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INTRODUCCION:

Ante la pavorosa ola de infertilidad que afecté en los afios 1941-45 a los efec-
tivos ovinos de Australia, se centré la atencién mundial en los inesperados efectos
nocivos provocados por sustancias biolégicamente activas presentes en los pastos,
junto a los perjuicios écondémicos causados por dichos agenles.

Biolégicamente el mayor interés recaia en el hecho de ser la primera dolencia
atribuible a los Estrégenos vegetales, definiendo los australianos al proceso provoca-
do como Clover Desease (Enfermedad del Trébol), habiéndosela incluido ya en la
terminologia veterinaria como sinénimo del sindrome hiperestrogénico de origen
pratense, caracterizado por infertilidad, distocias por inercia uterina, prolapso ute-
rino, etc.

La existencia de plantas con actividad estrogénica capaces de producir tales
trastornos de la reproduccién ha sido comprobada en los pastos de miltiples paises
por diversos autores. El sindrome ha sido, incluso, reproducido experimentalmente
por numerosos invesligadores 1,%,22,23 inyectando por via subcutdnea o intramuscu-
lar estrégenos activos, habiendo establecido-MOULE 15 que la dosis minima para
producir infertilidad en la oveja es de 0,1-0,3 mg/dia/oveja de DES, durante seis
meses.

Estableciendo comparativamente la actividad estrogénica del Trébol subte-
rraneo, usando ratas nulfparas, se comprueba que un ovino consume dosis de es-
trégenos del orden de 0,015 mg/dia 3 de DES. Por otro lado y teniendo en cuenta
que 100 gr. de materia seca de trébol subterrdneo contienen 740 mg. de Genisteina,
basta que un ovino consuma diariamente 1 Kg. de materia seca de dicha leguminosa,

para ingenir 7 gr. de Genisteina/dia.?

— 603.—



Los fitoestrégenos pertenecen a tres grupos:

Esteroides.

Isoflavonas.

Cumarinas, caracterizdndose todos ellos 18 por:

—Ser eficientes administrados oralmente, a diferencia de los estrégenos natu-
rales, s6lo activos parenteralmente.!?

—Termoestabilidad, incluso por encima de los 100° C.

—Flevada resistencia a la accién 4cida.

—Resistencia relativamente alta a la accién alcalina.

—Actividad estrogénica menor que las de las hormonas foliculares y estrégenos
sintéticos.

Entre los fitoesteroides que se han aislado se encuentran la Estrona 20 y el
Estriol 11,20, Segiin BRADBURY y WHITE,? las levaduras contienen también una gran
variedad de Esteroides, entre los que se incluyen el Ergosterol y el Zimosterol, siendo
interesante sefialar que las fuentes mds ricas, entre los vegetales, en fitoestrégenos
son los aceites obtenidos de semillas de trigo, centeno, mijo, nabo, alfalfa, soja,
etcétera.??

Entre las isoflavonas las biolégicamente activas son: genisteina, biochanin A,
prunetina, formononetina y daidzeina.!3

La genisteina se ha demostrado en diversas especies vegetales,?,3,8,9,16,2024
existiendo junto a ella una serie de derivados suyos, todos glucésidos, de los cuales
los mas interesantes son: biochanin A,78,14172! prunetina,?,?® formononeti-
na 5,7 8 y daidzeina.8,9,12 20 De estas isoflavonas la daidzeina es la mas activa biolé-
gicamente, la genisteina y biochanin A tienen préicticamente la misma actividad, en
tanto que la Formononetina presenta una actividad inferior.

De las cumarinas la més interesante es el cumestrol, aislado en cierto niimero
de especies vegetales 9,19 y habiendo sido ya sintetizado.2’ Su actividad es 30 veces
superior a la de la genisteina,!? calculandose que 1 mg. de DES equivale a 2,780 mg.
de cumestrol.?

La amplia difusién de los fitoestrégenos en las especies vegetales forrajeras,
una serie de hechos anémalos observados en la Clinica de este Departamento y el
plan de intensificacién de forrajes en la zona, con la introduccién de nuevas varie-
dades, de las cuales algunas pueden poseer fuerte potencia estrogénica, nos ha con-
ducido a plantear la presente experiencia, como avance de un plan méas amplio que
este Departamento se propone realizar en un futuro inmediato, para establecer un
Mapa Estrogénico de los pastos de la provincia.

MATERIAL Y METODOS:

Se ha investigado la actividad estrogénica de dos especies vegetales bastante
extendidas en la provincia: alfalfa (Medicago sativa) y trébol (Trifolium repens). La
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alfalfa se encontraba en estado de prefloracién y con una humedad del 6,5 %, pro-
cedente de Grandoso (Leén). El trébol se encontraba en estado de floracién, con una
humedad del 8,3 %, siendo su procedencia la misma que en el caso de la alfalfa.

El método seguido para la extraccién del principio activo ha sido el descrito
por BonabponNa y FURNAROLLS

El extracto final obtenido de la alfalfa arrojé un peso de 1,427 grs. que se disol-
vieron en 20 c.c. de alcohol etilico, calidad reactivo. De esta disolucién se inyectaron
0,4 c.c. diarios, por via subcuténea, durante diez dias, a los cinco animales destinados
a la experiencia, de forma que la dosis total de extracto que recibié cada uno de
ellos fue de 0,2854 grs.

El extracto de trébol, a su vez, arroj6 un peso de 2,051 grs. disueltos, asi mismo,
en 20 c.c. de alcohol etilico, inyectados por la misma via, a las mismas dosis y durante
el mismo tiempo que en el caso de la alfalfa, de forma que la dosis total /rata admi-
nistrada fue de 0,4102 grs.

En la experiencia se han usado ratas blancas de laboratorio, de 6-8 meses de
edad, con pesos comprendidos entre 232 y 384 grs., todas ellas nuliparas. Los anima-
les se castraron segin la técnica de ZONDECK, con las precauciones asépticas habitua-
les. Tras la ovariectomia los animales se colocaron en jaulas individuales, sometidos
a limentacién standard y afiadiendo antibiéticos al agua de bebida durante los cinco
primeros dias tras la castracién.

Diez dias después de la ovariectomia se practicaron frotis vaginales diarios,
durante siete dias, en cada una de las ratas, tifiéndose dichos frotis mediante hema-
toxilina-cosina. La constancia de imagen anéstrica dio la garantia de que los animales
eran aptos para ser usados como reactivos biolégicos.

Al fin de estos 17 dias la atrofia uterina era practicamente completa, como se
comprobé ante el sacrificio de cuatro animales, elegidos al azar, comenzdndose en-
tonces la administracién de los extractos de alfalfa, trébol y un estrégeno patrén
(dienestrol).

Los 27 animales usados en la experiencia se agruparon de la siguiente forma:

—Grupo A: cinco animales, a los que se inyect el extracto de alfalfa.

—Grupo B: cinco animales, a los que se inyect6 el extracto de trébol.

—Grupo C: cinco animales, que no recibieron ningtin tratamiento, como con-
troles.

—Grupo D: 12 animales, divididos a su vez en seis subgrupos, de dos animales
cada uno, que recibieron cantidades conocidas de 3,4-p p’-dihidroxi-difenil-2,4-he-
xadieno (dienestrol), administrado en dosis crecientes, por via subcuténea.

Este estrégeno estaba destinado a provocar una respuesta ponderal uterina
progresivamente creciente para la obtencién de una escala de valores de estimula-
cién uterina que permitiera establecer equivalencias con la actividad de los fitoes-
trégenos, es decir una curva patrén de dosis.

Veinticuatro horas después de la inyeccién todos los animales se pesaron indi-
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vidualmente, sacrificindoseles por rotura del cuello. Seguidamente se extraia el
dtero, a nivel de la unién dtero-vaginal, se liberaba de los ligamentos, se pesaban en
balanza de precisién, tras abrirlos longitudinalmente y comprimirlos entre dos hojas
de papel de filtro para eliminar las secreciones, a fin de apreciar las fluctuaciones
sufridas por el érgano bajo la influencia de los estrégenos administrados.

Para cada animal se hall6 la relacién Peso Uterino/Peso Corporal (PU/ PC),
para separar los efectos estrogénicos de los debidos al peso corporal correspondien-
te. Las relaciones medias PU/PC de los animales tratados con extractos de alfalfa,
trébol y cada uno de los seis lotes tratados con Dienestrol se compararon con la re-
lacién PU/PC media de los animales controles, a fin de determinar la tasa de acti-
vidad estrogénica de cada uno de los productos usados.

RESULTADOS:

En las condiciones de la presente experiencia y en los estados vegetativos de
las plantas utilizadas, tanto la alfalfa como el trébol, demostraron poseer actividad
estrogénica, induciendo un incremento de peso uterino, respecto de los animales
usados como control, de 7,39 y 4,79, respectivamente, incrementos que se correspon-
den aproximadamente con los inducidos por 15 pg y 3 pg de dienestrol, respecti-
vamente (Cuadros I, IT y III y fotografias n. 1, 2, 3 y 4).

1 2 3 4 5 6
Alfalfa 0,0254 gr. 0,2854 gr. 317,6 gr. 0,96 gr. 0,00303
Trébol 0,04102 0,4102 290,03 0,590 0,00196
DES 1.° 0,3ug 3ug 294,60 0,600 0,00203
DES 2.° 0,6ug bug 331,10 0,700 0,00211
DES 3.° 0,%g Sug 234,45 0,507 0,00216
DES 4.° 1,2ug 12ug 341,60 0,720 0,00298
DES 5.° 1,5ug 15ug 262,60 0,860 0,00327
DES 6.° 1,8ug 18ug 323,00 0,767 0,00330
Controle — — 354,08 0,174 0,00042

1 = Compuesto inyectado
2 = Dosis/dia/rata

3 = Dosis total /rata

4 = Peso corporal medio
5 = Peso uterino medio

6 = PU/PC.

Los tteros de todos los animales tratados con extractos de alfalfa y trébol apa-
recen repletos de exudados, que en el caso de la alfalfa es de 2,128 grs. de cantidad
media y en el del trébol de 1,917 grs. En los animales tratados con dienesirol la can-
tidad de exudado comprobado se halla en dependencia de la dosis usada, variando
de 0,858 grs. para la dosis de 3 p.g. a 3,830 grs. para la dosis de 18 p.g.
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CUADRO N.° 11

Relacion PU/PC de los animales tratados con extractos Alfalfa y Trébeol y con
Dienestrol, en relacién al PU/PC de los animales controles.

Alfalfa

7,39

4,79

Trébol
Diemestrol
1.°

4,95

2.°

5,14

3.0

5,26

4.°

797

6.2

8,04

CUADRO N.° III

Curva patron de dosis de Dienestrol, con expresion de los incrementos ponderales

y = 3,728 & 0,258 x

Alfalfa = 7539

por los extractos de alfalfa y trébol.

Trébol = 4, 79
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En ninguno de los animales tratados se observaron efectos colaterales impu-
tables a la inyeccién subcutéanea de los productos utilizados.

CONSLUSIONES:

En el presente estudio se comprueba que muestras de alfalfa y trébol de pastos
de la provincia de Leén, contienen cantidades de fitoestrégenos suficientes para pro-
ducir interferencias en la funcién reproductora de las hembras domésticas que se ali-
mentan con dichos pastos.

En consecuencia se llega a la conclusién de la necesidad de un estudio mas
amplio acerca del contenido estrogénico de los pastos de esta regién, en apoyo de
una posible mejora ganadera, mediante la lucha contra la hipofecundidad de las
hembras domésticas subsidiarias de los mismos.

RESUMEN:

Como preludio a un estudio posterior més amplio, se estudia el contenido es-
trogénico de la Alfalfa y Trébol, cultivados en la provincia de Leén, encontrando
que su actividad estrogénica, medida sobre ttero de rata castrada, es equiparable a
la producida por 12 y 3 ug. de Dienestrol respectivamente.

RESUME:

On donne, comme prélude a un étude postérieur plus ample, le contenu es-
trogénique de la lucerne et le tréfle, de la province de Ledn, trouvant que leur activité
estrogénique, chez la rat ovariectomizé, c’est de la teneur de 12 et 3 ug de dienes-
trol, respectivement.

SUMMARY:

The oestrogenic activity of the lucerne and clover, obtained in the province of
Leén, is given, estimating that their oestrogenic power is comparable, in the ovariec-
tomiced rat, to 12 and 3 ug of Dienestrol, respectively.
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Fotografia n.° 1: Utero de animal control
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. . . ia n.° 4: Utero de animal tratado con 18 g de dienestrol.
Fotografia N.° 2: Utero deanimal tratado con extracto de trébol. Fotografia n Uterod &
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