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ACTIVIDAD ESTROGENICA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DEL FRUTO DE AGUAJE MAURITIA FLEXUOSA L EN RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Karen Elizabeth Campos Correa', Cynthia Joyce Gutiérrez Landa’

RESUMEN

Objetivo. Determinar la actividad estrogénica del extracto hidroalcohdlico del fruto de aguaje (Mauritia flexuosa L) en
ratas ovariectomizadas. Materiales y métodos. 54 ratas hembras Sprague-Dawley de 2 %2 a 3 meses de edad fueron
divididas aleatoriamente en seis grupos: hembras intactas + suero, ovariectomizadas + suero, ovariectomizadas + extracto
hidroalcohdlico de aguaje a tres dosis diferentes, ovariectomizadas + etinilestradiol. Después de la ovariectomia se inicié el
tratamiento por via intragastrica durante 5 semanas. A las 2 semanas de tratamiento se hizo un frotis vaginal por 7 dias para
determinar la maduracion celular. Al finalizar el tratamiento se realizé la eutanasia para estudiar el tejido 6seo de la metéfisis
proximal de la tibia; y se diseco el utero para su pesado. Resultados. El grupo que recibio la dosis de 500 mg/kg presenté un
mayor numero de ratas que tuvieron maduracion celular vaginal a diferencia de las dosis menores. En el estudio del hueso
no hubo actividad estrogénica significativa en el hueso trabecular pero se obtuvo un aumento significativo de osteoblastos
en los grupos tratados con el extracto hidroalcohdlico de aguaje a dosis de 100 mg/kg. El peso uterino de los grupos tratados
con el extracto y las ovariectomizadas con suero fueron similares. Conclusiones. El extracto hidroalcoholico del fruto de
aguaje presento actividad estrogénica en ratas ovariectomizadas en las células vaginales; la dosis de 100 mg/kg produjo un
aumento significativo del nimero de osteoblastos, y no se evidencio actividad estrogénica en el peso uterino con ninguna
de las dosis del extracto hidroalcohdlico de aguaje.
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ESTROGENIC ACTIVITY OF THE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF THE FRUIT

OF AGUAJE MAURITIA FLEXUOSA L IN OVARIECTOMIZED RATS

ABSTRACT

Objectives. To determine the estrogenic activity of hydroalcoholic extract of the fruit of aguaje (Mauritia flexuosa L) in
ovariectomized rats. Materials and methods. 54 Sprague-Dawley rats from 2 1/2 to 3 months of age were grouped randomly
into six groups: intact females + saline, ovariectomized + saline, hydroalcoholic extract of three different doses aguaje,
ovariectomized + ethinylestradiol. After ovariectomy treatment was started by intragastric for 5 weeks. At 2 weeks of treatment
a vaginal smear was made for 7 days to determine the cell maturation. At the end of the treatment was performed euthanasia
to study the bone tissue of the proximal metaphysis of the tibia and the uterus was dissected for weighing. Results. The
group that received doses of 500 mg/kg had more rats that had vaginal cell maturation in contrast to the lower dose. In the
study of bone was not significant estrogenic activity in trabecular bone but it was a significant increase in osteoblasts in the
groups treated with the hydroalcoholic extract of aguaje at doses of 100 mg/kg. Uterine weight in the groups treated with
the extract and saline were similar ovariectomized. Conclusions. The hydroalcoholic extract of the fruit of aguaje presented
in ovariectomized rats estrogen activity in cells vaginal dose of 100mg/kg produced a significant increase in the number of
osteoblasts, and no evidence of estrogenic activity in uterine weight with any of the hydroalcoholic extract dose aguaje.

Key words: Aguaje; Mauritia flexuosa L; Estrogenic activity; Ovariectomized rats (source: MeSH NLM).

ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

El aguaje Mauritia flexuosa L, es una palmera con
amplia distribucion en el Peru y otros paises de América
del Sur, creciendo principalmente en territorios de clima
tropical. La principal virtud de esta palmera son sus
frutos ( de los cuales se usa el mesocarpio o pulpa) que
sirven como alimento en muchas zonas amazodnicas,
ya sea rurales, urbanas o en tribus de indigenas' .
Con respecto al fruto hay creencias populares que le
atribuyen virtudes hormonales por influir en los caracteres
sexuales femeninos, y disminuir las molestias propias

del climaterio. Es probable que este fruto contenga
fitoestrogenos, que son compuestos con similar estructura
a los estrogenos, pero con efecto menor2. Uno de los usos
de fitoestrogenos seria en la etapa de la postmenopausia,
ya que no se ha reportado, los efectos adversos que
puede producir la Terapia de Reemplazo Hormonal (TRH),
como los accidentes cerebrovasculares, enfermedades
coronarias, infartos al corazén y desarrollo de cancer de
mama y endometrio®*5. Si bien existen estudios acerca
de los compuestos antes mencionados (especialmente
sobre los fitoestrégenos de la soya), las investigaciones
son escasas con respecto al aguaje y sus propiedades
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estrogénicas; si dichas propiedades son comprobadas
ofreceriamos bases cientificas para estudios posteriores
(sobre su toxicologia, farmacocinética, farmacodinamia,
eficacia y mecanismos de accién) cuyos resultados
podrian extender el consumo de este fruto hacia otras
poblaciones asi como su comercializaciéon, mejorando
la salud de las mujeres y poniendo al alcance de ellas
las propiedades que este producto ofrece. EIl objetivo
de la presente investigacion es demostrar la actividad
estrogénica del extracto hidroalcohdlico del fruto de aguaje
en ratas ovariectomizadas, utilizando como indicadores a
la citologia vaginal, tejido 6seo y peso uterino.

MATERIALES Y METODOS
Diseno de Investigacion

Tipo de investigacion: Experimental-Preclinico
Unidad de anélisis: Ratas hembras Sprague-Dawley de 2
1/2 a 3 meses.

Tamanio de la muestra: 54 ratas hembras Sprague-Dawley
de 2 1/2 a 3 meses.

Asignacion de Grupo: Aleatorio Simple

Variable Independiente: Extracto hidroalcohdlico del fruto
de aguaje

Variable Dependiente: Efecto estrogénico.

Criterios de inclusién: Ratas Sprague-Dawley de 2 1/2 a 3
meses de edad, hembras y en buen estado general.

Criterios de exclusion: Ratas menores de 2 1/2 de edad
o0 mayores de 3 meses de edad, hembras prefiadas, en
mal estado general y las que murieran durante el estudio.

Procedimiento:

a) Preparacion del extracto hidroalcohdlico del fruto
de aguaje (EHA): Se adquirid el aguaje, morfotipo
“amarillo” en el mercado Modelo Mayorista de Frutas
(Lima) procedente principalmente del Departamento
de San Martin. Los frutos fueron lavados con agua
potable y luego remojados en agua caliente por 4 horas
en recipientes de acero con la finalidad de acelerar
el proceso de maduracion, hasta que el pericarpio
pudiera retirarse con la yema de los dedos sin mayor
esfuerzo. Se separé la pulpa para la preparacion del
extracto. Cada 200 g de pulpa fueron licuados con
450 ml de alcohol al 70%. Esta mezcla se depositd
en un envase ambar herméticamente cerrado por
una semana para su maceracion; posteriormente se
procedié a su filtracion, para lo cual se utilizé una
bomba de filtracién al vacio. El filtrado se deposité en
un recipiente de vidrio que fue puesto en una estufa
a 40°C por dos semanas para la evaporacién de la

b)

c)

d)

e)

parte liquida y asi obtener el extracto seco. Para la
preparacion de las 3 concentraciones de EHA se pes6
el extracto seco y se diluy6 con agua destilada.

Preparacién y agrupaciéon de los animales: Las
ratas Sprague Dawley fueron adquiridas del Instituto
Nacional de Salud (INS) y alojadas en jaulas de
crianza del Bioterio de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Permanecieron en un ambiente de 20 a 22 °C de
temperatura, 50 a 60% de humedad y 12 h de luz/
oscuridad, teniendo ademas acceso libre del agua
y alimento balanceado. Luego de una semana de
adaptacion, se asignaron aleatoriamente los 6 grupos
de estudio: Grupo 1 (n=9): ratas hembras intactas +
suero fisiolégico 1ml/100 gr; Grupo 2 (n=9): OVX +
suero fisiolégico 1ml/100 gr; Grupo 3 (n=9): OVX +
EHA de 10 mg/kg; Grupo 4 (n=9): OVX + EHA 100 mg/
kg; Grupo 5 (n=9): OVX + EHA 500 mg/kg; Grupo 6
(n=9): OVX + Etinilestradiol 0,1 mg/kg.

Ovariectomia de las ratas: Con la ovariectomia (inter-
vencion quirdrgica para extraer los ovarios), se puede
evaluar la influencia del estrégeno a utilizar. Para dicha
operacién se utilizaron materiales esterilizados y se
anestesio a las ratas con ketamina de 50 mg/kg via in-
traperitoneal. Previo rasurado del area lumbar lateral se
hizo una incision horizontal de 1 cm aproximadamente
para ubicar el ovario de dicha zona, se ligé con catgut
crémico para extirparlo y evitar hemorragias. Se suturd
la incision empleando seda negra 1/0; este procedimien-
to fue repetido en la zona contralateral.

Preparaciéon de laminas: Para la lectura del frotis
vaginal se utilizé la coloraciéon de Papanicolaou; y para
el estudio del tejido 6seo se realizé un corte longitudinal
a la altura de la metafisis proximal de la tibia de 3-4 ym
de grosor con ayuda de un micrétomo para su lectura
se empleo la coloracion de Hematoxilina Eosina.

Valoracién de resultados

Frotis del epitelio vaginal: Se realiz6 un frotis vaginal
diariamente entre 9:00 - 11:00 am por 7 dias después
de 2 semanas de tratamiento, con la finalidad de eva-
luar la madurez de células vaginales a través del indice
de maduracion celular donde se identifican a las células
parabasales (células inmaduras), intermedias y superfi-
ciales. Ya que el ciclo estral de la rata dura entre 4 a 5
dias, se asigno un tiempo de 7 dias para el frotis vaginal
y asi aumentar la probabilidad de encontrar células ma-
duras de cada etapa estral si es que lo hubiera.

Luego de 10 a 15 dias post-ovariectomia los frotices
de las ratas se encuentran en fase inactiva, es decir

solo se observa células inmaduras®.

Si un frotis tiene de 70% a mas de células parabasales
se interpreta como ausencia de estrogenos’; vy
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si el porcentaje de parabasales es menor a 70%
corresponde a la presencia de actividad estrogénica.
En cada fase del ciclo estral el porcentaje de los
tipos celulares son distintos pero en las fases de
mayor actividad estrogénica se evidencian las células
intermedias y superficiales en mayor proporcion.

Un total de 378 laminas fueron leidas por un médico
patélogo, la cual desconocia al grupo que pertenecian las
muestras; utilizé un microscopio electronico LEICA DM 500.

Estudio del Tejido Oseo: La zona de estudio fue el hueso
trabecular de la metafisis proximal de la tibia derecha
de cada animal, ya que luego de 5 semanas de la
ovariectomia, en un modelo de osteoporosis en ratas, se
ha encontrado resultados estadisticamente significativos
en dicha zona tras la deplecion estrogénica®®

Para la evaluacién del tejido 6seo se hizo un estudio
histomorfométrico analizando el hueso trabecular y
los osteoblastos. En el primero se evalué: nimero de
trabéculas en un campo de 10 X, proporcion trabecular
medido en porcentaje (%) y grosor trabecular medido en
micras (um); y para los osteoblastos se realizé un conteo
de estas células en las trabéculas en un campo de 40 X.
Para la lectura de las laminas se utilizé un microscopio
electronico Modelo OLYMPUS CX 41 ello estuvo a cargo
de un médico patdlogo el cual no sabia a qué grupo
pertenecian las muestras; también se utilizd un programa
de mediciéon computarizada J Micro Vision version 1,2,7.

Determinacion de peso uterino: Posteriormente a la
eutanasia se extrajo el utero de las ratas, para disecarlas
e inmediatamente pesarlas en una balanza de alta
precision Modelo SARTORIUS BP121S. Este parametro
evalla indirectamente la atrofia o hipertrofia del utero en
los animales de estudio.

Analisis Estadistico: Para el andlisis de los datos se
empled el Paquete Estadistico SPSS Version 18. En
el analisis del frotis vaginal se utilizaron estadisticas
descriptiva, prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov; el ANOVA para comparaciones multiples y Post
Hoc DMS; ademas se uso la Prueba de Chi cuadrado.
En el analisis del tejido 6seo (hueso trabecular y
osteoblastos) se emplearon estadisticas descriptivas,
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov; y
para las comparaciones multiples, a los que tuvieron
una distribucién normal se les aplicd la prueba ANOVA
y Post Hoc DMS; y los parametros que no tuvieron una
distribucion normal se les realizé la prueba de Kruskal-
Wallis y Post Hoc Dunn, con un 95 % de confianza, a=0,05.
Para el peso uterino se aplico estadisticas descriptivas.

Aspectos éticos: Tuvieron una semana de adaptacion
para reducir el estrés del animal; se control6 los factores
ambientales como temperaturas extremas, concentraciones
altas de amoniaco por la orina; a través de un ambiente
ventilado, sin ruido y limpio. Ademas se utilizd el minimo
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animal necesario por jaula, en beneficio de la investigacion.
Para el sacrificio del animal elegimos el método de
“Eutanasia inducido por anestésicos inhalatorios”; este es
un método aceptable para roedores™. El método consiste
en embeber una torunda de algodon con éter etilico, para
colocarlo en el interior de una campana de vidrio junto al
animal y esperar su muerte; esto permite una rapida pérdida
de conciencia sin dolor, seguido por un alivio progresivo
hasta la muerte del animal.

RESULTADOS
Frotis vaginal

a) Porcentaje de células parabasales y células maduras:
Se observo que el grupo de EHA de 500 mg/kg (80,37%)
tuvo una reduccion significativa en promedio de sus
células parabasales en comparacion con el grupo de
las OVX tratadas con suero (96,80%) p = 0,006.

b) Maduracion celular Vs Aplicacion de EHA: Al
aplicar la prueba de Chi Cuadrado se encontré una
asociacion significativa entre dar tratamiento de EHA'y
maduracion de las células vaginales; con un p=0,012;
a=0,05. Segun lo obtenido pudimos evidenciar que las
ratas OVX tratadas con suero no tuvieron maduracién
celular (Tabla 1).

Estudio del tejido 6seo

a) Numero de Trabéculas por campo en la metafisis
proximal de la tibia: Al comparar las medias de los
grupos encontramos que las ratas ovariectomizadas
tratadas con EHA de 10 mg/kg tuvieron un mayor
numero de trabéculas (16,55 + 6,06) siendo superior a
las ratas OVX tratadas con suero (11,88 * 5,27), pero
esta diferencia no es estadisticamente significativa.

b) Proporcién de Trabéculas (%) en la metafisis proximal
de la tibia: Este parametro evalla la superficie que
ocupan las trabéculas en la zona metafisiaria de la tibia
proximal. El grupo de EHA 500 mg/kg (24,67+6,19%)

Tabla 1. Aplicacion del EHA versus maduracion celular
en el frotis vaginal de ratas ovariectomizadas.

MADURACION
sl CELULAR  Total
NO
0 9 o9
ovX'+ SUERO 0% 39,1% 25%
2 7 9

L, +
APLICACION COVX*EHAT0OmMOkG 0 1o 3049% 25%

DEEHA VX + EHA 100 mg/kg 2 49
MIMG 3850, 17.4% 25%

6 3 9
+
OVX + EHA 500 mg/kg 462% 13% 25%
Total 100% 100% 100%
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Figura 1. Numero de osteoblastos x campo (40 X)
(*) Se observa diferencia estadisticamente significativa

fue superior a las ratas OVX tratadas con suero
(24,29+6,25%), esta diferencia no es estadisticamente
significativa.

¢) Grosor Trabecular (um) en la metafisis proximal de la
tibia en ratas ovariectomizadas: El grosor trabecular
es uno de los parametros afectados por la deficiencia
de estrégenos; se encontré que las ratas tratadas con
EHA 500 mg/kg (63,33 + 11,59um) fue superior a las
OVX tratadas con suero fisiologico (60,67 + 5,00um);
no se encontro diferencia significativa.

d) Numero de Osteoblastos, en las trabéculas de
la metéfisis proximal de la tibia: El conteo de los
osteoblastos de los grupos tratados con EHA fueron
superior a las OVX tratadas con suero (media:
2,44 + 1,13), pero solo el grupo de EHA 100 mg/kg
(media: 7,66 + 3,80) tuvo un incremento significativo
de osteoblastos, segun la prueba post hoc de Dunn
(Gréfico 5).

Peso uterino (g)

El peso uterino del grupo de ratas sin OVX (0,034+0,090)
y el grupo de OVX tratadas con EE (0,396+0,089)
tuvieron un peso uterino 3 veces superiores a los grupos
de OVX ftratadas con suero (0,095+0,022), EHA 10 mg/
kg (0,080+0,014), EHA 100 mg/kg (0,089+0,008) y EHA
500 mg/kg (0,109+0,018). Entre los grupos de EHA, el

0,500

0,400+
0,300+ I
0,200+ 0,334

0,100+ T

0,080 JLOMeLE) 0,109
NoOVX+ Suero EHA10 EHA100 EHA500  EE
suero mg/kg mg/kg mg/kg

Grupo de investigacién
Error Bars. 95% Cl

Mean peso uterino

0,000

Figura 2. Peso del Utero (gr)

grupo de 500 mg/kg tuvo un valor ligeramente superior
con respecto a las dosis inferiores (Grafico 6).

DISCUSION

El aguaje es un fruto selvatico rico en nutrientes, dentro de
los cuales destaca un fitoestrégeno llamado biochanina
A, la cual produce un metabolito llamado genisteina la
cual se ha demostrado que posee diversas propiedades
que tendrian un gran impacto en la salud humana, como
en la etapa postmenopausica.

En el estudio del frotis vaginal se encontrd una asociacion
significativa entre dar tratamiento de EHA y maduracién de
las células vaginales. En relacion a los obtenido Cherds-
hewasart y col hallaron resultados positivos en las células
vaginales de ratas ovariectomizadas al usar una planta lla-
mada Pueraria Mirifica (rica en fitoestrdgenos), cuya accién
post-tratamiento en las células vaginales depende de la do-
sis usada''. De la misma forma Chiechi y col en un ensayo
clinico con mujeres postmenopausicas, llegaron a la conclu-
sioén de que una dieta rica en soja es eficaz en el aumento
de los indices de maduracién de las células vaginales'* 3.

En el estudio del hueso trabecular no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos tratados con
EHA y el grupo de Ovx tratadas con suero; sin embargo
el grupo que recibio EHA de 500 mg/kg obtuvo mejores
resultados enla proporciény grosor trabecular conrespecto
al grupo de Ovx que recibieron suero. A pesar de que
los resultados no fueron estadisticamente significativos
otros estudios realizados por Wang y col afirman que
el uso de genisteina extraida de una planta medicinal
china llamada Huaijiao Sophora japonica-Leguminosae
en ratas ovariectomizadas obtuvo efectos favorables en
el area y grosor trabecular del fémur'. En el numero de
osteoblastos se hall6 que los grupos que recibieron EHA
tuvieron valores superiores al grupo de OVX tratadas
con suero. Estos resultados se pueden deber, como se
explica en un estudio de Lee y Choj, a que la Biochanina
A influye significativamente en el crecimiento de las
células osteoblasticas MC3T3-E1 y en la disminucion de
la produccién de TNF-a en los osteoblastos, la cual esta.
relacionado a la actividad osteoclastogénica'.

El dltimo parametro de medicion en el estudio fue el peso
uterino encontrandose que los grupos OVX tratados
con aguaje tuvieron un peso uterino muy similar a las
OVX tratadas con suero, lo cual refleja que no hay una
actividad estrogénica a este nivel; por el contrario el grupo
de OVX que recibio etinilestradiol tuvo un peso uterino
muy superior, observandose un efecto muy notorio en
este 6rgano. En acorde Gallo y col. realizaron un estudio
sobre el efecto del extracto estandarizado de soya en
utero de ratas ovariectomizadas; encontrando en el peso
uterino una reduccion significativa ademas d atrofia en
endometrio; en cambio el grupo de OVX que recibio 17 3
estradiol tuvo un incremento significativo del peso uterino
ademas de hiperplasia endometrial.’ También Schrepfer
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y col estudiaron el efecto de la Biochanina A en la cual no
se evidencié crecimiento uterino ni cambios en su estudio
histoldgico'®.

Segun nuestros resultados demostramos que el
fruto de aguaje tiene actividad estrogénica en ratas
ovariectomizadas; demostrandose a nivel de la células
vaginales, a nivel 6seo en los osteoblastos aunque no
presentd actividad estrogénica significativa en el hueso
trabecular. No se encontro actividad estrogénica en el peso
uterino de ratas ovariectomizadas tratadas con ninguna de
las dosis del Extracto hidroalcohdlico del fruto de aguaje.

Es importante resaltar sus efectos positivos en la salud
y como profesionales de la salud nos permite tener
un fundamento cientifico para orientar e impulsar el
consumo de este producto natural, en especial a la mujer
postmenopausica.
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