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RESUMEN




La menopausia corresponde a un hecho fisiologico inevitable que manifiesta el cese
definitivo de la actividad ovarica con disminucion de los niveles hormonales de estrogeno.
Como consecuencia, se ven afectados principalmente y progresivamente los sistemas
reproductivo, cardiovascular y 0seo, ocurriendo en este Gltimo un incremento en la
remodelacion Osea y pérdida de masa O0sea que podria desencadenar una osteopenia u
osteoporosis. En estudios previos en el Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de
Valparaiso se evidencio la estrogenicidad del aceite de palta y fitoesteroles en vagina y
utero de un modelo roedor de menopausia. Dado que el estado éseo se deteriora durante la
menopausia, en esta tesis se plante6 evaluar si el efecto estrogénico del aceite de palta y de
los fitoesteroles ayuda a preservar la masa 0sea en el modelo roedor de menopausia. Con
este fin, se utilizaron 24 hembras ovariectomizadas de la cepa Sprague-Dawley divididas en
los siguientes 4 grupos de tratamiento: solucién salina (control negativo), estradiol (control
positivo), aceite de palta y fitoesteroles. Los tratamientos fueron administrados durante 35
dias. Se realizaron diversas observaciones incluyendo consumo de alimento y agua y peso
corporal durante el tratamiento. Al término del periodo de administracion, los animales
fueron eutanizados para las observaciones histologicas de Gtero, ovario y hueso. En cuanto
al consumo de alimento, se observd efecto anorexigeno en los animales tratados con
estradiol y aceite de palta. Por otro lado, se observd cornificacién y aumento de grosor del
epitelio vaginal en los grupos estradiol, aceite de palta y fitoesteroles, aunque solo el grupo
estradiol demostr6 efecto uterotrdpico estadisticamente significativo. Finalmente, se
observo un aumento del espesor cortical de la tibia en los grupos estradiol y aceite de palta,
pero no en fitoesteroles. En conclusion, el aceite de palta demostrd tener efectos

estrogénicos demostrables en un modelo roedor de menopausia.



ABSTRACT




Menopause is an inevitable physiological event brought about by a decrease in the level of
estrogen after the cessation of ovarian activity. As a consequence, the reproductive,
cardiovascular and osseous systems are progressively affected. In the latter, there is an
increase in bone remodeling and loss of bone mass which could trigger osteopenia or
osteoporosis. Previous studies in the Laboratory of Toxicology of the University of
Valparaiso showed that avocado oil has estrogenic properties on vagina and uterus of a
rodent menopause model. Since bone health declines during menopause, in this thesis we
studied if the estrogenic properties of avocado oil and phytosterols help preserve bone
health in the rodent model of menopause. In order to do this, twenty-four ovariectomized
Sprague-Dawley females were divided into 4 treatment groups: saline solution (negative
control), estradiol (positive control), avocado oil and phytosterols. Observations included
water and food consumption and body weight during treatment. At the end of
administration, all animals were euthanized for histology of uterus, ovaries and bone. As
for food consumption, animals treated with estradiol and avocado oil showed anorexigenic
effect. On the other hand, cornification and increased thickness of the vaginal and uterine
epithelium were observed after avocado oil and and phytosterols. However, only estradiol
induced a statistically significant uterotropic effect. Finally, an increase in cortical
thickness of the tibia was seen in both the estradiol and in the avocado oil group. In
conclusion, avocado oil was shown to have estrogenic effects in a rodent model of

menopause.
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Menopausia

La menopausia corresponde a un hecho fisiolégico inevitable que manifiesta el cese
definitivo de la actividad ovéarica con disminucion de los niveles de estrogeno y que por
consecuencia da término a la etapa fértil de la mujer. La menopausia suele aparecer después
de los 40, con un promedio de edad de 51 afios en la poblacion mundial (Baffet y col.,
2015). En Chile, se estima una poblacién de mujeres de 45 afios 0 mas de alrededor de 3
millones, aproximadamente un 17,2 % de la poblacion total, la cual estaria dentro del rango

de la etapa menopdusica (INE, 2012).

El periodo del climaterio (Figura 1) es un proceso natural en la vida de la mujer que
comienza con el inicio del envejecimiento ovarico y culmina en la senectud. La
premenopausia engloba todos los fendmenos que ocurren entre 3 a 5 afios antes de la
menopausia mientras que la perimenopausia es un periodo justo antes de la menopausia y
hasta 1 0 2 afios después. La premenopausia consta de un periodo de irregularidades en las
menstruaciones y es un periodo que esta condicionado por la disminucién de la produccion
de estrégenos en los foliculos ovaricos. En esta etapa, se presentan los primeros sintomas
menopaulsicos y vasomotores, como sofocos e hipersudoraciones. La menopausia se
confirma en el momento en que se cumplen 12 meses sin menstruacion. Al continuar este
descenso hormonal, la mujer entra en la etapa posmenopausica que comprende todos los

afios siguientes hasta el término de la vida (Ambrojo, 2012)
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CLIMATERIO

l >

Menopausia (50 afios)

M

Un afio sin menstruacion

Premenopausia Posmenopausia
& —
= o
3 a5 anos antesde la i . Periodo despues de la
menopausiacon menor nivel Perimenopausia menopausia hasta el término de
estrog énico vida

1 a2 afios antesy después de la
menopausia con aumento en
los sirtomas del climaterio

Figura 1. Etapas del climaterio (modificado de Ambrojo, 2012).

Como consecuencia de la menopausia se ven afectados progresivamente los sistemas
reproductivo, cardiovascular y 6seo, principalmente. Dentro de estos cambios se incluyen
las siguientes manifestaciones clinicas: la sequedad de las mucosas urogenitales, que
conlleva una alteracion en la sexualidad de las mujeres; a nivel metabdlico se reflejara una
menor respuesta a la tolerancia a la glucosa y cambios negativos en el perfil lipidico,
aumentando el riesgo cardiovascular; y un incremento en la resorcion Osea y pérdida de

masa 6sea que podria desencadenar una osteopenia u osteoporosis (Baffet y col, 2015).

Para abordar el manejo de los cambios clinicos y sintomatolédgicos, es de eleccion la terapia
de reemplazo hormonal (TRH) (MINSAL, 2014). EI manejo del climaterio y menopausia
con TRH ha sido cuestionado luego de la publicacion del estudio Women'’s Health Initiative
en el que se demostraba que la administracion conjunta de estrogenos y progestagenos
aumentaba el riesgo de enfermedades coronarias y cancer mamario (Rossouw Yy col., 2002).

La publicacion de este estudio levanto una sefial de alarma tanto para médicos como para
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pacientes quienes rechazaron el uso de la TRH. Es por tanto, importante la masificacion de
la TRH, asi como la indagacion de nuevas alternativas complementarias a este tratamiento,
tales como compuestos naturales que se administren como nutracéuticos o directamente a

través de los alimentos (Thakur y col, 2016).

Modelo roedor de menopausia

El estudio de la menopausia en humanos esta condicionado a las variaciones heterogéneas
de muchos factores, tales como la edad, la paridad, la dieta, el nivel socioeconémico, las
exposiciones ambientales y genéticas. Esta amplia versatilidad puede hacer compleja la
tarea de dividir los factores especificos asociados con el envejecimiento y la menopausia.
La evaluacion de los efectos de hormonas gonadales en distintos sistemas corporales en
modelos animales es favorable dado que proporciona una poblacion mas homogénea para
estudiar en el laboratorio en comparacién con los humanos. Existen modelos animales con
caracteristicas fisioldgicas similares a las humanas, entre ellos los primates no humanos y
roedores. Estos Gltimos, en particular ratas y ratones, son particularmente Utiles debido a
que sus procesos de envejecimiento han sido bien estudiados y que también tienen una vida

util de 2 a 3 afios, lo que facilita su uso como modelos biologicos (Koebele, 2016).

De manera similar a las mujeres, los roedores experimentan ciclos regulares reproductivos
en la edad adulta, asi como la desregulacion relacionada con la edad de este ciclo y el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal (HHG), cambios ovaricos y las fluctuaciones de hormonas
gonadales. Existen tres tipos de modelos roedores de menopausia: hembras ovario-intactas,
ovariectomizadas (OVX) y aquellas en las que se induce disfuncion ovérica con 4-

vinilciclohexeno diepoxido (Figura 2). Estos modelos conforman la base para realizar
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ensayos pre-clinicos que ayuden a la comprension de cambios que se producen con las

perturbaciones y alteraciones del sistema reproductor.

La ovariectomizacion es el procedimiento estdndar mas exacto para modelar la menopausia
humana, ya que al eliminar completamente la produccion de estrégenos en los foliculos
ovaricos se excluye la influencia de las hormonas gonadales del animal. Consiste en la
extirpacion quirdrgica de ambos ovarios y oviductos (correspondientes a trompas de
Falopio en mujeres). La completa recuperacion del animal OV X se alcanza en alrededor de
una semana luego de la cual el modelo roedor queda propicio para evaluar los efectos de la
privacion de hormonas gonadales y también para realizar ensayos de administracion
exogena de 17-B-estradiol, progesterona o algin modulador estrogénico, o incluso una

combinacion de estos. (Koebele, 2016).

Ovario intacto VCD Ovariectomizada
- - -
b 2 Ao -
./~ &k :5:\ Y a8 V.~
s 35 L g o) Ot
- 3 ¢ 5 =
i
= Actividad cicle estral regular en = Resarva owvarica folicular = Orwario extirpade quirirgicaments.
la edad adulta (4-5 dias ciclados) empobrecida (primordial v células o Dheminucion  de la  forma  del
= Estimulacion del cuerno uterino a primarias) cusrne  uterine por la falta de
partir de la cirenlacion de los = Tedavia un cierto estimulo en el estimulacion de hormonas
esteroides ovdricos. cuerne uterine. esferoidales.
= Senescencia estral en mediados = Dizsminucion de los niveles de = Bajo a indetectable nivel de
de la wida. esteroides ovidrices circulants circulacion de estercides ovdricos

= Ganancia de peso corporal v atrofia
waginal

Figura 2: modelos roedores de menopausia (Modificado de Koebele, 2016).
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Ciclo estral

El ciclo estral de los roedores es el equivalente al ciclo menstrual en primates,
diferencidndose entre ellos en que el primero tiene una duracion de aproximadamente 4 a 5
dias. Consiste en cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro, las que se pueden
determinar por un seguimiento diario de los tipos de células que aparecen en el frotis

vaginal observados bajo microscopio:

-Proestro: se caracteriza por el predominio de células epiteliales nucleadas. Estas células
son evidentemente circulares con ndcleo visible y aparecen en racimos a la altura del

proestro. De vez en cuando pueden aparecer algunas células epiteliales escamosas.

-Estro: En el dia siguiente, el estro, la célula dominante es el epitelio escamoso estratificado
queratinizado. Esta célula no tiene nlcleo observable y contiene un citoplasma altamente

granular y de forma irregular. Estas también aparecen en grandes grupos o racimos.

-Metaestro (Diestro 1): Existe aparicion de ceélulas leucocitarias con restos de células
nucleadas y cornificadas. Los leucocitos son pequefias, con citoplasma granular y, si se

examina con una lupa mas alto, por lo general contienen un ndcleo vesicular.

-Diestro (Diestro I1): el tipo de célula predominante es el de leucocitos y escasas cantidades

de células epiteliales nucleadas y cornificadas.

En relacion a la duracion de 5 dias del ciclo, puede aparecer como un dia adicional de
cornificacion (estro) o un dia adicional de la infiltracion de leucocitos (diestro) (Knobil y

Neill’s, 2015).
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Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario

El hipotalamo, la hipdfisis y el ovario constituyen un eje neuroendocrino que controla el
ciclo menstrual de la mujer (Figura 3). El hipotdlamo sintetiza la hormona liberadora de
gonadotrofina (GnRH), la que a su vez estimula a la hipofisis, donde promueve la secrecion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), las que actdan
sobre receptores especificos del ovario y producen estradiol y progesterona. Los estrogenos
producidos por el ovario son capaces de regular este eje de manera negativa ya que, en caso
de generarse un aumento de estradiol, éste tiene un efecto inhibitorio de la secrecion tanto
de la GnRH a nivel hipotaldmico como de FSH y LH a nivel hipofisario, provocando un

feedback negativo, regulando los niveles de estradiol (Tresguerres y Castillo, 2010).

. @)

HIPOTALAMO e @

FSH LH

HIPOFISIS

OVARIO |

Estrogeno Progesterona |

e |
1©

Figura 3. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (Modificado de Tresguerres y Castillo, 2010).
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Estrogenos

Los estrogenos son compuestos de 18 atomos de carbono con presencia de un anillo A
aromatizado con un grupo hidroxilo en el carbono 3 y un grupo hidroxilo adicional o
cetonico (Figura 4). El estrégeno més potente secretado por el ovario es el 17-B-estradiol,
aungue también se secretan la estrona que procede del tejido periférico y el estriol, que es el
estrdgeno mas importante en la orina y resulta del metabolismo de la estrona y del estradiol

(Tresguerres y Castillo, 2010).

OH OH
CH, CH;? CH,y |

-0OH
=

HO N HO HO

Estradiol Estrona Estriol

Figura 4. Estructura de estrégenos end6genos

Los estrogenos son los que ocasionan los cambios puberales en nifias y la aparicion de
caracteristicas sexuales secundarias. Estimulan el crecimiento y el desarrollo de la vagina,
el atero y las trompas de Falopio y contribuyen al aumento de mamas. Por otro lado, actdan
sobre el metabolismo de lipidos, aumentando los niveles de HDL y reduciendo levemente
los niveles séricos de colesterol total. Pueden también contribuir a la formacion del
esqueleto y al crecimiento puberal que se observa en huesos largos y el cierre de epifisis
gracias a su efecto principal de disminuir el nimero y la actividad de los osteoclastos,

favoreciendo la remodelacion dsea (Lawrence, 2003).

La reduccidon de estrégenos durante la menopausia y postmenopausia es gradual e incluso

en algunas mujeres se mantienen niveles aceptables de estrona aunque no asi de estradiol.
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La estrona se produce principalmente en las glandulas suprarrenales y su conversion se
realiza en tejido muscular y adiposo. Por esta razon resulta ser una hormona importante en

funcién de la edad y porcentaje de grasa corporal (Botella, 1995).

Al progresar la disminucién de estrogenos en el tiempo se alteran varios metabolismos,
incluido el &seo, generando un deterioro progresivo en la microestructura del hueso,
conduciendo a un aumento de riesgo de fractura y en algunos casos a una osteoporosis. El

déficit estrogénico induce una disminucion en la actividad osteoblastica (Calderdn, 2005).

El estradiol ejerce estos efecto conductuales y fisiolégicos uniéndose a dos tipos de
receptores de estrogeno (REa y REB). Ambos receptores se expresan ampliamente en los
organos periféricos y en el cerebro. La union del ligando al receptor de estrégeno conduce a
cambios conformacionales que regulan la actividad del receptor, y su interaccion con otras

proteinas y ADN (Diez-Pérez, 2006).

Respuesta estrogénica

La sefializacion dependiente de estrogeno puede dividirse en genémica y no gendémica, se
basa en el resultado de eventos celulares, por ejemplo, modulacion de la expresion génica o

activacion de cascadas de sefializacion, respectivamente (Heldring, 2007).

La via de sefalizacion genOmica se considera como el mecanismo tradicional de
sefializacion de estrogeno. La unidn de 17-B-estradiol a REa o RE en el citoplasma de
células diana provoca cambios conformacionales que permiten la dimerizacion del receptor
la translocacion al nucleo y la union a los elementos de respuesta a estrogenos situados en o
cerca de los promotores de genes diana. La union del ligando al receptor también
desencadena el reclutamiento de una variedad de correguladores en un complejo que altera
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la estructura de la cromatina y facilita el reclutamiento de la maquinaria de transcripcién de
ARN polimerasa Il. De esta manera, el complejo estrégeno-RE actla como un activador

transcripcional que promueve la expresion génica (Vrtacnik, 2014).

Las acciones no gendmicas son comunes a las hormonas esteroides y suelen asociarse con
la activacion de diversas cascadas de proteina-quinasa que eventualmente pueden conducir
a cambios indirectos en la expresion génica debido a la fosforilacion de factores de
transcripcion. La sefializacién de estrogenos no gendémica esta mas frecuentemente

asociada con un subconjunto de RE unida a membrana (Heldring, 2007).

Se ha evidenciado una respuesta temprana en el trascurso de minutos después de la
exposicion del ligando con su respectivo receptor. En el caso del Utero, se produce una
migracion de eosinofilos que provoca un edema, aumento de la permeabilidad vascular y
liberacion de histaminas. Este tipo de respuesta es de tipo no genémica. Y por otro lado hay
una respuesta estrogénica tardia que corresponde a aquellas respuestas que abarcan desde
las primeras horas hasta los siguientes dias de la exposicién al ligando (Tchernitchin,
1982). En el Utero corresponden a mitosis e hipertrofia del érgano, que ademas de las
respuestas anteriores provocan un aumento en el peso uterino, haciéndose evidente entre 8 a
24 horas posteriores a la estimulacion del ligando y son consideradas como respuesta
gendémica debido a que son afectadas por el bloqueo de la sintesis de ARNm (Tchernitchin,

1973).

Masa 0sea

El hueso corresponde a un soporte del cuerpo altamente especializado, caracterizado por su

rigidez, dureza y su capacidad de regenerarse y repararse. Protege a los 6rganos vitales y
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actla como un deposito mineral de calcio. El hueso sufre de constante remodelaciones a lo
largo de la vida, de manera que puede adaptarse a cambios fisicos, fisioldgicos y etarios,
reparando dafios en la microestructura al reemplazarla por una nueva con el fin de preservar
la resistencia 0sea. Esto se realiza mediante una adaptacion a cargo de dos células: los
osteoclastos, encargados de la resorcion 6sea y los osteoblastos encargados de la formacion
0sea. Ambas células son parte de un proceso de equilibrio en la remodelacion Osea

(Fogelman y col, 2012).

La interaccion entre los osteoclastos y osteoblastos es regulada por el sistema
OPG/RANK/ligando RANK (RANKL), como se muestra en la Figura 5. EIl RANK
(receptor activador del factor nuclear k B) es un receptor expresado en la superficie de los
osteoclastos que se activa cuando es ocupado por el RANKL (ligando de receptor activador
para el factor nuclear k B), que corresponde a una proteina expresada en la superficie de los
osteoblastos, de manera de favorecer a la diferenciacidén osteoclastica. Sin embargo, los
osteoblastos secretan también otro receptor Illamado OPG (osteoprotegerina) que se une al
RANKL vy antagoniza al sistema RANK/RANKL inhibiendo la actividad osteocléstica

(Neyro y col, 2011).

El estrogeno desempefia un papel importante en el funcionamiento y mantenimiento del
esqueleto regulando la produccion de varias citoquinas como la IL1, IL6 y reduciendo los
numeros de osteoclastos. Este ultimo mecanismo lo realiza incrementando la produccion de
OPG e inhibiendo la actividad de RANKL. Por lo tanto, las concentraciones de estrogeno
juegan un papel fundamental para la prevencion y tratamiento de futuras fracturas y

enfermedades Oseas (Kostenuik y col. 2005).
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Figura 5. Sistema OPG/RANK/RANKL (Modificado de Kostenuik, 2005). Los estrégenos desempefian un
papel importante en la diferencia y activacion de los osteoclastos, regulado por el sistema
OPG/RANK/RANKL. Los osteoclastos tienen un receptor RANK que se activa cuando es ocupado por el
RANKL, fomentando a la activacién osteoclastica y a la resorcion 6sea. Sin embargo, los osteoclastos
también secretan un receptor, la proteina OPG, que se une al RANKL antagonizando al sistema
RANK/RANKL, permitiendo la formacion 6sea.

Tejido 6seo

El tejido dseo es un tejido conectivo altamente especializado en el soporte esqueleto, siendo
su caracteristica principal la composicion de su matriz ésea, la cual consiste en depoésitos de
sales de calcio. Estos depdsitos sirven para la mantencion de la integridad del hueso y
ejercer una funcién metabdlica central, tal como lo es el proceso de contraccion muscular.
Ademas, en el tejido 6seo se almacena fosforo, magnesio, sodio y otros minerales (Welsh y

Sobotta, 2010).

La estructura del hueso se divide en dos compartimentos: (1) hueso esponjoso o trabecular

y (2) hueso cortical o compacto.

20



El primero se presenta como una red tridimensional de trabéculas 6sea finas y ramificadas
en el interior de un hueso. Entre las trabéculas quedan espacios dispuestos para tejido de la
médula dsea o tejido adiposo. Principalmente, se encuentran en las epifisis de los huesos

largos, como la tibia.

El segundo, el hueso compacto, se encuentra como una masa sélida y dura en la parte
externa del tejido 6seo dando lugar al periostio, y hacia el interior se sitta el endostio.

Principalmente forma la diéfisis de los huesos, dando la rigidez y elasticidad a estos.

La composicién histoldgica del tejido éseo para ambos compartimentos se denomina hueso
laminillar. Son unidades estructurales funcionales de 3 a 7 micrometros de espesor
(laminillas especiales) que en las zonas de tejido compacto forman sistemas tubulares finos,
Ilamados osteonas o sistemas harvesianos, siendo estas las unidades formadoras de hueso.
Los conductos de Havers se disponen longitudinalmente y los conductos de Volkmann
atraviesan el hueso de manera transversal conectando los conductos harvesianos. Por ambos

conductos, trascurren terminaciones nerviosas y vasos sanguineos (Welsh y Sobotta, 2010).

Osteopenia y osteoporosis

Una pérdida gradual de masa dsea causa osteopenia y osteoporosis. La osteopenia es un
término que se refiere a una reducida masa ésea caracterizado por una disminucion en la
densidad mineral 6sea (DMO) menor que en osteoporosis (Karaguzel y col., 2010). La
osteoporosis (OP) se caracteriza por una mayor disminucién en la DMO y masa 0sea,

aumentando la probabilidad de fracturas (Couto y col., 2011).

La OP es una enfermedad que afecta al sistema esquelético y tiene como causal un
deterioro progresivo de la microestructura del tejido 0seo, siendo su prevalencia alta en
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mujeres posmenopausicas en la etapa de la vejez. Existe fuerte evidencia cientifica que
asocia la disminucion del estrogeno enddgeno al término de la etapa reproductiva con el
aumento del riesgo de fracturas por debilitamiento del hueso. Clinicamente, una baja DMO
se ha relacionado principalmente con fractura mufiecas, caderas y vertebrales dolorosas
(Couto y col., 2011).

El Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (INS, 2000) de los Estados Unidos,
clasifica la osteoporosis tipo | como posmenopausica, la cual afecta a un subgrupo de
mujeres entre 51 a 75 afos y que se caracteriza por una remodelacion 6sea acelerada y en la
que frecuentemente se observan fracturas de la zona vertebral y de la porcion distal del
radio. La TRH es el tratamiento farmacoldgico que retarda las manifestaciones 6seas de la
menopausia (MINSAL, 2014). En Chile, segln la encuesta nacional de salud 2009-2010, la
prevalencia de riesgo de fracturas en la mujer a lo largo de la vida es en promedio 13,7%, lo

cual se agrava después de los 65 afios cuando alcanza un 30,5% (MINSAL, 2010).

Fitoestrogenos

Los fitoestrdgenos son de origen natural y representan un grupo diverso de productos no
esteroideos, con actividad estrogenicas debido a su similitud estructural. La exposicion a
estos compuestos es principalmente a través de la dieta y diariamente estamos expuestos a
su consumo. Los principales fitoestrogenos que se encuentran en la dieta son las
isoflavonas, que se encuentra en la soja y legumbres; lignanos, que se distribuyen en
semillas, granos enteros, frutas y verduras; y cumestanos, que se encuentran en brécoli y

brotes (Poluzzi y col, 2014).
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Los fitoestrogenos ejercen sus efectos mediante la unién a receptores de estrogeno o y p,
debido a su estructura similar al 17-B-estradiol, aunque muchos fitoestrogenos muestran
mayor afinidad por el REP. Los receptores de estrégenos estan asociados a distintos tejidos,
uno de esos tejidos es el 0seo, donde actua inhibiendo los procesos de degradacion del
hueso, mediante la disminucion de la resorcion 0sea al actuar en el sistema RANK/RANKL

(Pankova y Tsvetkova, 2015).

Fitoesteroles

Los fitoesteroles (FER) son compuestos de origen vegetal que cumplen, en las plantas, una
funcién anéloga al colesterol humano. Se encuentran en las membranas de las células

vegetales en forma de esteroles en conjunto con la forma saturada de los fitoestanoles.

Los principales tipos de esteroles son estigmasterol, campesterol y B-sitoesterol, siendo este
ultimo el mas abundante (Merino y col., 2014). Son utilizados por sus propiedades
hipocolesteromiantes disminuyendo la absorcion de colesterol y regulando los niveles de
LDL (Ferndndez y col., 2003). En estudios en ratas se ha visto una dependencia
significativa en la disminucion del colesterol después de la administracion de B-sitosterol

(Malini y Vanithakumari, 1990).

Los fitoesteroles en general, y el [-sitoesterol en particular, se consideran agentes
antiinflamatorios potentes con actividad antioxidante y analgésica. Extractos de esterol de
diferentes fuentes de plantas indican su amplia distribucion asi como ensayos en animales

demuestran su potencia antiinflamatoria (Shi y col., 2013).
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En otros estudios, realizados en ratas OVX se observo que el B-sitosterol puede actuar
como un eficaz agonista similar al estrogeno (Malini y Vanithakumari, 1992), afectando al
sistema reproductivo de animales y alterando los niveles de esteroides en humanos. Esto se
deberia a que el B-sitosterol es capaz de unirse a receptores de estrogeno (RE) a y 3, aunque

con preferencia se une a ERP (Ju y col., 2004).

En una investigacion clinica realizada a mujeres posmenopausicas se estudio el efecto de
los fitoesteroles y la B-criptoxantina sobre la disminucion de riesgo cardiovascular y la
desmineralizacion Osea. Los autores concluyeron que ambos en conjunto tienen un efecto
anabolico sobre el hueso. La administracion de la mezcla demostrd una disminucion
significativa en el colesterol total, HDL-TC, LDL-C y los marcadores de recambio éseo

(Granado y col, 2014).

En 1951 se reportdé por primera vez el beneficio de la disminucion de lipidos por el
consumo de fitoesteroles y es la base para la recomendacién para adultos a consumir 2 g de
fitoesteroles diariamente para reducir el colesterol LDL y el riesgo de enfermedad

cardiovascular (Peterson, 1951).

En Occidente, la ingesta diaria de B-sitosterol es de aproximadamente 150 a 350 mg. Los
vegetarianos consumen alrededor de 325 mg/dia de sitosterol y unos 60 mg/dia de
campesterol. Por lo tanto, la ingesta diaria habitual de esteroles y estanoles vegetales oscila

entre 150 y 400 mg /dia (Katan y col., 2003)
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Aceite de palta

El aceite de palta es un aceite vegetal, compuesto de &cidos grasos de la palta (Persea
americana). Su principal acido graso es acido oleico (56%), seguido de linoleico (8%),
palmitico (9%) y palmitoleico (3%), trazas de linolénico y también de estearico. Ademas,
tiene un alto contenido de compuestos bioactivos tales como los fitosteroles (0,43%),

principalmente B-sitoesterol (0,32%), y tocoferoles (Olaeta y col., 1999).

Tabla 1: Composicion del aceite de palta (Olaeta y col., 1999)

Acidos grasos (%)
C14:0 Acido miristico 0,03-0,07
C16:0 Acido palmitico 0-18
C16:1 acido palmitoleico 3-9
C18:0 4cido esteérico 0,4-1,0
C18:1 &cido oleico 56-74
C18:2 4cido linoleico 8-14
C18:3 &cido linolénico 0-2
C20:1 &cido araquidonico 0- 1,05
Fitoguimicos (%)
Fitoesteroles 0,43
B-sitoesterol 0,32

Se ha evidenciado en individuos con altos niveles de triglicéridos sanguineos, que una dieta
rica en acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y acidos grasos polinsaturados (AGPL) de
cadena n-3, corrige el perfil lipido sanguineo aterogénico. De hecho, una serie de ensayos
dietéticos indica que las dietas altas en AGMI disminuyen el riesgo de enfermedad

cardiovascular (ECV), en algunos casos, con mayor eficacia que las dietas estandar bajas en
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grasa. De esta manera, las dietas enriquecidas con aceite de palta son tan efectivas para
reducir colesterol total, colesterol LDL y aumentar el HDL como aquellas que contienen
aceites de maiz, soya o de girasol. Una dieta enriquecida con aceite de palta puede mejorar
el perfil de lipidos en pacientes con hipercolesterolemia moderada y en pacientes con
diabetes mellitus no dependiente de la insulina, en quienes ademas mantiene un adecuado

control glucémico (Pérez y col., 2005).

Antecedentes de investigacion

En investigaciones realizadas anteriormente en el Laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso, se ha evidenciado que el aceite de
palta dosificado en un periodo agudo de 5 dias via subcutanea (300 pg) posee efectos
estrogénicos al inducir estro (entre 1 a 2 dias) en ratas OV X, asi como un aumento del peso
uterino humedo y seco (232%) en ratas prepUberes (Ledn y Pefia, 2012). En otro ensayo
utilizando el mismo modelo OVX, pero administrando en un periodo subcrénico de 28 dias
via oral (gavage), se demostro efectos anorexigenos en el grupo administrado con aceite de
palta (aunque sin variacion del peso corporal), aparicion de células cornificadas y
engrosamiento del epitelio endometrial (Vozmediano, 2013). Asimismo, en otros estudios
en los que se evaluo el efecto de los fitoesteroles presentes en el aceite de palta, tanto agudo
como subcronico, por via oral, se demostro la presencia de celulas cornificadas en cantidad
regular en el frotis vaginal, aumento del grosor del epitelio uterino y vaginal, endometrio y

aparicion de glandulas uterinas (Medina, 2016; Solis, 2016).
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Considerando todos estos estudios, resulta importante indagar mas alla sobre la posibilidad
de que el aceite de palta, 0 sus componentes como los fitoesteroles, podrian actuar frente a
la microestructura en los huesos de manera de mantener su composicion y disminuir las
complicaciones Oseas que tan comunmente ocurren en el periodo de menopausia. Por lo
mismo, en esta tesis, se estudiaron los efectos de la administracion oral subcronica del

aceite de palta y los fitoesteroles sobre la descalcificacion dsea.
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HIPOTESIS
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Si los fitoesteroles son estrogénicos, estos tienen un efecto atenuador en el proceso de
resorcion 6sea en un modelo roedor de menopausia, cuando se los administra en el alimento

por un periodo de 35 dias.
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OBJETIVOS
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Obijetivo general

Evaluar el efecto de fitoesteroles y del aceite de palta en el proceso de descalcificacion 6sea

en un modelo roedor de menopausia.

Obijetivos especificos

- Evaluar el efecto de la administracion de fitoesteroles y del aceite de palta sobre el peso
corporal, consumo de agua y alimento.
-Valorar la descalcificacién 6sea en la tibia de ratas ovariectomizadas tratadas con

fitoesteroles y aceite de palta, mediante histologia.
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METODOLOGIA
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Condiciones generales

La utilizacion de animales se llevo a cabo bajo procedimientos estdndares (Guide for the
care and use of laboratory animals, 2011) y a los Aspectos bioéticos de la experimentacion
animal de Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica de Chile
(CONICYT, 2009). La investigacion contdé con certificacion bioética del Comité de

Bioética de la Facultad de Farmacia (Anexo 1).

Animales de experimentacion

Para generar el modelo roedor de menopausia se utilizaron 24 ratas hembras de la cepa
Sprague-Dawley, de una edad media entre 10 a 12 semanas, mantenidas en el Bioterio del
Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso.
Las condiciones ambientales en el Bioterio fueron: ciclos de luz/oscuridad de 12:12 (6AM-
6PM), humedad relativa ambiental entre 30%-70%, temperatura de 21°C + 3°C y acceso ad

libitum a alimento (Lab Rat Diet, Champion®) y agua potable.

Modelo de menopausia

Se escogieron aquellas ratas con ciclo estral estable, y que estuvieran sobre 260 g de peso
corporal. El procedimiento de ovariectomizacion se realizo bajo protocolo descrito OECD
440 y por un equipo veterinario de cirujano y anestesista. De manera de validar la
efectividad de la operacion se procedié al seguimiento del ciclo estral por al menos 5 dias y
se confirmé el mantenimiento del anestro. Para comprobar la mantencién del eje HHG que

permite la respuesta estrogénica en los animales que mantienen anestro, se administré una
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dosis Unica de 1pg de estradiol. Finalizada la respuesta estrogénica, aproximadamente

luego de 5 dias, los animales se asignaron aleatoriamente a los grupos de tratamiento.

Grupos de tratamiento

Luego de cumplirse 2 meses después de la OVX, periodo en el cual se evidencia
disminucion de la densidad 6sea producto del descenso de estradiol (Esteves y col., 2015),
se comenzo con la administracion subcronica de 35 dias. Los animales fueron asignados

aleatoriamente a los grupos de tratamiento segun la siguiente distribucion:

Tabla 2. Grupos experimentales

Grupo Qs 2 E (3) FE (4) AP
n° animales 6 6 6 6
tratamiento | sin tratamiento estradiol fitoesteroles aceite de palta

Grupo 1: control negativo (S).

Grupo 2: control positivo (E): inyeccion subcutanea de estradiol (Sigma) de 50
pg/kg/cada 5 dias (Castillo, 2010).

Grupo 3: fitoesteroles (FE): administracion diaria via oral a traves del pellet, en base
a 8,6 mg de esteroles liquidos NDS N-25 (80% B-sitosterol, 15% campesterol y 2%
de stigmasterol) donados por la empresa NUTRARTIS. La dosis corresponde a la
cantidad de fitoesteroles contenida en 2 mL de aceite de palta de acuerdo a literatura
(Olaeta y cols, 1999).

Grupo 4: aceite de palta (AP): dosificacion diaria (2 mL) via oral a través del pellet,

la cual se adquirio en un supermercado local. El volumen corresponde al volumen
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maximo que puede ser administrado a un animal adulto por via oral (Semler y col,

1992).
Preparacion de alimento

Se utilizo el alimento Champion Nutriciobn Animal, para la preparaciéon de los siguientes
tratamientos: (a) Aceite de palta (2 mL/d) y (b) Fitoesteroles (8,6mg/d). Los compuestos
fueron unidos al alimento previamente triturado, con una razon 1:2 de agua destilada. Se
homogenizo y se rearmd el alimento con ayuda de una jeringa. Se considerd un 20% de
pérdida para cada uno de los tratamientos. Posteriormente, se llevaron a estufa al vacio
(40°C) durante 48 horas.

Seguimiento de animales de experimentacion durante el tratamiento y
recoleccion de muestras

Durante el periodo de administracién se observo el consumo de alimento, agua y variacion
de peso corporal. Una vez finalizado este periodo, los animales fueron eutanizados por
inhalacion de dioxido de carbono en cdmara de eutanasia y posterior dislocacién cervical
para asegurar la muerte. Se recolectaron Utero, vagina Yy tibias, los cuales fueron pesados y
sometidos a procedimientos de rutina histolégica. Las muestras de Utero y vagina se
utilizaron para control de calidad interno, segun se especifica mas abajo. En el caso de las
tibias, se realiz6 morfometria para determinar el grosor del hueso compacto segin Potu y

col. 2010.
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Control de calidad interno

La histologia de vagina y utero fue utilizada como control positivo interno para asegurar la
estrogenicidad inducida por fitoesteroles y aceite de palta. Con este mismo fin, se hizo un
seguimiento del ciclo estral para confirmar la estrogenicidad inducida por estos productos y
que histéricamente se ha observado en estudios previos de este Laboratorio (Vozmediano

2012; Solis 2016; Medina 2016).

Histologia

Los huesos de la tibia se fijaron en solucion PFA (paraformaldehido al 2%) durante 48
horas. Las muestras se lavaron durante 15 minutos con cada una de las siguientes
soluciones de PBS (0,01 M; pH 7,2); (a) PBS con glicerol 5%; (b) PBS con glicerol 10%; y
(c) PBS con glicerol 15%. Los tejidos 6seos fueron descalcificados en una solucién de
EDTA-glicerol (14,59 EDTA + 1,25¢g hidréxido de sodio + 15 mL glicerol; pH 7,2) dentro
de un tubo Falcon de 50 mL. Al cabo de 28 dias, las muestras fueron retiradas de solucion
EDTA-glicerol y lavadas con: (a) PBS con 15% sacarosa y 15% glicerol por 3 horas a T°
ambiente; (b) PBS con 20% sacarosa y 10% glicerol por 30 minutos; (c) PBS con 20%
sacarosa y 5% glicerol por 30 minutos. Para retirar el exceso de glicerol, las muestras se
lavaron con solucién PBS con 20% sacarosa por 30 minutos. Todos los procedimientos
anteriormente descritos fueron realizados a temperatura ambiente (Mori, 1988).
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en una bateria con gradientes de alcohol
y embebidas en parafina previo a realizar cortes longitudinales de 5 pum de espesor en un
micrétomo rotatorio. Las muestras fueron tefiidas con eosina-hematoxilina y luego puestas

en un medio de montaje con resina Consul- Mount (Thermo Scientific).
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Analisis morfométrico

Para determinar grosor de hueso cortical, las secciones de hueso fueron examinadas por
microscopia optica (Olympus CX-21) bajo aumentos de 4X y 10X. Se seleccionaron 3
regiones distintas por cada muestra y posteriormente se capturaron las iméagenes mediante
la cdmara Moticam 2000. El grosor de hueso se midié en la region corticales (desde el

periostio al endostio) con, el software Microcapture Pro version 2.2,

Analisis estadistico

El consumo de agua, alimento, peso corporal fue analizado con ANOVA de dos vias para
determinar posibles diferencias entre tratamientos. El efecto de los tratamientos sobre
tamafio de Utero y sobre grosor de hueso fue analizado con analisis de varianza ANOVA

con Test de Tukey. Ambos analisis se realizaron con el programa Graph Pad Prism.
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RESULTADOS
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Seguimiento de animales de experimentacion durante el tratamiento

Consumo de agua y alimento

Se monitorizd la ingesta diaria de agua y alimento durante todo el periodo de
administracion, lo cual se muestra en la Figura6y 7.

El consumo de agua fue semejante entre todos los grupos de administracion, sin diferencias
significativas entre el grupo control negativo (S) y los otros tratamientos (p<0,05).

Con respecto al consumo de alimento, se observd mayor ingesta en el grupo FE, mientras
que para el grupo E y AP, se cuantificé un menor consumo de comida, existiendo para estos
ultimos, una diferencia significativa respecto al control S (ANOVA de dos vias, multiples

comparaciones, p< 0,0001).

35,00

== E =g \P O FE

30,00

o
u
=}
S

20,00

15,00

Cantidad de afimento (g)

[
o
=)
=]

5,00

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Dia de administracion

Figura 6. Consumo de alimento segun dia y tratamiento. Cada punto representa el promedio de consumo de
alimento para ese grupo de tratamiento. No se muestran las desviaciones estandar para la mejor comprension
de la gréfica. E: estradiol; AP: aceite de palta; FE: fitoesteroles. ** Diferencias significativas (ANOVA de dos
vias, miltiples comparaciones, p<0,0001)
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Figura 7: Consumo diario de agua segun tratamiento, expresado como promedio. No se muestran las
desviaciones estandar para la mejor comprensién de la gréafica. S: sin tratamiento; E: estradiol; AP: aceite de
palta; FE: fitoesteroles. Sin diferencias significativas para ningln grupo.

Variacion de peso corporal

Se observo una pérdida estadisticamente significativa de peso corporal entre el inicio y el
final del tratamiento, solo en el grupo E (Figura 8). A diferencia de los otros grupos, los
animales tratados con estradiol experimentaron una disminucion de peso corporal durante

todo el periodo de administracion (Figura 9).
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Figura 8: Variacién de peso entre el peso inicial y el peso final en todos los grupos de tratamiento, expresado
como el promedio + DE. ** Diferencias significativas (ANOVA, de dos vias, multiples comparaciones,

p<0,01).
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Figura 9: variacion de peso corporal por semana en los grupos de tratamiento, expresado como el promedio.
** Diferencias significativas (ANOVA, de dos vias, multiples comparaciones, p<0,01).
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Evaluacion de estrogenicidad del aceite de palta y fitoesteroles
A continuacion, se presentan observaciones de estrogenicidad (efecto uterotrépico, ciclo
estral e histologia de Gtero y vagina) que aseguran que fitoesteroles y aceite de palta

producen este efecto en el modelo roedor de menopausia

Efecto uterotropico
La Figura 10 muestra el peso seco del Utero normalizado segun el peso corporal final. Solo

los animales administrados con estradiol tuvieron un efecto uterotrépico.

0,0025

0,002

* %
0,0015

0,001

0,0005

PESO UTERO/PESO CORPORAL (g)

S E AP FE
TRATAMIENTO

Figura 10. Relacién de peso uterino segln peso corporal. S: sin tratamiento, E: estradiol, AP: aceite de palta,
FE: fitoesteroles. ** Diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo control S
(ANOVA de una via, test de Dunnett, p<0,0001). Los valores se expresan como promedio + DE.
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Ciclo estral

Se monitorizd la evolucion y cambios en la citologia vaginal durante los 35 dias de
administracion. Para el control negativo, S, se obtuvieron los resultados esperados:
mantencion del diestro (Figura 11-S); para el grupo E se vio la induccion de la etapa estro
(Figura 11-E) y una seguidilla de ciclos estrales completos de entre 5 a 6 dias.

Para los grupos AP y FE se visualizo la presencia de células cornificadas esporadicas en los
frotis vaginales, de baja aglomeracion y menor abundancia de una etapa estro, por lo que se
les denomind como una etapa pseudo-estro (Figura 11-AP-FE), las cuales se evidenciaron

bajo microscopio Optico desde el dia 4 en grupo AP y dia 3 para FE.
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Figura 11: Frotis vaginales representativos (en 4x y 10x) de las etapas observadas en los grupos de tratamiento; S) etapa diestro; E) etapa estro, grupo E; AP)
etapa pseudo-estro y FE) etapa pseudo-estro.
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Histologia de vagina y Utero

A modo de control interno, se realizé un ensayo cualitativo para asegurar los resultados de
la evaluacion del efecto estrogénico de los tratamientos, especialmente para comparar del
control negativo S con el control positivo E.

En el caso de utero (Figura 12), se evidencia un claro aumento de circunferencia de lumen
uterino y grosor epitelial en el grupo E respecto al control, lo cual se puede verificar con
aumento 4x y 10x, respectivamente. Asi mismo, para este tratamiento, no se consiguio una
imagen completa en el minimo aumento (4X), dado el tamafio mayor al campo
microscopico. En vagina se nota un grosor del epitelio que tiende a ser mayor en vagina de
animales tratados con E en comparacion con S; para los grupos AP Y FE, ambos muestran
un mayor tamano del grosor epitelial respecto al control, pero menor al grupo E (Figura

13).

45



—_
015 mm

ah

Figura 12: iméagenes de tejido uterino en aumento 4X sacadas con el mismo zoom. S) Sin tratamiento; E)
estradiol; AP) aceite de palta; FE) fitoesteroles.

Figura 13: imagenes de tejido vaginal, zona de grosor del epitelio vaginal en aumento 10X sacadas con el
mismo zoom. S) Sin tratamiento; E) estradiol; AP) aceite de palta; FE) fitoesteroles
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Morfometria 6sea

Los resultados morfométricos de la tibia corresponden a las cortes longitunidales de esta.
En la Figura 14, se muestran el grosor o espesor cortical de la tibia izquierda proximal. Se
observd un efecto estadisticamente significativo para E (p<0,01) y AP (p<0,05) con un
mayor espesor cortical respecto al control S. En el tratamiento FE, se observé un aumento

del grosor cortical, pero este no alcanza a ser estadisticamente significativo.

En la figura 15 se muestran cortes longitudinales comparativos de los tratamientos,

observandose las diferencias en espesor cortical antes mencionadas.
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Figura 14: Morfometria del hueso de la tibia, expresado como promedio + DE. Los resultados arrojan
diferencia significativa para grupo estradiol (p<0,01) y aceite de palta (p<0,05). (ANOVA de una via, test de
Tukey). S: sin tratamiento, E: estradiol, AP: aceite de palta, FE: fitoesteroles.
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Figura 15: imagenes del corte longitudinal de tejido éseo correspondiente a una seccién de la tibia
proximal en 4X al mismo zoom. S) Sin tratamiento; E) Estradiol; AP)Aceite de palta; FE) Fitoesteroles.
Diferencias significativa ** (p<0,01); * (p<0,05). La cavidad medular (CM) representa el interior del tejido,
mientras que el espesor cortical (EC) representa el grosor de la medicion desde el periostio(exterior) al
endostio (interior).
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V1.

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.
Nuestros resultados concuerdan y contribuyen a las observaciones de estudios previos sobre
la estrogenicidad del aceite de palta (Castillo, 2010; Ledn y Pefia, 2012; Vozmediano,
2013; Solis, 2016; Medina, 2016). En especifico, en esta tesis se investigo el efecto del
aceite de palta y fitoesteroles sobre el hueso cuando es administrado a través del alimento
en un modelo roedor de menopausia. En todos los trabajos de estrogenicidad del laboratorio
y en el nuestro, no solo se ha confirmado que el aceite de palta es estrogénico sino que
ademas se ha validado un modelo y periodo de administracion para el estudio del posible
uso terapéutico de este aceite estrogénico. A continuacion, se discuten las observaciones

realizadas en esta investigacion.

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesterol sobre el consumo

de agua y alimento

En relacion con el consumo de agua, no hubo diferencias estadisticamente significativas en
los grupos de estudio. Por otro lado, el consumo de alimento en los grupos de tratamiento E
y AP fue estadisticamente distinto respecto del control, mientas que el grupo que recibié FE
no demostrd cambios significativos en el consumo del alimento. Esto se explica por la
propiedad anorexigena que tiene el estradiol y que ha sido observada en una variedad de
especies, incluida la rata. Se postula que el aumento preovulatorio en la secrecion de

estradiol en rata hembras se asocia a una disminucion en la ingesta alimentaria durante el
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estro (Santollo, 2010). Debido a que el estradiol actia como un factor de transcripcion
inducido por un ligando, el estradiol mediante la activacion de ERa puede disminuir la
sefializacion de MCH (hormona concentradora de melanina), péptido orexigeno encargado
de la regulacion alimentaria, y de su receptor MCHR1. Una disminucion en la expresion de
MCH podria resultar en la disminucion de la liberacion sinaptica de MCH, y se ha asociado
que un aumento de niveles de estradiol podria inhibir las poblaciones neuronales
postsinapticas y, por lo tanto, disminuir el nimero de MCHR1 (MCH receptor) dentro de
las regiones del cerebro que controlan la ingesta de alimentos (Santollo, 2010). El efecto en
el grupo AP es concordante con datos previos de este Laboratorio, en los que se ha

comprobado el efecto anorexigeno de AP (Vozmediano, 2013; Medina, 2016).

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesterol sobre el peso

corporal

En cuanto al peso corporal, solo hubo diferencias estadisticamente significativas en el
grupo E, siendo consistente con estudios previos de este Laboratorio y de otros en los que
se expuso a ratas a estradiol. Una explicacion es que la disminucion en la ingesta de
alimentos lleva a la normalizacién y disminucién de peso (Asarian y Geary, 2002).

Por otro lado, el efecto sobre el peso corporal observado en el grupo AP es concordante con
datos previos de este Laboratorio, por cuanto AP tendria efecto anorexigeno que no lleva
necesariamente a una disminucion del peso corporal. Esto puede ocurrir por las calorias
otorgadas por los acidos grasos del AP al alimento de los animales. Como ejemplo, una

dieta comercial tipo para ratas aporta aproximadamente 3,0 kcal/g. Aunque desconocemos
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el aporte caldrico exacto de la dieta comercial utilizada en el estudio, podemos inferir que
el consumo de alimento de 22,5 g, en los grupos S y FE, otorgan 67.5 kcal/dia, mientras
que el consumo de 17,5 g de alimento del grupo E otorga 52,5 kcal/d. En el caso del AP, la
suplementacion de los pellets con aceite otorga 18 kcal extra por dia. De esta manera,
aunque los animales AP consuman igual cantidad de alimento que el grupo E, estan
consumiendo 70,5 kcal por dia, una energia similar a la de los grupos S y FE, de ahi que el

peso corporal sea similar en esos tres grupos.

Efecto de la administracion de aceite de palta y fitoesterol sobre el hueso

Se observo un aumento en el espesor del hueso cortical, estadisticamente significativo para
los grupos E y AP, en comparacion con el grupo control. Este efecto es caracteristico del
estrogeno, debido a que juega un papel importante en el mantenimiento de la estructura
0sea, por efectos mediados por receptores de estrégeno. Estos receptores expresados en los
osteoblastos, permiten la activacion de la proteina OPG, potente inhibidor de la
diferenciacion osteoclastica, impidiendo que se active el receptor RANKL, inhibiendo la
activacion osteoclastica, y lo que mejora el funcionamiento y mantenimiento de la masa
Osea (Neyro y col, 2011). Tanto OPG como RANKL son reguladores de la resorcion 0sea.
Hormonas, citoquinas y factores de crecimiento median la relacion entre OPG y RANKL.
Esta relacion también altera enfermedades Oseas ya que por un lado RANKL estimula la
formacion y supervivencia de los osteoclastos, mientras que OPG suprime la resorcion dsea
y aumenta la densidad, area y fuerza del hueso esponjoso y cortical (Kostenuik, 2005). En
cuanto al efecto del AP sobre el espesor del hueso cortical esto se podria relacionar con su
efecto estrogenico (Vozmediano, 2013 y 2016; Solis, 2016; Medina; 2016). Hipotetizamos

que el efecto del AP sobre los huesos se relaciona con una activacion de receptores
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estrogenicos en la masa 6sea. En el modelo ovariectomizado, los componentes estrogénicos
del AP reemplazarian al estrégeno enddgeno, optimizando la microestructura del hueso.

No hubo cambios estadisticamente significativos en el grupo FE en comparacién con el
grupo S, a pesar de presentar un aumento en el espesor del hueso cortical. Puede deberse a

un efecto de menor potencia en comparacion con los tratamientos E y AP.

Efecto estrogenico de la administracion de fitoesteroles

La administracion de fitoesteroles en este estudio no presentd diferencias significativas en
cuanto a efecto anorexigeno y grosor cortical de hueso, lo cual contradice lo esperado pues
en los estudios anteriores de este Laboratorio se habia demostrado sus efectos
anoréxigenos.

La dosis de fitoesteroles totales que se administrd fue calculada a partir de lo descrito por
Olaeta (1999) en el aceite de palta, es decir, un 0,43%. Otro autor (Dutta, 2003), describe
que el contenido de fitoesteroles en el aceite de pata oscila entre el 1-2% por lo que la dosis
de fitoesteroles administrados pudo haber sido mas baja que lo necesario para ver efectos
mas contundentes en el grupo FE. Por otro lado, se conoce la baja biodisponibilidad de
fitoesteroles (Di Battista y col., 2015). Por tanto, se puede presumir que la administracion
de una mayor dosis podria inducir mayor efecto, lo cual concuerda con que una dosis de 10
mg/kg de fitoesteroles indujo efecto anorexigeno en ratas ovariectomizadas con

administracion de 28 dias (Medina, 2016).
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Hipercolesterolemia y resorcidn 6sea

Se ha descrito que, a mayor edad, la mujer tiene mas probabilidad de sufrir
hipercolesterolemia, la cual se ha establecido como un factor de riesgo para fracturas dseas
provocadas en mujeres posmenopausicas con osteoporosis. El 27-OH-colesterol, un
metabolito principal de la biotransformacion del colesterol que se produce por su
hidroxilacion, ejerce una funcion como un modulador endégeno selectivo de receptores de
estrogenos (MSRE) ya que actla como antagonista del 17-B-estradiol (Rocha y col, 2016).
Si bien en este estudio no se determind el colesterol sanguineo pre o post
ovariectomizacion, un estudio sefiala hipercolesterolemia en ratas sedentarias de la cepa
Sprague-Dawley luego de 8 semanas del procedimiento quirdrgico, comparadas con ratas
operadas simuladamente (Ngo, 2014). La dosificacién de animales en este trabajo comenz6
aproximadamente a la semana nimero 9 post ovariectomizacion, por lo que se hipotetiza
que podrian haber presentado un importante nivel de colesterol sanguineo.

Se ha visto que la administracion de 27-OH-colesterol a ratas induce un menor grosor de
hueso trabecular y cortical (Dusell y cols, 2010), efecto revertido al administrar 17-f-
estradiol, indicando que los receptores estrogénicos o y § en hueso podrian ser diana del
efecto osteoporético del 27-OH-colesterol sobre el hueso. 27HC inhibe la proliferacion de
osteoblastos y la actividad de genes asociados a su diferenciacién. EI mecanismo seria la
interaccidon de 27HC con el receptor de estrogenos y la posterior activacion de la proteina
LXR, resultando en la induccion de TNF a y RANKL ARNm lo que conduciria a un

aumento de la osteoclastogenesis (Nelson y col. 2013).
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La funcion protectora de los estrogenos y en especial del 17p3-estradiol asi como de otros
agonistas de esta molécula, se pueden deber a la capacidad de estimular la expresion de la
proteina SHP, la cual regula negativamente la transcripcion de factores mediados por el
heterodimero LXR / RXR, implicado en la osteoclastogénesis. EI metabolito del colesterol,
27-hidroxicolesterol puede unirse al receptor de estrogenos e inhibir la expresion de SHP,
activando a las proteinas de LXR/RXR, con consiguiente aumento de la diferenciacion

osteoclastica y resorcion 6sea (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo de accion del 27HC en la resorcién ésea (Modificado de Nelson y col., 2013)
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Nutricion: aceite de palta, fitoesteroles y la salud dsea

No existe literatura sobre estudios clinicos del efecto del aceite de palta y los fitoesteroles
sobre el tejido 6seo. En un ensayo de 38 mujeres posmenopausicas que no recibian TRH ni
farmacos hipocolesterolemiantes como las estatinas, fueron suplementadas con 1,5 g de
fitoesteroles por dia via oral en una bebida de fruta con leche descremada. Debian tomar
este suplemento (250 mL) por 28 dias. Los resultados en el hueso no fueron
estadisticamente significativos para marcadores 6seos que disminuirian la resorcion
mediada por osteoclastos (Granado-Lorencio, 2014). Es necesario realizar mas ensayos en
humanos con respecto administracion de fitoesteroles, sean estos incorporados directamente
a la dieta 0 como nutracéuticos, para determinar la concentracion estandar que se podrian

ver beneficios en la salud ésea.
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VII.

CONCLUSIONES
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1. El aceite de palta presento efectos anorexigenos, pero sin disminucion del peso corporal.

Los fitoesteroles no presentaron estos efectos.

2. El aceite de palta mostro tener efecto estrogénico en hueso cortical de la tibia al

disminuir la resorcion ésea en un modelo roedor de menopausia. Los fitoesteroles

resultaron con un aumento en el espesor cortical, pero sin diferencias significativas.
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Anexo 1.

Universidad

deValparaisn
FHILE

LHI =F pcul tad do Farmada

ACTADE EVALUACION 00y 2016

El Comite de Bioetica pars la Investigecion {CBl) de |a Facultzd de Farmada de | Universidad de
Valpamiso, constituido por Sergio Blsimont, Asesor Jundico externo y los scadémicos de |3
Facultad de Farmada, Prof. Rafeel limenes |Presidernte dal CBI), Prof. Radl Vinet [Secetario del
CH), Prof. Clawdia Vega [Miembro del CH) y Prof. fMarcela Escobar (Miembro del CB| declara
haber evaluado el protocolo esperimentzl del proyecio “EFECTO DE FITDESTEROLES: EM LA
DESCALCIFICACION OSEA EN UM MODELD ROEDOR DE MEMOPAUSIA™ presentado por los
estudizntes Deniela Pinm yEic Montiel ydirgido porla Prof. Mara Fernanda Cavieres.

Pars su evalusdon, &l CBl revize los anteoedentes monteridos =n |z “SOLUCTUD PARS LA
APROBACION DE INVESTIGACION OUE INVOLUCRE A ANIMALES COMD SWETOS DE
INVESTIGACION (Wersion Julio 2045). Ls solidtud induye oomo anexos: (1) Protomic de
supervisionde animales y (| 2] OV de Prof. Mana Fermanda Cavieres.

Objetive del Extudie. B estudio plantea como objetivo general el efedo de fitoesteroles y del

aceite de paltaen el proceso de descaldficacion oseaenun modelo roedorde menopausia.

Metodologio. Pars genemrel models noedor de menopeusia s wtilizan 24 ratas hembras Sprague-
Dawley [E0-12 serrenas) oon cico estrel esable. B procedimiento de anestesia oy
orvanectomizas on 5= nesliz bajo protocol o OECD 440, Pars validar |z efectivided de laoperacion
s sigue el ddoestral por al menos 5 diss y se cafirma el mantenimieno del aresre. Finalizada
la respuests estrogenica los animales se asignan alestorizmente s los grupos de tratamiento

respectivo.

Azta CBI 01042016
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I. B (Bl considera gue loz objetivos cel proyecto han sido bien definidos y que |2
metodologia 3200 2da 3 sus logros se ha estableddo acecuadamente.

Il. En la valorscion bioetica del proyecto, el CBl no objeto otro aspecto que pudiers estar
reladonadocon el proyecto.

lll. Porloanterior, el CBl de |aFacuitad de Farmacia APRUEBA el protocoloexpermental, @ y
cuzl s zefals en el proyecto.

Firman el Acta loz miembroz del Comite:

Radl Vinet

Valparaizo, 09 de septiembrede 2016

Acte CBI 010/2016

73



74



