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Resumen

Palabras clave

Objetivos: Determinar si la administracion por via oral del extracto etandlico de flores
de Laccopetalum giganteum (Pacra-pacra) en ratas normales aumenta la fertilidad.
Diserio: Estudio experimental. Lugar: Facultad de Medicina y Facultad de Farmacia
y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Material biologico: Ratas.
Intervenciones: Cuarentiocho animales fueron divididos aleatoriamente en 2 grandes
grupos, de 24 cada uno. El primero fue control, con solucion salina fisiolégica (SSF)
SmL/kg y el segundo con extracto via oral, 300 mg/kg, durante 15 dias. Cada grupo
considero 6 hembras y 6 machos juntos, y 6 hembras y 6 machos separados. Los
animales que estuvieron juntos fueron sacrificados, para observar la presencia de

fetos en el utero; y a los animales que estuvieron separados, se les extrajo muestra

de sangre, para conocer el nivel de testosterona en machos y LH, FSH, estrogenos y
progesterona en hembras, expresandose en ug/dL; el dosaje hormonal se realizo por
el método de electroquimioluminiscencia. Asimismo, se determino GOT, GPT, urea y
creatinina, segun las técnicas utilizadas en el laboratorio clinico. Principales medidas
de resultados: Gravidez, FSH, LH, estrogenos y progesterona en ratas hembras;
testosterona en ratas machos. Resultados: Los flavonoides, compuestos fenolicos y
taninos estuvieron en mayor cantidad en el extracto etanolico. El 100% de ratas que
recibio el extracto etandlico de la planta y estuvo junto a los machos resulto gravida, y,
las separadas que recibieron el mismo extracto, presentaron incremento de FSH en las
hembrasy testosterona en los machos, comparativamente a los controles respectivos. Los
niveles de GOT, GPT, urea y creatinina se encontraron dentro de los limites aceptados.
Conclusiones: En condiciones experimentales, el extracto etandlico de las flores de
Laccopetalum giganteum (pacra-pacra) incremento la fertilidad en ratas normales.

Extractos vegetales; fertilidad, investigacion.

Ethanolic flower extract from Laccopetalum Experimental study. Setting: Faculty of Medicine and
giganteum (pacra-pacra) increases fertility in rats Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Universidad

Abstract

Objective: To determine whether oral administration of
the ethanolic flower extract from Laccopetalum giganteum
(pacra-pacra) increases fertility in normal rats. Design.

Nacional Mayor de San Marcos. Biologic material: Rats.
Interventions. Forty-eight rats were randomly distributed
into 2 groups of 24 rats each. The first control group
received solucion salina fisiologica (SSF) 5 mL/kg and
the second group 300 mg/kg of the extract, orally, for

! Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina -

15 days. Each group had 6 female rats and 6 male rats

Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd. living together and 6 female rats and 6 male rats lived
2 Seccion de Farmacologia, Departamento Académico de Ciencias separate. The animals living together were sacrificed in
Dinamicas, Facultad de Medicina - Universidad Nacional Mayor de order to observe the fetuses in the uterus. The animals

San Marcos. Lima, Peru.

® Departamento Académico de Ginecologia y Obstetricia, Facultad de

that lived separate had blood samples taken in order

Medicina - Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd. to determine testosterone levels in male rats and LH,
* Instituto de Patologia, Facultad de Medicina - Universidad Nacional FSH, estrogen and progesterone levels in female rats

Mayor de San Marcos. Lima, Peru.

® Laboratorio de Farmacognosia y Medicina Tradicional. Facultad de
Farmacia y Bioquimica - Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Lima, Per(.

using electro chemiluminescence. At the same time, liver
function tests, urea and creatinine tests were done. Main
outcome measures: Pregnancy, FSH, LH, estrogens and

6 Post Grado - Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Per. progesterone in female rats; testosterone in male rats.

238 An Fac Med Lima 2007; 68(3)



El extracto etandlico de las flores de Laccopetalum giganteum (pacra-pacra)

Results: Flavonoids, tannins and phenolic compounds
were found in higher quantities in the ethanolic extract.
All female rats receiving the plant extract and living
together with the male rats got pregnant and the ones that
lived separate had increased levels of FSH. Male rats had
increased levels of testosterone as compared to the control
group. Liver function tests, urea and creatinine were within
acceptable limits. Conclusions: The ethanolic flower
extract from Laccopetalum giganteum (pacra-pacra)
increased fertility in normal rats.

Key words: Plant extracts, fertility; research.

INTRODUCCION

Aproximadamente entre 10y 15% de las parejas
sufren problemas de infertilidad. Con las actuales
técnicas de reproduccion asistida, muchas de ellas
inician un programa de fecundacion in vitro (FIV)
y transferencia embrionaria (TE), con la esperanza
de lograr una gestacion. La tasa de gestacién clinica
por ciclo de FIV-inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) es de alrededor de 30%
(). La tasa de embarazo clinico medio por ciclo
de FIV oscila entre 26% y 44,8% (*3).

La salud humana es de gran importancia para el
desarrollo y el progreso de un pais. Se ha utilizado
preparaciones o medicamentos herbarios desde
épocas antiguas, en muchas partes del mundo,
incluyendo la India. En afios recientes, su uso
como alternativa popular a la medicina moderna
ha aumentado considerablemente en paises desa-
rrollados (+9).

Diversos estudios demuestran actividad en la
espermatogénesis y estimulacion de la fertilidad de
plantas altoandinas diversas ("®). El Laccopetalum
giganteum (pacra-pacra), planta nativa, extendida
en la region altoandina, se le encuentra en las lade-
ras calizas de la puna, entre 4 200 a 4 600 msnm,
cuyas flores son utilizadas por los habitantes de la
zona como estimulante de la actividad reproductiva
en el hombre y sus animales.

El siguiente trabajo presenta la influencia del
extracto etanodlico de las flores de Laccopetalum
giganteum (pacra-pacra) sobre la fertilidad en ratas,
asi como su seguridad a nivel hepéatico y renal.

METODOS

Se utiliz6 48 ratas albinas de cepa Holtzmann,
con peso al inicio de la investigaciéon de 180 a
200 g, de 2 meses de edad, entre machos y hem-
bras, distribuidos por igual cantidad, procedentes
del Bioterio del Instituto Nacional de Salud del
Ministerio de Salud, mantenidas en un ambiente a
temperatura de 21°C, con dieta y agua a libertad.
Luego de un periodo de ambientacién de 7 dias y
un dia anterior al inicio del ensayo, fueron distri-
buidas al azar en 2 grandes grupos experimentales,
de 24 ratas cada grupo; el grupo control recibi6
solucidn salina fisiol6gica (SSF) 5 mL/kg y el grupo
de estudio, el extracto etandlico de las flores de la
planta Laccopetalum giganteum (pacra-pacra), en
dosis de 300 mg/kg. Ambos fueron administrados
por via oral durante 15 dias. El primer grupo
fue el grupo control, de 24 ratas, constituido por
6 machos y 6 hembras, juntos en una jaula, y 6
machos y hembras separados. El segundo grupo
de 24 ratas estuvo conformado por 6 machos y 6
hembras juntos en la misma jaula, y 6 machos y 6
hembras separados.

Al finalizar el tratamiento, se obtuvo muestras
de sangre para estudios bioquimicos y hormonales
de las ratas que estuvieron en jaulas separadas; en
tanto, las ratas que estuvieron juntas fueron sacri-
ficadas para evaluar la fertilidad.

Las flores de la planta Laccopetalum giganteum
(pacra-pacra) fueron recolectadas en Huaraz,
departamento de Ancash. La identificacién taxo-
némica de la planta fue realizada en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

Para la preparacion del extracto alcohdlico, las
flores frescas fueron lavadas y sometidas a deshi-
dratacion, a 40 °C, por 48 horas; luego, fueron
trituradas en un molino eléctrico, hasta obtener
un polvo fino, macerandose con alcohol a 60 °C.
Luego de los 15 dias, se filtr y se llevo a estufa,
a 40 °C, en placas grandes, para la desecaciéon
respectiva, por 4 dias, para llevarlo a extracto seco.
Y al extracto seco se le realizé reacciones de iden-
tificacion o coloracién para determinar la presencia
o ausencia de metabolitos secundarios haciendo
uso de reactivos especificos, en los resultados se
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indico presencia o ausencia del metabolito: 5 mg de
extracto problema con 5 gotas de reactivos (°).

El estudio farmacolégico in vivo se realizé a
las ratas hembras y machos que recibieron SSF y
extracto etanodlico de las flores de la planta Lacco-
petalum giganteum (pacra-pacra) y estuvieron en
jaulas separadas; se les extrajo muestra de sangre,
para dosaje de hormonas: testosterona en machos y
en la hembras LH, FSH, estrogenos y progesterona,
expresandose en xg/dL. El dosaje hormonal se hizo
mediante el método electroquimioluminiscencia, que
es una forma quimica seca, con una sensibilidad y
especificidad de 99%. Las ratas hembras que reci-
bieron el extracto, asi como las ratas hembras que
recibieron suero fisiol6gico y estuvieron en jaulas
junto a los machos, fueron sacrificados para retirar-
les el Utero y evaluar la fecundidad o gravidez, por
medio de la observacion de los fetos presentes.

Se determiné los niveles de urea, creatinina y
transaminasas, como indicadores de la funcién renal
y hepatica, mediante los métodos convencionales
realizados en el Instituto de Investigaciones Clinicas
de la Facultad de Medicina de la UNMSM.

Los datos obtenidos al evaluar el aumento de la
actividad fertilizante fueron sometidos al analisis
de varianza, y comparaciéon de medias; para los
diferentes analisis se consideré la p <0,05.

RESULTADOS

La clasificacion taxonémica y descripcion bota-
nica de la especie se realiz6 en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (Constancia N.040-USM-2006). La muestra
vegetal (planta completa) fue estudiada y clasificada
como Laccopetalum giganteum (Wedd.) Ulbrich
y tiene la siguiente posicién taxondémica, segun el
sistema de Clasificacion de Cronquist (*°):

Division : magnoliophyta

Clase : magnoliopsida

Orden : ranunculales

Familia : ranunculaceae

Género : laccopetalum

Especie : Laccopetalum giganteum (Wedd.) Ulbrich

Nombre vulgar: Pacra pacra
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Se obtuvo un extracto etandlico con aspecto
de masa homogénea, consistencia blanda, color
verde petréleo, libre de particulas extrafias; el
rendimiento fue de 9,4% de planta entera. El es-
tudio fitoquimico demostré que los flavonoides,
glicésidos, aminoacidos, esteroides y triterpenoi-
des, compuestos fendlicos y taninos estuvieron en
mayor cantidad en la fraccién (Tabla 1).

En ratas hembras que recibieron la planta, se
increment6 el nivel de FSH, en tanto que la LH, el
estradiol y la progesterona estuvieron reducidos o
fue similar al normal sin planta (Figuras 1y 2).

En los machos que recibieron la planta, se esti-
muld la produccién de testosterona (Figura 3).

Los niveles de transaminasas (GOT, GPT), urea
y creatinina se encontraron dentro de los limites
permitidos para ratas, tanto en el grupo control
como en el grupo de estudio (Figuras 4 y 5).

Las ratas hembras que estuvieron juntas a los ma-
chos y que recibieron la planta resultaron gravidas,
en 100% de la muestra en estudio (Figuras 6y 7).

DISCUSION

El extracto alcohdlico de las flores de Lacco-
petalum giganteum (pacra-pacra), al ser adminis-
trado por via oral en dosis de 300 mg/kg, a ratas
normales hembras, aumenté los niveles de FSH,
comparativamente al grupo control (Figura 1).

Tabla 1. Marcha fitoquimica del extracto de
Laccopetalum giganteum (pacra pacra).

Reaccion de: Metabolito secundario Extracto
Gelatina Taninos ++
Tricloruro férrico Compuestos fenolicos ++
Dragendorff Alcaloides +++
Molisch Azucares +H++
NaOH 10% Quinonas ++
Vainillin sulfurico Glicosidos -+
Liebermann Esteroides y triterpenos ++H++
Shinoda Flavonoides +++
Ninhidrina Aminoacidos libres ++

(++++) muy abundante cantidad, (+++) abundante cantidad,
(++) regular cantidad o positivo, (+) poca cantidad o trazas.
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Figura 1. Nivel de la hormona foliulo-estimulante (FSH) en
el extracto etandlico de las flores de Laccopetalum giganteum
(pacra pacra), en ratas normales hembras.

La funcién reproductora en el hombre implica
al sistema neuroendocrino y a las génadas, que
presentan dos funciones bien diferenciadas, esper-
matogénesis y esteroidogénesis. Ambas funciones
son controladas por via endocrina, desde la hip6-
fisis anterior, que secreta dos gonadotropinas, la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Sus funciones son: FSH actia
sobre las células de Sértoli, localizadas en el inte-
rior de los tubos seminiferos, estimulando la es-
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Figura 3. Extracto etanélico de las flores de Laccopetalum
giganteum (pacra pacra), en ratas normales machos.
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Figura 2. Nivel de la hormona luteinizante (LH) en el extracto
etanolico de las flores de Laccopetalum giganteum (pacra
pacra), en ratas normales hembras.

permatogénesis o produccién de espermatozoides;
LH actda sobre las células de Leydig, en el tejido
intersticial, provocando el proceso de esteroidogé-
nesis o produccién de hormonas masculinas (andré-
genos), cuyo principal producto es la testosterona.
La testosterona regula la secreciéon de LH, actuando
sobre el hipotdlamo y la hipéfisis anterior, en un
proceso de homeostasis negativa ().

Con los hallazgos descritos, se postula que el
extracto etandlico de las flores de Laccopetalum
giganteum (pacra-pacra) podria actuar directamente
sobre el hipotalamo y la hipéfisis, favoreciendo la
liberacion de los factores de la FSH, y sobre la
hipéfisis, permitiendo la produccién de gonado-
tropina hipofisiaria FSH.

Por otro lado, al administrar el extracto alco-
hélico de las flores de Laccopetalum giganteum
(pacra-pacra), en ratas normales machos estimula
la produccién de testosterona (Figura 3), posi-
blemente por metabolitos secundarios presentes
en la planta (Tabla 1), que actuarian a nivel del
hipotalamo liberando la neuregulina (Nrg). Este, a
su vez, actuaria a nivel hipofisiario, liberando ini-
cialmente LH y activando las células de Leydig (*?).
Posteriormente, la LH caeria por retroalimentacién
negativa, debido al incremento de la testosterona.
Este incremento de los niveles de testosterona pudo
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Figura 4. Nivel de transaminasas en suero de ratas
después de 15 dias de tratamiento.

haber inducido mayor nimero de copulaciones,
sumandose al incremento de los niveles de FSH,
que favorece la espermatogénesis y prepararia al
endometrio para una mejor nidacion del huevo
fecundado. Esto se evidencia al observar gravidez
en todas las ratas hembras expuestas a las ratas
machos que recibieron la planta, comparativamente
a las ratas hembras expuestas a las ratas machos
que no recibieron planta (Figuras 6 y 7).

Es posible que los aminoacidos y esteroides
presentes en el extracto etandlico de las flores de
Laccopetalum giganteum (Tabla 1) contribuyan en
mejorar la fertilidad (**). El sistema endocrino regula
la produccién de diversos tipos de hormonas, que se
encuentran conformadas basicamente por aminoaci-
dos y esteroles. Varios aminoacidos son requeridos
por el organismo para la fabricacion de neurotransmi-
sores, tales como la dopamina y noradrenalina, que
transmiten sefiales en el sistema del despertar sexual
y el desempefio fisico durante la actividad sexual. Los
principales aminoacidos que estos neurotransmisores
requieren incluyen fenilalanina, tirosina e histidina.

Ademas, los esteroles, saponinas, taninos y
alcaloides actiian como una importante fuente ener-
gética y estructural. Previenen el dafio espermato-
génico e incrementan los recuentos espermaticos
epididimarios.
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Figura 5. Nivel de urea y creatinina en suero de ratas
después de 15 dias de tratamiento.

Se ha demostrado que la arginina juega un rol
muy importante en la fertilidad masculina, estimu-
lando la produccién y la motilidad de los esperma-
tozoides. Se piensa que este aminoicido participa
en la generacién de 6xido nitrico, el que a su vez
viene siendo usado desde hace tiempo para contra-
rrestar la impotencia masculina (**). La histidina
también se encuentra en altas concentraciones en
algunas plantas, y se ha demostrado que desempe-
fla una importante funcién en la eyaculacion y el
orgasmo. El organismo de los mamiferos utiliza la
histidina para producir histamina y esta actia sobre
los cuerpos cavernosos del pene, los que a su vez
participan activamente en el proceso de ereccion,

Figura 6. Gravidez de grupo control con suero fisiologico
(machos y hembras juntos).
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Figura 7. Gravidez de grupo tratamiento con pacra pacra
(machos y hembras juntos).

desencadenando los estimulos que conduciran a la
posterior eyaculacion, lo que explicaria el aumen-
to en el nimero de las copulas. Ademas, algunos
esteroles inhibirian la apoptosis (*°) y pudiera ser
éste el mecanismo que incrementa la celularidad
de la espermatogénesis.

El estudio fitoquimico de las flores de Lacco-
petalum giganteum (pacra-pacra) ha evidenciado
regular cantidad de aminoacidos (Tabla 1), por lo
que se hace necesario mayores investigaciones al
respecto, para conocer si la histidina y arginina
estarian presentes y asi explicar los postulados
anteriores.

La determinacién de los niveles de GOT,
GPT (Figura 4), urea y creatinina (Figura 5) han
mostrado que la planta no estaria induciendo una
disfuncidén hepatica y renal en las ratas a la dosis y
tiempo ensayado, lo cual se trataria de un producto
natural aceptable, pero que requiere de mayores
estudios toxicologicos.

En conclusion, en condiciones experimentales, el
extracto etanodlico de las flores de Laccopetalum gi-
ganteum (pacra-pacra) evidencio efecto estimulante
de la actividad reproductiva en ratas normales.
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