ademdas de sucesivos y regulares ciclos sexuales. El ciclo estral esta
compuesto principalmente por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro, las
cuales tienen una duracién media de al menos 4 a 5 dias (Feder, 1981). Estas estan
influenciadas por los ciclos luz-oscuridad, temporada del afio y por condiciones de
alojamiento pero en condiciones ambientales controladas de laboratorio los ciclos no se
ven influenciados por la época del afio (Lohmiller y Swing, 2006). Cada etapa es
identificada de acuerdo a los tipos celulares observados en los frotis vaginales, como
también éstas se caracterizan por determinados cambios morfolégicos en ovarios, Utero y

vagina (Goldman y col., 2007), los cuales seran explicados a continuacion.

Cada etapa del ciclo estral se puede determinar a través de frotis vaginales,
observandolos bajo microscopio Optico, en los cuales se obtienen células desde la
superficie del epitelio vaginal (Feder, 1981; Freeman, 1994). Las diferencias ciclicas en la
citologia vaginal ocurren en respuesta a los cambios morfolégicos del epitelio vaginal

como las células cornificadas, caracteristicas de la etapa estro (Figura 6).

El proestro (12-14 horas) se caracteriza por la presencia de células nucleadas
circulares de tamafio uniforme. En la siguiente etapa, el estro (25-27 horas), se visualizan
células anucleadas de apariencia irregular. En el metaestro (6-8 horas), la infiltracion de
leucocitos adelgaza el epitelio vaginal debido a la disminuciébn de la secrecion de
estrégeno, la secrecion vaginal se torna a una apariencia opaca y blanca. Finalmente
durante el diestro (55-57 horas) el epitelio alcanza su nivel mas delgado, y durante esta
fase se detiene la degeneracion del epitelio y comienza a engrosar nuevamente debido a

los procesos de mitosis (Freeman, 1994; Long y Evans, 1922; Montes y Luque, 1988).
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Organo Proestro Estro Metaestro Diestro
Blanco
Figuras mitéticas presentes. Progresivo recambio de capa | Su inicio estd marcado por una | Su inicio se identifica por el epitelio
. Ocasionalmente polimorfos. superficial mucoide y cornificada. | completa descamacion de la lamina | reducido a su menor expresion con
Vagma Escasa degeneracion o Reduccién del grosor del epitelio. | cornificada (generalmente hay | variable infiltracién leucocitaria. Luego
descamacion. Comienzo de Presencia de restos celulares. | residuos en el lumen). Continda la | ocurre una proliferacion epitelial y
formacién de estrato granuloso y Ausencia de figuras mitéticas. | descamacién con pérdida del estrato | engrosamiento (no se visualiza
progresivamente, capa de estrato | Progresiva infiltracion de | granuloso e infiltracion de leucocitos | estrato granuloso) con una menor
mucoide y estrato cérneo. Al final leucocitos. en el germinativo superior. infiltracion leucocitaria.
de esta etapa, se encuentra
completamente cornificada y la
capa mucosa evidencia cierta
descamacion.
Cambio de epitelio cuboidal a | Elinicio del estro esta definido por | ContinGa la degeneracion de células | Pequefio, avascular. Epitelio
. columnar. Mitosis presente en | una notable | epiteliales endometriales. Se | columnar lineal y Delgado. Al inicio
Utero células epiteliales y pudiendo | degeneracién/necrosis de las | recupera la actividad mitética, por lo | poca mitosis, pero aumenta a lo largo
existir o no degeneracion celular, | células epiteliales, generalmente | que se ve de manera concomitante | de esta etapa. Ocasional
y leve infiltracibn de células | primero se produce en glandulas. | actividad mitética y degeneracion. degeneracion celular y visualizacion
inflamatorias. Dilatacion hacia el | Pérdida de la actividad mitética. de edema hacia el final de esta etapa.
final de esta fase. Infiltracion de leucocitos.
Dilatacion puede persistir hasta el
final de esta etapa.
Cuerpo lateo frecuentemente | Cuerpo luteo degenerado, | Cavidad de cuerpo luteo todavia | Cuerpo liteo grande, vacuolado y
. degenerado. Vacuolas | frecuentemente presente. Algunos | puede contener fluido. Mas pequefio | formacion de tejido fibroso en cavidad
e citoplasméticas generalmente | cuerpos liteos pequefios con | que en diestro. Poca presencia de | central.

presentes. Proliferacién de tejido

fibroso en cavidad central

células con citoplasma basdéfilo,
cavidad central llena de fluido, y

no hay presencia de tejido fibroso.

células basofilas. Generalmente sin

tejido fibroso.

Tabla 2: Resumen de caracteristicas histologicas del tracto reproductiva de rata hembra durante su ciclo estral (Modificada de
Westwood, 2008).
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Figura 6: Frotis vaginales de rata que representan las etapas de: proestro, estro,
metaestro y diestro (Hubscher y col, 2005).

Aceite de palta

Los lipidos constituyen una parte fundamental de la alimentacién. Durante las
Ultimas dos décadas se ha producido un aumento de la disponibilidad como también en el
consumo total de grasas (Albala y col., 2003), experimentandose cambios tanto en la
cantidad y calidad de aceites. La palta (Persea Americana Mill), es una planta que
pertenece a la familia Lauraceae; corresponde a un fruto en forma de drupa con una
delgada céscara brillante y generalmente de color verde (Sampaio y Leonel, 2008). Su
fruto tiene un contenido oleoso extremadamente alto, siendo el componente mayoritario
de su peso seco. La pulpa fresca también provee aceite de alta calidad siendo una
excelente fuente de &cidos grasos monoinsaturados, acidos grasos poliinsaturados, &cido
oleico, &cido linoleico y acido linolénico (Nayak y col., 2008; Tango y col., 2004), que
pueden presentar potenciales efectos benéficos sobre la salud. Las proporciones de
lipidos tanto en el fruto como en el aceite se evidencian en las tablas 3 y 4,
respectivamente.
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Fitoquimico Cantidad/100g
Acidos grasos saturados totales (g) 2,13
16:0 2,08
Acidos grasos monoinsaturados totales (g) 9,80
18:1 (g) 9,07
Acidos grasos poliinsaturados totales (g) 1,82
18:2 (9) 1,67
18:3 (9) 0,13

Colesterol (mg) 0

Stigmasterol (mg) 2,0
Campesterol (mg) 5,0
Beta-sitosterol (mg) 76,0

Tabla 3: Composicion del fruto Persea americana (modificado USDA, 2011)

Anélisis Acidos grasos (%)
Acidos grasos libre (%) 0,14-0,4 C14:0 Acido miristico 0,03-0,07
indice de peroxidos (meqg/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 &cido heptadecanico -
Fitosterol (%) 0,43 C17:1 &cido heptadecanoico -
B-sitosterol (%) 0,32 C18:0 &cido esteérico 0,4-1,0
Clorofila (ppm) - C18:1 acido oleico 56-74
Vitamina E (%) 292 C18:2 4cido linoleico 8-19
A Tocoferol (ppm) 292 C18:3 acido a linolénico 0-2
B/y — tocoferol (ppm) 0 C20:0 &cido araquiddnico 0-1,05
Cobre (ppm) - C20:1 acido gadoleico -

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

Estudios en sujetos hipercolesterolémicos han demostrado que el consumo de
dietas enriquecidas en este fruto produce mejorias en el perfil lipidico sanguineo:
disminucion de LDL colesterol y triglicéridos. Ademas de incrementar los niveles de HDL
colesterol, todos los efectos anteriores llevan a una disminucién del riesgo de

enfermedades aterosclerdticas cardiovasculares (Colquhoun y col., 1992; Alvizouri-Munoz
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y col., 1992; Carranza y col., 1997). Las investigaciones centradas en el aceite de palta se
basan principalmente en los beneficios sobre el perfil lipidico, dado principalmente por su
alto contenido de &cidos grasos mono y poliinsaturados. Lo anterior se condice con la
evidencia de que dietas ricas en grasas insaturadas y fitoesteroles ayudan a la reduccion
de las concentraciones de colesterol plasmatico (Lottenberg y col., 2002; Salgado y col.,
2008), disminuyendo significativamente el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Hu, 2003), particularmente, el B-sitosterol contribuye a la reduccion de colesterol por un
blogueo en la absorcién intestinal de colesterol dietario (Heinemann y col., 1993) Ademas
su ingesta podria ser parcialmente responsable de la menor incidencia de cancer de
préstata, colon y mama entre vegetarianos, hombres y mujeres, de paises asiaticos por su

mayor consumo, en comparacion a la poblacion occidental.

A partir de los beneficios citados anteriormente surge la necesidad de continuar
investigando con respecto a otras propiedades que pudiesen exhibir los fitoesteroles, ya
que cabe destacar que su estructura posee una gran similitud a las hormonas
esteroidales, por lo que se podria presumir una potencial actividad estrogénica pudiendo

ser util como coadyuvante en el tratamiento sintomatico de las mujeres climatéricas.

Fitoesteroles

Los fitoesteroles corresponden a un grupo de esteroides producidos por las
plantas y comprenden el mayor componente de la dieta hum ana (Moreau y col., 2001;
Ostlund, 2002).

La mayor fuente de fitoesteroles de la dieta proviene de aceites vegetales (Moreau
y col., 2001), como el de Persea Americana. Tanto el fruto como el aceite de palta poseen
una gran cantidad de fitoesteroles, principalmente son 3 los que se presentan en mayor
proporcion: stigmasterol, campesterol y B-sitosterol (BSS), siendo este ultimo el que tiene

mayor abundancia, tanto bajo la forma BSS como de glucésido (BSSG) Figura 7.

En humanos, menos del 10% del total de BSS consumido en la dieta es absorbido
en el intestino (Heinemann y col., 1991), mientras que en ratas, aproximadamente el 4%
de BSS es absorbido (Sanders y col., 2000). La ingesta de fitoesteroles mediante la dieta

en humanos se encuentra dentro de los rangos de 40 a 400 mg al dia (Moghadasian,
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2000; Vuoristo y col., 1994), aunque en dietas occidentales la ingesta de fitoesteroles es
baja y se aproxima a los 80 mg/dia (Moghsdasian, 2000).

|
\f"‘\-v’L ~
|

Campesterol

r

B-Sitosterol Stigmasterol

Figura 7: Estructura de B-sitosterol, campesterol y stigmasterol (modificado de Awad y
Fink, 2000).

Los fitoesteroles poseen similitud estructural con el colesterol a excepcion de la
posicion del C,4 en la cadena lateral del esterol. Algunos estudios sugieren que los
fitoesteroles afectan el sistema reproductivo de animales ya que tendrian efectos
estrogénicos (Malini y col., 1992; Rosenblun y col., 1993). El BSS seria agonista débil del
receptor de estrogenos (ERs) a y B, preferentemente del receptor  (Gutendorf y col.,
2001). Por lo tanto, los fitoesteroles serian potenciales disruptores endocrinos en

animales.

Extractos de efluentes de rios de la zona central de Chile, que reciben los residuos
de industrias papeleras (los cuales son ricos en fitoesteroles) evidenciaron efectos
estrogénicos, como el aumento de la vitelogenina circulante en trucha arcoiris circulante,
incremento de CYP19a (Citocromo P450 aromatasa 19a) y de los niveles de 17f3-
estradiol (Orrego y col, 2010). Otros estudios reportan que el BSS se acumula en
animales de laboratorio (Sugano y col., 1978: Awad y col., 1997) y alteran los niveles de
esteroides sexuales en humanos (Moghadasian, 2000), animales (Nieminen y col., 2003)
y peces (Mellanen y col., 1996; Nakari y col., 2003). También este fitoesterol ha exhibido
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, anticancerigena, inmunomoduladoras,

antiateroscleroticas (Ambavade y col., 2014).
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Antecedentes de tesis

Las investigaciones que se refieren al efecto estrogénico del BSS concuerdan con
investigaciones previas en el Laboratorio de Toxicologia de la Escuela de Quimica y
Farmacia de la Universidad de Valparaiso, donde se evidencié un efecto estrogénico del
aceite de palta en ratas, mediante los ensayos Allen — Doisy y uterotrépico (ambos
modelos desprovistos de estradiol: por ovariectomizacion en Allen-Doisy y por inmadurez
sexual en uterotrépico). En los animales tratados con el aceite de palta hubo una
induccién y persistencia de etapa estro, lo que indica que este aceite tiene propiedades
estrogénicas, ya que el estro se induce en respuesta al aumento de la concentracion de
estradiol. Por otro lado, en el ensayo uterotrépico, se indujo un aumento significativo del
peso uterino del 232% en comparacion a animales sin tratamiento, teniendo una potencia
similar al bisfenol A (sustancia sintética de actividad estrogénica comprobada) (Ledn y
Pefia, 2012).

En otro estudio se realizo la evaluacion del aceite mediante via oral en el modelo
roedor de menopausia, obteniendo efectos estrogénicos en tejido vaginal (cornificacion
del epitelio y células esporadicas en frotis) y uterino, aunque en este Ultimo tejido no hubo
efectos uterotrépicos evidentes (Vozmediano, 2013).

El presente trabajo tiene por objeto evaluar el efecto de los fitoesteroles més
abundantes del aceite de palta: BSS, campesterol y stigmasterol, para determinar si la
estrogenicidad del aceite puede ser atribuida a estos compuestos. Se utilizé un modelo de
administracion aguda para verificar si los efectos estrogénicos del aceite de palta se

observan también a nivel temprano.
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V. HIPOTESIS
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El efecto estrogénico agudo asociado al aceite de palta se atribuye a la presencia
de B-sitosterol, campesterol y stigmasterol en su compaosicion.
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V. OBJETIVOS
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Objetivo general:

e Evaluar efecto estrogénico agudo de aceite de palta y fitoesteroles en el modelo

roedor de menopausia.

Objetivos especificos:

o Evaluar el efecto de la administracién aguda de aceite de palta y fitoesteroles

sobre el peso corporal.

e Evaluar cambios morfométricos en tejido uterino, en respuesta a la administracion

aguda de aceite de palta y fitoesteroles.

e Evaluar cambios en cornificacion de epitelio vaginal en respuesta a la

administracién aguda de aceite de palta y fitoesteroles.
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VI. METODOLOGIA
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Animales de experimentaciéon

Se seleccionaron 18 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley del Laboratorio de
Toxicologia de la Escuela de Quimica y Farmacia. Los animales empleados tenian un
peso minimo de 250 g y fueron mantenidos bajo condiciones controladas de ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 horas (luz 6AM-6PM), temperatura a 21°C + 3°C y acceso ad
libitum a alimento (Lab Rat Diet, Champion ®) y agua potable. Los procedimientos fueron
sometidos a certificacion de bioética para manejo y uso de roedores de experimentacion
por el Comité Institucional de bioética para la Investigacibn con Animales de la

Universidad de Valparaiso.

Generacién de modelo de menopausia

Se realiz6 un seguimiento de al menos dos ciclos estrales estables consecutivos
determinados por frotis vaginales los que se observaron al microscopio éptico bajo un
aumento de 10x o 40x. Una vez confirmada la ciclicidad normal del animal, las ratas
fueron anestesiadas con ketamina al 10% y xilacina al 2% en dosis de 90 y 10 mg/kg
respectivamente, y posteriormente se llevo a cabo la ovariectomizacion bilateral, como se
describe en las Guias de la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo
(OECD, 2007). Posteriormente, se realiz6 un seguimiento de cuatro semanas del ciclo
estral hasta la mantencion de la etapa diestro. De manera adicional se monitorizé la
ingesta diaria de alimento y agua mas observaciones conductuales, y semanalmente el

peso corporal.

Para la administracion, los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro
grupos, para control negativo y positivo de 3 animales cada uno y los grupos de estudio
(fitoesteroles y aceite de palta) de 6 animales cada uno. El grupo control negativo sera
tratado via gavage, por 3 dias con suero fisioloégico: 2 mL/dia; el grupo control positivo,
estradiol (Sigma, N°CAS 50-28-2): 50 ug/kg via subcutédnea (Castillo, 2010); aceite de
palta: 2 mL/Kg/dia via gavage Yy fitoesteroles 10,0 mg/Kg/dia (NDS N-25 compuesta por
un 70-80% de p-sitosterol, 15% Campesterol y 2% de stigmasterol, donado por la
empresa NUTRARTIS).
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Ensayo uterotropico

La dosis de fitoesteroles por kilogramo de peso administrados a los animales de
experimentacion se determind a partir de la realizacién de un estudio preliminar, el que
evaluo efecto uterotrépico a distintas concentraciones de B-sitosterol en hembras juveniles
segun las guias de procedimiento de OECD 440 (2007). Para ello, se utilizaron ratas
hembras de la cepa Sprague Dawley de 18 dias post-natales. La sustancia de estudio
correspondi6 a BSS y a una suspension dispersable de fitoesteroles, ambos
administrados via subcutdnea durante 3 dias consecutivos, el primero a 3 grupos de
ensayo: 2,5; 5,0y 7,5 mg/kg, y el segundo, a 2 grupos de estudio: 6,6 mg/kg (contiene 5,0
mg/kg de BSS) y 10mg/kg (contiene 7,5 mg/kg de BSS), ademas de un grupo control
negativo (cada grupo consta de 5 animales). Una vez finalizada la administracion, los
animales fueron necropsiados, para luego extraer los Uteros y registrar sus pesos tanto
hamedos como secos. Por otro lado, se monitoriz6 diariamente el peso corporal de cada

animal.

Recoleccion de muestras

La recoleccion de muestras se realizdé al término del periodo de exposicién. La
eutanasia se llevd a cabo por asfixia con CO,. Se recolectaron cuidadosamente los
6rganos reproductores (Gtero y vagina), los cuales fueron pesados y fijados en

paraformaldehido al 4%.

Evaluacion histolégica

Las muestras fueron incluidas en parafina, de acuerdo a procedimientos de rutina.
Se cortaron secciones histolégicas de 5 micrometros las que fueron teflidas con
hematoxilina y eosina posteriormente se examinaron por microscopia Optica. Las
imagenes fueron procesadas con el programa Micrometrics SE Premium 4.0 para la
evaluacion morfoldgica tanto en secciones de tejido uterino como en tejido vaginal.

Se analizaron 4 secciones histolégicas por cada animal de cada grupo
experimental, y asi se determinaron los siguientes parametros de evaluacion: grosor del
epitelio uterino, endometrio y miometrio, cuantificacibon de glandulas uterinas y

circunferencia de lumen uterino. En tejido vaginal, se evalud el grosor del epitelio.
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Analisis estadistico

Se utilizé el analisis ANOVA de mediciones repetidas de dos vias para consumo
de agua, alimento y variacién de peso corporal. Y para la evaluacion de los resultados

morfométricos se utilizé el andlisis de varianza ANOVA de una via (p<0,05).
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VII. RESULTADOS
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A continuacién se presentan, en primer lugar, los resultados del estudio preliminar
realizado para determinar la concentracion de fitoesteroles a utilizar en el modelo roedor
de menopausia. Posteriormente se entregan los resultados de los pardmetros elegidos
para la evaluacion de estrogenicidad en el modelo roedor de menopausia anteriormente
mencionado, los que corresponden a consumo de alimento y agua, variacion de peso
corporal, efecto uterotrépico, citologia vaginal y evaluacion morfométrica. Esta ultima
incluye las siguientes mediciones: circunferencia de lumen uterino, grosor epitelial, grosor
endometrial y miometrial, cuantificacion de glandulas uterinas y grosor de epitelio vaginal.
Las abreviaciones utilizadas para presentar los resultados son: S, E, AP y FE, las que

corresponden a suero, estradiol, aceite de palta y fitoesteroles, respectivamente.
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Ensayo preliminar

Las ratas pre-puber (18 dias) recibieron via subcutanea 6 tipos de tratamientos:
grupo control negativo; 2,5 mg/kg BSS; 5,0 mg/kg BSS; 7,5 mg/kg BSS; 6,6 mg/kg de FE y
10 mg/kg de FE.

En la figura 8 se observa, a modo cualitativo, una pequefia variacion en la
tonalidad del area genital con respecto al grupo control. Los genitales externos se
aprecian con un tono rosado mas pronunciado, ademas se observa mayor tamafio y

turgencia del area genital.

"
&
¥y

7,5 mg/kg BSS 3 6,6 mg/kg FE 10 mg/kg FE

Figura 8: Genitales externos representativos de cada grupo de estudio.

En la tabla 5 se presentan los resultados del ensayo preliminar. En cuanto al peso
corporal y a la variaciéon de éste, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos de estudio (ANOVA de dos vias, mediciones repetidas, p<0,05). Para la relaciéon
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peso

uterino/peso corporal,

tampoco se hallaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos experimentales (ANOVA de una via, Test de Dunnett,

p=0,0761).

Tratamiento

Peso

corporal
final

Variacion de
peso

Peso utero
himedo

Peso Utero seco

Peso utero
himedo/peso
corporal

Peso utero
seco/peso
corporal

Suero

2,5 mg/ke
BSS

5,0 mg/kg
BSS

7,5 mg/kg
BSS
6,6 mg/kg FE

10 mg/kg FE

39,0+1,0

38,0 +3,7

34,0+29

340+2,7

48,0+1,2

52,0 +1,2

corporal

4,0+1,0

8,0+2,5

50+2,2

3,0+3,0

6,0+1,0

4,0 41,2

0,0232 + 0,0006

0,0285 + 0,0014

0,0259 + 0,0005

0,0239 + 0,0003

0,0270 + 0,0003

0,0309 +0,0013

0,0214 + 0,0004

0,0232 +0,0013

0,0219 + 0,0005

0,0206 + 0,0003

0,0238 + 0,0003

0,0272 + 0,001

6,0e-4 + 2,4e-5

7,7e-4 +7,8e-5

7,8e-4 + 5,8e-5

7,4e-4 + 8,4e-5

5,6e-4 + 1,6e-5

5,9e-4 + 3,8e-5

5,5e-4 + 2,0e-5

6,4e-4 + 8,7e-5

6,6e-4 +5,1e-5

6,4e-4 + 6,4e-5

5,0e-4 +1,7e-5

5,2e-5 + 3,0e-5

Tabla 5: Pesos corporales iniciales y finales de cada grupo durante el tiempo de estudio,
con su respectiva variacion, peso uterino y relacion peso uterino/peso corporal. Los
resultados se presentan como promedio + error estandar.

La escasa literatura con respecto a la toxicidad de estas sustancias sefiala que a

dosis de 10 mg/kg administrada via subcutanea a roedores, se genera una moderada

proliferacion fibroblastica alrededor de los I6bulos hepético, debido a lo cual los conductos

biliares aparecen obliterados a la vez que disminuyen marcadamente las proteinas

séricas (Malini y Vanithakumari, 1990). Por este motivo, se decidié administrar la dosis de

10 mg/kg de FE al grupo experimental en el modelo roedor de menopausia.

Estudio en modelo roedor de menopausia

Consumo de aguay alimento

En todo estudio en que se utilicen animales de experimentacién es necesario

monitorizar en consumo de alimento y agua, éste se realiz6 durante todo el periodo de
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administracion. En la tabla 6 y en la figura 9 se presentan los resultados correspondientes
al seguimiento de consumo de agua y comida respectivamente, para los 4 grupos de
estudio.

En cuanto al consumo de agua, se observa que fue similar entre los grupos
durante los 3 dias de administracion. Sélo hubo diferencia de leve significancia el dia 2 de
administracion entre el grupo de suero y el de aceite de palta (ANOVA de dos vias,
multiples comparaciones, p< 0,05).

S 21,67 +1,93
E 18,90 + 1,47
AP 15,53 +1,47
FE 20,80 +1,44

Tabla 6: Consumo de agua por cada grupo experimental, expresado como promedio +
error estandar. S: suero, E: estradiol, AP: aceite de palta, FE: fitoesteroles.

Con respecto a la ingesta de alimento, fue similar en todos los grupos durante los
3 dias de administracién, no hubo diferencias significativas entre estos, sélo hubo
diferencias el segundo dia de administracién entre el grupo S y AP (ANOVA de dos vias,
multiples comparaciones, p< 0,05).
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Consumo de alimento

¥

10,0

Cantidad de alimento (g)

5,0

0,0 +
1 2 3

Dias de administracion

Figura 9: Consumo diario de alimento, expresado como promedio + error estandar
de los grupos de experimentacion. S: suero, E: estradiol, AP: aceite de palta, FE:
fitoesteroles. *Diferencias significativas (ANOVA de dos vias, multiples comparaciones, p<
0,05).

Variacién de peso corporal

No hubo cambios significativos en la variacion dia a dia entre los grupos durante el
periodo de administracion. El andlisis de estos resultados permiti6 detectar cambios
significativos de variacion de peso sélo entre el dia final y el dia inicial del estudio. Esta
diferencia significativa se presenta entre el grupo S y E, también hay significancia
estadistica entre los grupos S y FE pero de menor magnitud (ANOVA de dos vias,

multiples comparaciones, p<0,05, Figura 10).

31



Variacion de peso corporal durante periodo de estudio
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Figura 10: Variacion de peso corporal durante los dias de estudio de cada uno de los
grupos de experimentacién. Se presentan los datos promedio de cada grupo. *, **

Diferencias significativas (ANOVA de dos vias, multiples comparaciones, p<0,05).
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Efecto uterotropico

Una vez finalizado el estudio, se recolectaron las muestras de Uteros de cada
animal, estos valores se normalizaron segun el peso corporal. Esta relacion de peso
uterino por peso corporal se expone en el siguiente grafico para cada grupo de ensayo.
S6lo se evidencia una respuesta significativa entre los grupos de suero y estradiol
(ANOVA de una via, test de Dunnett, p< 0,0001). En los animales correspondientes a los
grupos de AP y FE no hubo diferencias estadisticamente significativas. En la tabla 7 se
adjuntan datos de variacion de peso corporal, peso Utero himedo y seco, ademas de sus

respectivas relaciones con el peso corporal.

Efecto uterotropico
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Figura 11: Relacién de peso uterino segun peso corporal. S: suero, E: estradiol, AP:
aceite de palta, FE: fitosteroles. **** Diferencia estadisticamente significativa, en
comparacion con el grupo control (ANOVA de una via, test de Dunnett, p <0,0001). Los
valores se expresan como promedio + error estandar.
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Tratamiento | Variacion de Peso utero Peso Utero seco Peso Utero Peso utero

peso himedo humedo/peso seco/peso
corporal corporal corporal

Suero 13,3+1,7 0,1231+0,0071 0,1075+0,0063 3,5e-4+2,3e-5 3,0e-4+2,1le-5

E -18,3+1,7 0,3794 +0,0056 0,2278 +0,0127 1,1e-3+2,1e-5 6,4e-4+4,1e-5
AP -25+2,1 0,1255+0,0110 0,1143 +0,0089 3,3e-4+3,0e-5 3,0e-4+2,7e-5
FE -5,8+0,8 0,1266 +0,009 0,1107 +0,0055 3,3e-4+2,5e-5 2,9e-4+2,2e-5

Tabla 7: Pesos corporales iniciales y finales de cada grupo durante el tiempo de estudio,
con su respectiva variacion, peso uterino y relacion peso uterino/peso corporal. Los
resultados se presentan como promedio + error estandar.

Ciclo estral

La citologia vaginal se monitoriz6 durante los 3 dias de administracién para cada
grupo de estudio. Tanto para el grupo S como para el grupo E se tuvieron los resultados
esperados, que fue la mantencién de la etapa diestro (figura 12a y 12e) y la induccion y

mantencion de la etapa estro (figura 12b y 12f), respectivamente.

En los grupos de AP y de FE, se observaron claramente células cornificadas en los
frotis vaginales. La presencia de estas células fue a partir del segundo dia de
administracion, y en algunos animales se registrd una mayor densidad en los campos de
observacion, por lo que se denomind pseudo-estro a la presencia, o que se evidencia en
las figuras 12c y g, y 12d y h, para los grupos aceite de palta y fitoesteroles
respectivamente. En la figura 13 se presenta el seguimiento de la citologia vaginal de

cada animal.
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Figura 12: Frotis vaginales representativos de cada grupo de estudio, obtenidos del dia 3 de administracion. a (10x) y e (40x) grupo
S, b (10x) y f (40x) grupo E, ¢ (10x) y g(40x) grupo AP, d (10x) y h (40x) grupo FE.
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Figura 13: Seguimiento de ciclo estral. a) grupo S, b) grupo E, c¢) grupo AP y d) FE. Las siglas utilizadas en el eje Y, D corresponde
a la estapa diestro, P a la etapa proestro, E a la etapa estro y e corresponde a un pseudo-estro donde hubo presencia de células
cornificadas esporadicas



Histologia de Utero v vagina

A continuacion se presentan los resultados de los estudios histolégicos de las

muestras recolectadas, tanto de Gtero como de vagina. Los parametros morfométricos

evaluados corresponden a: circunferencia de lumen uterino, grosor epitelial tanto de Utero

como de vagina, grosor endometrial y de miometrio, ademas de cuantificacion de

glandulas uterinas.

Circunferencia de lumen uterino

Se observaron diferencias extremadamente significativas entre los grupos de Sy E

(ANOVA de una via, Test de Dunnett, p< 0,0001, figura 14). Entre los grupos de estudio

correspondientes a AP y FE en relacion al control negativo no presentan diferencias

significativas de este pardmetro evaluado.
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Figura 14: Circunferencia de lumen uterino (um) de los grupos S, E, AP y FE. Resultados
expresados como promedio + error estdndar. ***Diferencias estadisticamente

significativas (ANOVA de una via, Test de Dunnet, p< 0,0001).
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Grosor epitelial

En relacion a este pardmetro morfométrico, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos S y E, como también entre S y FE, aunque estas ultimas
con una menor significancia (ANOVA de una via, Test de Dunnett, p< 0,0001). No hubo
diferencias significativas entre los grupos Sy AP. Lo anterior se grafica en la figura 15 A.
Con respecto a las imagenes B, C, D y E de la figura, se puede apreciar la diferencia de
tamafio de los epitelios de cada grupo experimental. La imagen B que corresponde al
grupo S, donde se ve un epitelio delgado y cuboidal, a diferencia de las otras imagenes en
donde se aprecia un epitelio mas grueso y las células adquieren una forma columnar,

siendo mayor en los grupos E y FE, en las imagenes C y E, respectivamente.

A

Grosor epitelio uterino

40
*okokok

c 30

20

Figura 15: Grafico (imagen A) muestra grosor epitelio uterino (um), valores presentados
como promedio + error estandar por cada grupo de estudio. ****** Diferencias
significativas (ANOVA de una via, Test Dunnett, p< 0,0001). Imégenes B, C, D y E,
correspondiente a las grupo S, E, AP y FE respectivamente, flechas negras indican
epitelio uterino.
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Grosor endometrial

Con respecto al grosor endometrial, hubo diferencias extremadamente
significativas entre el grupo suero con el grupo de estradiol, al igual que al compararlo
con el grupo de fitoesteroles. En cuanto al grupo de aceite de palta, las diferencias
encontradas también son significativas pero de menos magnitud (ANOVA de una via, Test
de Dunnett, p<0,0001). Lo anterior se representa en la figura 16. La diferencia de grosor
endometrial es evidente en las fotografias de la figura 16, en donde se aprecia el notorio

cambio de tamafio en los grupos E, AP y FE, en las imagenes C, D y E, respectivamente.
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Figura 16: Grosor de endometrio uterino para cada grupo de estudio, valores presentados
como promedio + error estandar. ***, **** Diferencias significativas (ANOVA de una via,
Test de Dunnett, p<0,0001). Imagenes corresponden a secciones histologicas
representativas de cada grupo. B, C, D y E representan a los grupo S, E, AP y FE,
respectivamente. La letra E indica endometrio uterino.
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Grosor miometrial

El grosor de miometrio uterino de los diferentes grupos de experimentacién, fue
estadisticamente distinto entre los grupos S y E, y no fue significativo al comprarlo con los
grupos AP y FE, aunque se evidencia una leve tendencia de éstos a tener un mayor
grosor (ANOVA de una via, Test de Dunnett, p<0,0001, Figura 17).

Grosor miometrio
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Figura 17: Grosor de miometrio uterino de cada grupo de experimentacién. Los valores se
representan como promedio + error estandar. **** Diferencias significativas (ANOVA de
una via, Test de Dunnett, p<0,0001).
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Cuantificacion glandulas uterinas

En relacion a este parametro de evaluacion, se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos para los grupos E, AP y FE al compararlos con el grupo
control negativo. Las diferencias de mayor magnitud corresponde al grupo E, y para el
grupo AP y FE, es de menor magnitud pero igual para ambos (ANOVA de una via, Test
de Dunnett, p= 0,0018). Figura 18.
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Figura 18: Cuantificacion de glandulas uterinas de cada grupo de experimentacion.
Resultados se expresan como promedio + error estandar. *,*** Diferencias significativas
(ANOVA de una via, Test de Dunnett, p= 0,0018).

En la figura 19, se presentan imagenes representativas de cada grupo
experimental, las flechas negras indican presencia de glandulas uterinas y la sigla L,

lumen uterino.
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Figura 19: Secciones histoldgicas representativas de cada grupo experimental. A, B, C y D, corresponden a los grupos S, E, AP y
FE, respectivamente. Aumento 40x.



Grosor epitelio vaginal

En cuanto al grosor del epitelio vaginal, se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos para los grupos E, AP y FE al compararlos con el grupo S. Las diferencias
significativas halladas fueron mayor en el grupo E y en menor grado en los de AP y FE

(ANOVA de una via, Test de Dunnett, p<0,0001). Lo anterior se representa en la figura 20.
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Figura 20: Resultados de grosor epitelio vaginal para cada grupo de experimentacion. Se
representan como promedio + error estandar. *,**** Diferencias significativas (ANOVA de
una via, Test de Dunnett, p<0,0001).

A continuacion, en figura 21 se puede apreciar distintas secciones histoldgicas de
vagina, representativas de cada grupo.
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Figura 21: Distintas secciones histoldgicas de vagina, representativas de cada grupo experimental. Las imagenes A, B, Cy D, se
presenta aumento 10x; las imagenes E, F, G y H, se presenta aumento 40x. Flechas negras indican epitelio vaginal. Las imagenes A
y E corresponden al grupo S, las imagenes B y F al grupo E, las imagenes C y G al grupo AP vy finalmente las imagenes D y H al

grupo FE.
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VIII. DISCUSION
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Este trabajo de tesis continua la linea de investigacion de estrogenicidad del
Laboratorio de Toxicologia de la Escuela de Quimica y Farmacia de la Universidad de
Valparaiso. Los estudios previos que confirmaron la estrogenicidad del aceite de palta
corresponden a Castillo (2010), Le6n y Pefia (2012) y Vozmediano (2013). En estos no
solo se confirmd que el aceite de palta es estrogénico sino que ademas se termind por
validar un modelo y periodo de administracion para el estudio del posible uso terapéutico
de esta sustancia estrogénica. En cuanto a la investigacion realizada por Vozmediano
(2013), se evaluo el efecto en el mismo modelo roedor de menopausia pero durante una
administracién subcronica. En este trabajo también se demostré el efecto estrogénico,
evidenciandose resultados a nivel tisular, donde se encontré6 atenuacion de la atrofia
uterina y vaginal consecuencia de la deprivaciéon de estradiol, ademas hubo hallazgo de
células cornificadas esporadicas en los frotis vaginales, lo que se deberia a la
cornificacion del epitelio vaginal. Sin embargo, no hubo manifestaciones uterotrdpicas

evidentes

Los resultados obtenidos en este estudio se discuten a continuacion y estan en

amplia concordancia con los resultados anteriormente mencionados.

Estudio preliminar

El objetivo de realizar el estudio preliminar, fue la determinacion de la curva dosis
respuesta de BSS y FE, y a partir de estos resultados poder establecer la dosis de FE a

utilizar en el estudio en el modelo roedor de menopausia.

Se utilizaron tres dosis de BSS: 2,5; 5,0y 7,5 mg/kg y dos dosis de FE: 6,6 y 10
mg/kg (correspondientes a 5,0 y 7,5 mg/kg de BSS, respectivamente). La escasa literatura
con respecto a la toxicidad de estas sustancias sefiala que a dosis de 10 mg/kg
administrada via subcutdnea a roedores, se genera una moderada proliferacion
fibroblastica alrededor de los I6bulos hepatico, debido a lo cual los conductos biliares
aparecen obliterados a la vez que disminuyen marcadamente las proteinas séricas (Malini
y Vanithakumari, 1990). Por este motivo, no se utilizé la dosis mas baja de FE, debido a
gue los resultados ya obtenidos no justificaban su uso por resguardos bioéticos en el uso

racional de animales de experimentacion.
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En cuanto al efecto uterotrépico evaluado en ratas pre-puberes, no se observaron
efectos estadisticamente significativos. Probablemente, la falta de efectos evidentes en
este modelo se deba principalmente a la baja potencia del BSS y de los FE. Por lo cual, se
determind utilizar la mayor dosis de FE en el modelo roedor de menopausia. Se opt6 por
la utilizacion de los FE, debido a que como se sefala en la parte introductoria de este
trabajo, las principales fuentes de fitoesteroles son los aceites vegetales y en estos se
presentan principalmente 3: Campesterol, Stigmasterol y B-sitosterol, siendo este ultimo el
de mayor abundancia (Moreau y col, 2001), proporciones que se mantienen en la
dispersién utilizada, por lo cual seria adecuada su utilizacién en el ensayo de modelo
roedor de menopausia, ya que los resultados de la administracién de ésta se podrian
contrastar con los resultados obtenidos de la administracién de aceite de palta, abundante

en estos fitoesteroles (tabla 3).

Cabe sefialar que resultados negativos en cuanto al peso uterino no implica que

no haya cambios morfolégicos y morfométricos en tejidos blancos.

A continuacion se presentan los resultados del estudio en el modelo roedor de

menopausia.

Estudio en el modelo roedor de menopausia

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesteroles sobre el

consumo de agqua y alimento

Con respecto al consumo de agua, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio. En cuanto al consumo de alimento, al igual que
el parametro anterior, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
durante el periodo de ensayo entre los diferentes grupos, sélo en el segundo dia de
administracion hubo diferencias levemente significativas entre el grupo Sy E. A pesar de
estos resultados, si se pudo establecer que durante el tiempo de estudio el
comportamiento de consumo diario de alimento tendié a disminuir en los grupos E, AP y
FE, y a mantenerse bajo el consumo promedio del grupo S. Lo sefialado anteriormente se
explicaria a que es reconocido que los estrogenos disminuyen el apetito en modelos
animales roedores y primates (Butera y col, 1984; Czaja y col, 1974; Dubuc y col, 1985;

Johnson y col, 1994; Palmer y col, 1986). En ratas, agonistas del REa, disminuyen la
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ingesta de alimento y el tamafio de las porciones de alimento ingeridas, mientras que
agonistas del REB no exhiben este efecto, en contraposicion, en que ratones en los que
se ha bloqueado REa se evidencia hiperfagia, obesidad e intolerancia a la glucosa
(Musatov y col, 2007). En conejillos de india el estradiol también disminuye la cantidad y
frecuencia de la ingesta de alimentos, por lo tanto, el estradiol tiene propiedades
moduladoras del apetito (Roepke y col, 2010). En mujeres, la ingesta disminuye en la fase
periovulatoria, cuando los niveles de estrégeno alcanzas su maximo, y la ingesta es
mayor durante la fase lutea. Estos cambios ciclicos estan asociados con la disminucion
del consumo de carbohidratos cercano a la ovulacion, y el incremento de consumo de

grasas durante la fase lutea (Johnson y col, 1994).

En el caso del grupo AP, se le atribuye la tendencia de menos consumo de
alimento a su efecto estrogénico, pero ademas debido a que en su composicion
encontramos una importante cantidad de acidos grasos. La presencia de acidos grasos
en la dieta estimula la produccién de colecistokinina (CCK), péptido YY y péptido similar al
glucagoén (GLP-1), los dos primeros provocan una disminucion del apetito ademas de un
retraso del vaciamiento gastrico, y mientras que GLP-1 realiza una retroalimentacion
negativa con el vaciamiento gastrico (Camilleri, 2009; Hellstrom, 2006). Ademas, un
componente importante del aceite de palta es el 4cido oleico, que cuando es administrado
mediante infusion intestinal conduce a una reduccién de hasta un 80% en el vaciamiento

gastrico (Covasa y Ritter, 2000).

Estos resultados, concordarian con los obtenidos por Vozmediano (2013), dénde

se evidencié disminucion significativa de la ingesta de alimento de los grupos de estudio.

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesteroles sobre la

variaciéon de peso corporal

La variacion de peso de los grupos experimentales durante el periodo de
tratamiento arroj6 que no existen diferencias estadisticamente significativas, si se
comparan las variaciones diarias, entre los grupos S, E, AP y FE. S6lo se encontraron
diferencias en los grupos E y FE en relacion al grupo S, al comparar el peso inicial y final

de los animales (figura 10).
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Las diferencias halladas en los grupos E y FE corresponderian a que el efecto
estrogénico exhibe un comportamiento anorexigeno debido a la inhibicién del apetito, lo
cual se refleja en una disminucion de peso con respecto al grupo control. También se
sefiala anteriormente que el aceite de palta tendria propiedades estrogénicas, pero esto
no se refleja en la variacion de peso corporal, y obedeceria a que el aceite es una buena
fuente energética, por lo que las calorias ingeridas a través de éste compensarian la
disminuciéon de consumo de alimento reflejando una menor variacion de peso corporal,
compensacioén que no ocurre en los primeros dos grupos, ya que no hubo reemplazo de
calorias en los grupos restantes. El grupo S evidencié una variacion de peso corporal
positiva durante el estudio, debido a que la ovariectomizaciéon produce un estado

resultado de una deprivacion de estradiol endégeno luego de este procedimiento.

Sin embargo, aun cuando estas variaciones no son significativas, y por su
magnitud no representan importancia biolégica, debido al corto periodo de administracion
(3 dias), si es estadisticamente significativo y adquiere importancia biolégica cuando el
periodo de administracion es mas extenso, como en el estudio previo de Vozmediano
(2013) en donde la duracion abarcaba un periodo de 28 dias y este efecto se vio reflejado

en la disminucién de peso corporal en los grupo experimentales.

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesteroles sobre Utero

El ensayo uterotrépico en ratas ovariectomizadas es el método aceptado y
validado por la comunidad cientifica y organismos regulatorios internacionales que
permite evaluar la actividad estrogénica in vivo de diversas sustancias quimicas, incluidos
los compuestos naturales. Este ensayo aprovecha en el hecho de que el Utero es una
6rgano blanco para sustancias estrogénicas, debido a que expresa RE a y B, de esta
forma el ligando es capaz de unirse a éstos, lo cual desencadenara eventos celulares,
moleculares y mitéticos que se veran reflejados en un aumento del peso uterino (OECD,
2007).

El incremento de peso uterino es la culminacion de una cascada de complejos
eventos iniciada por la transcripcion de genes, esta cascada se divide en dos fases:
temprana (0-6 horas luego de la administracion inicial) y una fase tardia (12-24 horas

desde la administracion inicial). En esta Gltima se hacen evidentes eventos mit6ticos
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celulares necesarios para el crecimiento uterino, como la hiperplasia e hipertrofia celular.
(Clark y Markaverich, 1983; Clark y Peck, 1979).

Los cambios histolégicos inducidos por la presencia de actividad estrogénica
corresponden a una notable y marcada degeneracion vacuolar y epitelial con células del
epitelio endometrial que se aprecian columnares y con marcada infiltracién de

polimorfonucleares en lamina propia y glandulas endometriales (OCDE, 2007).

En cuanto al efecto uterotrépico evaluado en nuestro estudio, sélo se encontraron
diferencias significativas entre los grupos S y E. En donde se evidencia el aumento de
peso uterino en relacién al peso corporal, por el efecto de la administracién de E. Al
comparar los grupos AP y FE con el grupo control no se hallaron diferencias significativas
en este parametro (figura 11), lo cual concuerda con el estudio de Vozmediano en 2013
(administracion oral, periodo subcrénico), en donde el grupo AP no tuvo efecto
uterotrépico, no obstante se obtuvieron cambios histologicos cualitativos a los que se hara

referencia mas adelante.

Al evaluar la circunferencia de lumen uterino, también se obtuvo diferencias
significativas solo en el grupo E (figura 14). Lo que se explicaria por el hecho de que en
este grupo hubo un aumento importante del peso uterino, debido a un incremento en la
cantidad de fluido luminal, reflejAndose en estos dos parametros (Naguib y col, 2013). Sin
embargo, en grosor epitelial uterino si hubo diferencias significativas en los grupos E y FE
al compararlos con el grupo S, teniendo mayor significancia estadistica el primero. Para el
grupo AP no hubo resultados estadisticamente significativos, aunque tal como se
evidencia en figura 15 si existe transicion de células cuboidales a columnares, variando su
longitud y pudiendo apreciarse cualitativamente la relacion citoplasma:nucleo, lo que seria

una evidencia temprana de infiltracion de fluido o edema.

En relacién al grosor endometrial, se evidencian diferencias significativas tanto en
el grupo E como en los grupos AP y FE, siendo de menor significancia AP. Los grupos E y
FE tienen la misma significancia, teniendo resultados de mayor magnitud el primero.
Tanto este pardmetro como el mencionado en el parrafo anterior, indicarian actividad
estrogénica en los 3 grupos tal como se esperaba. En la figura 16 se aprecian los
cambios en este estrato uterino, asi como la génesis y desarrollo de procesos

hiperplasicos e hipertréficos, siendo més evidentes en la imagen 16C.
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En el grosor de miometrio uterino, hubo diferencias significativas para el grupo E,
una vez mas esto se explicaria por la baja potencia estrogénica de las sustancias
evaluadas, que inducirian cambios histolégicos como los ya mencionados, pero en este

estrato no son evidentes.

El dltimo parametro evaluado en este tejido fue presencia de glandulas
endometriales, en donde el analisis demuestra que hay significancia estadistica para los
grupos E, AP y FE, siendo menor en los ultimos dos. La mayor cantidad de glandulas
epiteliales se encuentran en los Uteros de los animales tratados con E, al tener menor
potencia AP y FE su aumento es menor, lo que coincide con los pardmetros anteriores,
cambios morfologicos resultado de una sustancia estrogénica. Que ocurran cambios en el
namero de glandulas endometriales y en el grosor del epitelio uterino pero sin un
incremento significativo del peso uterino, se deberia a que serian resultados de la
activacion de diferentes vias de transducciébn de sefiales. Algunas sustancias
estimularian el crecimiento celular y su interacciébn con el receptor de estrégeno
conduciria a un aumento del peso uterino, y mientras que otras interactuarian con otros
subtipos del receptor de estrégeno que estimularian procesos de diferenciacién celular
(Jefferson y col, 2002), con lo cual se podria revertir en algun grado la atrofia uterina

provocada por la ausencia de estradiol endégeno.

Ademas se evidencia que la acumulacién de fluido en la cavidad uterina es menor
en los grupos AP y FE, conclusion que se obtiene al analizar las variaciones entre peso
uterino hiumedo y seco. Esta menor acumulacién de fluido en la cavidad uterina seria
beneficioso, ya que en mujeres post-menopaulsicas estaria asociado a malignidad

endometrial (Zalel y col, 1996) y estenosis cervical (Goldstein, 1997).

Efectos de la administracion de AP v FE sobre vagina

Como se explica detalladamente en la seccion introductoria, el ciclo estral se
caracteriza por cambios morfolégicos tanto a nivel ovarico como a nivel uterino y vaginal.
Se caracteriza principalmente por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro.
Tiene una duracion promedio de 4 a 5 dias, y se encuentra regulado por el eje
hipétalamo- hipdfisis- ovario. Una molécula con actividad estrogénica induciria la etapa
estro, caracterizada por la presencia de células cornificadas (Goldman, 2007), lo cual se

puede apreciar mediante la observacion de la citologia vaginal.
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Los cambios que se registraron en el ciclo estral de los animales de
experimentacion se exponen en la figura 12 y 13. En la primera se aprecian imagenes de
frotis vaginales representativos de cada grupo de estudio, en los que se identifica la
presencia de células cornificadas en los grupos E, AP y FE. En el grupo E la densidad
célular es mucho mayor a los otros dos grupos, y estas acumulaciones de células
cornificadas se ven a lo largo de todo el frotis. En los grupos AP y FE también se hallaron
células cornificadas esporadicas distribuidas homogéneamente en el frotis y sélo en

algunos campos microscopicos.

La presencia de células cornificadas en la citologia vaginal es resultado de la
cornificacion del epitelio vaginal en la etapa proestro y posterior descamacion tanto del
epitelio mucoide como cornificado en la etapa estro. Debido a la densidad célular hallada
en los frotis vaginales, para efectos de registro y presentacion de resultados en la figura
13 se registra la etapa e (pseudo-estro), que no alcanza la magnitud de una etapa estro
pero que si manifiesta la presencia de células esporadicas mencionadas con anterioridad.
La induccién y posterior mantencion de la etapa estro en el grupo E fue durante los 3 dias,
a diferencia de los grupos AP y FE, que se visualizé en su gran mayoria entre los dias 2 y
3.

Por otro lado el grosor del epitelio vaginal, fue estadisticamente significativos en
los grupos E, AP y FE al compararlos con el grupo control. Los grupos AP y FE, tuvieron
menor significancia estadistica que el grupo E (figura 20). Estos resultados explicarian las
diferencias encontradas en la citologia vaginal. Y al asociar estos resultados junto a los
resultados obtenidos en tejido uterino, se explicaria que las respuestas obtenidas
reafirman la presencia de propiedades estrogénicas en AP y FE, pero la potencia de ésta
es mucho menor al compararla con E. La diferencia en las respuestas proliferativas entre
los epitelios uterinos glandulares y luminales, y del epitelio vaginal como resultado a la
exposicion a compuestos estrogénicos, se deberia a un retraso en las respuestas
mitoticas en el epitelio glandular (Finn y Martin, 1973). Milligan y col (2002) observaron un
incremento del indice mit6tico en tejido vaginal pero no en utero, que presentaria un perfil

similar a los resultados obtenidos.

Tanto la cornificacion, como la proliferacién acompafiada de acumulacién de fluido
en el epitelio vaginal, respuestas caracteristicas a una sustancia estrogénica, podria ser

de utilidad en la prevencion de la sequedad vaginal experimentada por las mujeres
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menopadusicas, la cual va acompafiada de picazén, ardor y dolor, manifestaciones que

generan molestias y afectan la calidad de vida de las mujeres.
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El aceite de palta y los fitoesteroles no tuvieron efectos anorexigenos
significativos, ni tampoco en la variacion del peso corporal debido al corto periodo
de administracion durante el estudio.

En Gtero, el aceite de palta y los fitoesteroles indujeron efectos estrogénicos de
baja potencia manifestados como cambios en: epitelio, endometrio y glandulas
uterinas, lo que podria revertir la atrofia generada por la deprivacion de estradiol
endogeno.

En vagina, se manifestaron cambios en la citologia vaginal y en el grosor del
epitelio. Debido a que el aceite de palta y los fitoesteroles indujeron cornificacion y

descamacion del epitelio.

Tanto el aceite de palta como los fitoesteroles exhiben un efecto estrogénico

agudo en el modelo roedor de menopausia.
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