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RESUMEN. Los fitoestrégenos, compuestos de estructura quimica diversa, actiian sobre la funcion repro-
ductiva de los mamiferos. Se investigaron los efectos del extracto metandlico (ExM) de frutos de Prosopis
torquata sobre las funciones reproductivas de la rata Wistar hembra, inyectadas en el periodo neonatal.
Las crias fueron distribuidas al azar en cuatro grupos. Tres grupos, alimentados con dieta libre de fitoes-
trégenos, fueron inyectados con ExM, E (estradiol) y vehiculo (CIf), respectivamente; el restante fue ali-
mentado con alimento comercial (Cf) e inyectado con vehiculo. Se midieron: tiempo hasta apertura vagi-
nal y valores séricos de progesterona, hormona luteinizante y estradiol. Se estudi6 ademas la histologia de
los ovarios. Las hembras de ExM mostraron apertura vaginal mas temprana que las del grupo CIf, pero
no difirieron de Cf. Los ovarios respondieron diferencialmente a los tratamientos. E1 ExM, actia como
disruptor endocrino, alterando el ciclo estral de la rata, debido a la posible presencia de fitoestrégenos.

SUMMARY . “Phytoestrogenic Effect of the Methanolic Extract of Prosopis torquata (Cav. ex Lag.) Fruits in Pu-
bertal Female Wistar Rats”. Phytoestrogens are a chemically diverse group of compounds, with impact on the re-
productive function of mammals. In this study the effects, of the methanolic extract (ExM) of fruits of Prosopis
torquata on the reproductive functions of female Wistar rats, were studied by injection of ExM to neonates. Pups
were distributed randomly among four groups. Three of them, fed with a phytoestrogen free diet, were injected
with ExM, E (Estradiol) and vehicle (CIf) respectively and the other fed with a commercial diet (Cf) was injected
with vehicle. Time to vaginal opening, serum levels of progesterone, luteinizant hormone and estradiol, were
measured. Ovary histology was also studied. Females on ExM, showed and earlier vagina opening compared to
CIf, but it did not differed with Cf. Ovaries, responded to treatments. The EXM acts as a natural endocrine dis-
ruptor affecting the estrous cycle of female rats, due to the possible presence of phytoestrogens.

INTRODUCCION

Los fitoestrogenos son compuestos naturales
no esteroideos que se encuentran presentes en
una amplia variedad de plantas 1.2. Numerosos
estudios indican que los fitoestrégenos ejercen
tanto efectos beneficiosos como adversos sobre
la fisiologia reproductiva de los animales 34. Al-
gunos de los efectos beneficiosos se observaron
en la regulacion del ciclo reproductivo de cone-
jos y ratones de campo 59, y en la terapia de re-
emplazo hormonal en mujeres menopdausicas,
en el cincer de mama y en el tratamiento de los
desordenes metabdlicos 7-12. Entre los efectos

adversos se incluyen infertilidad, persistente cor-
nificacion vaginal, aparicion de foliculos ovari-
cos hemorragicos, apertura vaginal temprana y
partos prematuros. Dichos efectos se han obser-
vado en ovejas que forrajeaban Trifolium subte-
rraneum, especie de trébol rica en isoflavonas
(formononteina), produciéndoles una severa
disminucién de la tasa de nacimientos 1!3; tam-
bién en Microtus montanus, roedor que requie-
re del fenol 6 metoxi benzoxazolinona (MBOA)
para estimular su ciclo reproductivo 14,

Los fitoestrogenos consumidos en la dieta
materna durante la prefiez estin presentes en el
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liquido amnidtico formando parte del ambiente
del feto humano a partir del segundo trimestre
del embarazo y debido a que el neonato es mas
susceptible que los adultos a las variaciones en
los niveles de hormonas sexuales en el medio,
estos compuestos pueden afectar las funciones
de los tejidos blancos en la vida adulta. Ademis,
los fitoestrogenos son transferidos a través de la
leche materna al recién nacido, presentando un
alto riesgo en tejidos inmaduros sensibles a es-
trégeno, tal como el desarrollo del tracto repro-
ductivo 15. Normalmente, la diferenciacion se-
xual de la rata en la funcidn cerebral, ocurre
durante el periodo perinatal. Tanto la ciclicidad
estral como el comportamiento sexual son con-
trolados por el hipotilamo: area predptica para
la primera y ntcleo hipotalamico ventromedial y
el septum para la segunda funcién 16,17,

La exposicion neonatal a fitoestrégenos co-
mo genisteina y cumestrol, que mimetizan la ac-
cion de estrégenos, provocan alteracion en el
tiempo de destete, en la distancia anogenital y
en el inicio de la pubertad ademis, de un au-
mento en el tamano del nicleo dimérfico pre-
optico en la zona del hipotilamo y alteracién en
la respuesta pituitaria a la GnRh 16,18, Estos com-
puestos adelantan la maduracién hipotalamica
al actuar como disruptores endocrinos 19.

Los fitoestrogenos mas estudiados son las
isoflavonas, los cuales son compuestos difendli-
cos ampliamente presentes en la familia de las
fabaceas 1282022, Prosopis es un género de la fa-
milia Fabaceae que se encuentra ampliamente
distribuido en América. La mayoria de las espe-
cies del género son nativas, 35 de ellas concen-
tradas en América del Sur y s6lo nueve en Amé-
rica del Norte 22. Una de las especies del genero
es P. torquata (Cav. ex Lag.) DC, utilizada even-
tualmente en la alimentacion ya que posee fru-
tos de gran valor nutritivo aunque esta caracte-
ristica no es aprovechada por algunos animales
en razon de su baja digestibilidad 24. Las plantas
del género Prosopis son conocidas por su valor
medicinal y esta caracteristica se encuentra aso-
ciada a la presencia de flavonoides entre otros
metabolitos secundarios 25-27. Algunos de ellos,
con actividad fitoestrogénica, han sido docu-
mentados para P. alba y P. flexuosa 2829 espe-
cies simpdtricas a P. lorquata, pero sobre esta
dltima no existen estudios al respecto.

El objetivo de este estudio fue investigar la
accion estrogenomimica del extracto metandlico
de frutos de Prosopis torquata en el sistema re-
productor de ratas Wistar hembras puberes.
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MATERIALES Y METODOS
Recoleccion del material

Los frutos de P. torquata fueron colectados
del suelo durante la estacion seca (invierno),
debido a que éstos son los frutos disponibles
para el consumo de animales. El lugar de reco-
leccion fue el Parque Nacional Sierra de las Qui-
jadas situado en el noroeste de la provincia de
San Luis, Argentina (32° 20’ y 32° 47’ de latitud
sur 'y los 67° 10" y 66° 58 de longitud oeste). Es-
ta region es un ecotono entre las Provincias Fi-
togeograficas del Chaco y del Monte 30 y consti-
tuye una de las zonas mas dridas de la provin-
cia, con precipitaciones de 250 mm anuales 3.
Un ejemplar del material vegetal se encuentra
depositado en el Herbario de la Universidad Na-
cional de San Luis con el nimero #6021.

Obtencion del extracto

Los frutos se colocaron en estufa a 40 °C
hasta peso seco constante para luego ser pulve-
rizados en molino de anillos hasta polvo fino. El
mismo fue sometido a una extraccion en frio
con solventes de polaridad creciente (éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etilo y me-
tanol). El extracto metandlico con mayor con-
centracion de glicosidos flavonoides fue utiliza-
do en el ensayo 3233,

Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras proceden-
tes del Bioterio de la Universidad Nacional de
San Luis. En 30 ratas se realizaron exhudados
diariamente hasta estabilidad del ciclo estral. Las
hembras que se encontraron en la etapa del ci-
clo Proestro se aparearon durante una noche, a
la manana siguiente se verificé presencia o au-
sencia de espermatozoides en las hembras apa-
readas. La presencia de espermatozoides en los
exhudados se consider6 como el dia cero de
prefiez. Las ratas prenadas se distribuyeron en
dos grupos: D alimentadas con dieta comercial
que contiene fitoestrégenos derivados de harina
de soja y 1D alimentadas con dieta libre de fito-
estrogenos. Inmediatamente después del naci-
miento, madres y crias hembras se distribuyeron
en cuatro grupos finales de la siguiente manera:
los animales que provienen del grupo I conti-
nuaron con el alimento comercial, se considera-
ron como control positivo de la ingesta de fito-
estrogeno, a los que se les administré s.c. vehi-
culo (CP) y los animales que provenian del gru-
po 1II se los distribuyo a su vez en 3 grupos: a)
control positivo, a los que se les administré s.c.
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estradiol (E), b) control negativo, a los que se
les administré s.c. Vehiculo (CIf) y ©) tratamien-
to a los que se les administré s.c. extracto meta-
nolico (ExM).

Todos los animales se mantuvieron en am-
biente de luz controlada (12:12), temperatura
controlada (23-25 °C) y con ingesta de alimento
y agua ad libitum. Todos los experimentos fue-
ron realizados de acuerdo al protocolo aproba-
do por el CICUA 34, (Resol N°1126/08 y Resol.
N°1127/08).

La dieta libre de fitoestrégenos se realizo se-
gun “Nutrient Requeriments of Laboratory Ani-
mals of Institute for Laboratory Animal Rese-
arch”. La proteina vegetal se reemplazé por pro-
teina de pescado. La dieta de Cf es alimento co-
mercial Rata/Ratén, que contiene soja como su-
plemento del contenido proteico. Los alimentos
en base a soja, contienen fitoestrégenos en can-
tidades biologicamente activos 35-38,

El extracto metandlico, estradiol y vehiculo
fueron administrados subcutineamente a partir
del tercer dia de nacidas y durante 5 dias (pe-
riodo perinatal). Al grupo ExM (n = 5) se le ad-
ministré 1,7 mg/100g peso/dia del extracto me-
tanolico y al grupo E (n = 5) 2 mg de 17R-estra-
diol/100g peso/dia (Fluka AG, CH-9470 Buchs)
suspendidos en el vehiculo (0.020 ml de aceite
de sésamo y 0,175 ml DMSO). A los grupos Cf y
Clf, se les administré solo el vehiculo.

El experimento finalizé con la apertura vagi-
nal (fin del periodo peripuberal). Todos los ani-
males fueron sacrificados por puncion cardiaca
bajo anestesia. Se registré el peso del animal y
el peso de los 6rganos reproductivos. El suero
fue extraido y almacenado a -20 °C hasta la de-
terminacion de hormonas. Los ovarios fueron
pesados y fijados para observar la presencia de
foliculos y cuerpos liteos.

Concentracion sérica de bormonas

Los niveles séricos de progesterona (P) se
determinaron por RIA (Radioinmunoensayo) uti-
lizando un anticuerpo antiprogesterona obteni-
do del suero de conejo provisto por el Laborato-
rio de Reproduccion y Lactancia de Mendoza,
Argentina. El estradiol (Es) fue medido por el
kit, “Ultra-sensitive estradiol RIA-DSL-4800 Diag-
nostic systems Laboratorios, Inc. OBI-DSL Cher-
well Innovation Centre, Upper Heyford, Oxon
OX25 5HD UK”. Los valores se expresaron en
pg/ml de suero. Por Gltimo la Hormona Luteini-
zante (LH) fue medida por RIA utilizando un kit
provisto por NIADDK de NIH. Los resultados
fueron expresados en ng/ml de suero.
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Inmediatamente después del sacrificio de los
animales, los ovarios fueron extraidos, pesados
y fijados en formol al 10%. A continuacién fue-
ron incluidos en parafina y los cortes de 8 pm
de espesor se colorearon con hematoxilina y
eosina.

Andilisis estadistico

Los efectos de los tratamientos (E, ExM, Cf,
CIf) sobre las variables tiempo de apertura vagi-
nal, peso corporal, niveles de hormona luteini-
zante, progesterona y estradiol en suero, se eva-
luaron mediante andlisis de la varianza de una
via (ANOVA) y el Test de significancia de Tukey
para determinar diferencias entre tratamientos.
Valores de p menores o iguales a 0,05 fueron
considerados significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La administracion del extracto metandlico
provoco una modificacion en el inicio de la pu-
bertad, evidenciado en la apertura vaginal tem-
prana (F,;9 = 21,4, p<0,001) y apariciéon de
cuerpos liteos siendo, esta Gltima caracteristica,
no observable en el resto de los tratamientos.
Por otro lado, existe un efecto de los tratamien-
tos sobre la masa corporal final de las ratas,
probablemente vinculado a los tiempos de per-
manencia en el experimento (tiempo hasta aper-
tura vaginal) (ver Tabla 1 y Fig. D.

La apertura vaginal promedio de las hem-
bras del grupo ExM (Tabla 1) fue semejante al
grupo Cf y la mitad que CIf, lo cual sugiere que
el ExM posee compuestos con posible actividad
estrogenomimica. Durante la etapa neonatal los
fitoestrogenos alterarian mecanismos fisiologicos
que aceleran la maduracion hipotalimica lo cual
se manifiesta en el adelanto de la pubertad 3. Al
tener en cuenta, que las madres de las crias del
grupo CIf, estuvieron alimentadas durante 40 di-
as, desde el dia cero de prefiez hasta el destete,
con dieta libre de fitoestrogenos, se espera que
los mecanismos que regulan el inicio de la pu-
bertad se modifiquen de tal manera que resultan
en apertura vaginal tardia. Esta situacion supone
ademds, que estos animales normalmente pre-
sentan una actividad fisiologica del eje hipotala-
mo-hipofisis-génadas estimulada por la ingesta,
durante generaciones, de fitoestrogenos presen-
tes en la soja utilizada como suplemento protei-
co en el alimento comercial rata-ratén y que ac-
tuarfan como disruptores endocrinos 3.

La exposicion a estrégenos durante los pe-
riodos criticos del desarrollo presenta numero-
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Iratamiento N° de AV Peso corporal LH P E

ratas  (dias de edad) (3 (ng/ml) (ng/ml) (pg/mD
Control (CIf) 7 5328 +345a 1055+ 4,08b 439+0643 66,59 +31,55 4,92+ 151
Estradiol (E) 5 30,2+0,96b 8526+ 7,672 4,94+0370 7,423 + 1,408 8+ 1,56
Extracto (ExM) 5 36,4 + 0,98 b 113+ 351b 3644+ 0,193 37,69 + 15,59 4,24 + 1,445
Alimento Comercial (Cf) 6 36,66 £ 1,03b 9233 +38ab 473+ 046 28,79 £ 152 372+ 134

Tabla 1. Efecto de la administracion subcutdnea, del extracto metandlico de frutos de Prosopis torquata, en la
etapa neonatal en ratas hembras sobre la apertura vaginal (AV), peso corporal y niveles séricos de Estradiol (E),
Progesterona (P) y Hormona Luteinizante (LH). Los valores representan media y un error estindar. Letras dife-
rentes significan diferencias entre tratamientos segin Test de Tukey. Ninguna de las hormonas presenta diferen-

cias entre los tratamientos.

sas consecuencias a largo plazo sobre el sistema
reproductor de hembras y machos de numero-
sas especies, incluido roedores y humanos 40.
En trabajos previos, se demuestra que tanto la
administracion de estradiol como de fitoestroge-
nos en la etapa neonatal aceleran la apertura va-
ginal y provocan aciclicidad y baja actividad lor-
dotica en ratas hembras 16, En este trabajo, la
administracion sc de 1mg de Estradiol adelant6
la apertura vaginal de las hembras del grupo E,
y fue significativamente menor al resto de los
grupos (Tabla D).

Compuestos con actividad estrogenomimica
actuarian como disruptores enddcrinos a través
de la afinidad que presentan por los receptores
de estrogeno presentes en el cerebro neonatal

Figura 1. Fotomicrografias
de cortes histologicos de
ovarios de ratas que re-
presentan los distintos
grupos estudiados. a)
Control, la flecha indica
presencia de foliculos en
los primeros estadios de
su desarrollo, b) Soja, ova-
rio caracterizado por un
equilibrado nimero de fo-
liculos (flecha) en distinto
estados de maduracion, c¢)
Estradiol, ovario con nu-
merosos foliculos en la ul-
tima etapa de maduracion
en corteza y en la médula,
foliculos en los primeros
estadios (flecha), d) Ex-
tracto, ovario con cuerpos
lateos (CL) como estructu-
ra dominante (flecha).
Amplificacién 100X.

modulando selectivamente las respuestas estro-
génicas mediante su unién con ambos recepto-
res de estradiol, REa y REP, ligindose con ma-
yor afinidad a los primeros 794147, Ademas se ha
comprobado que los receptores de estrogeno
facilitan mecanismos que promocionan la madu-
racion folicular desde el estado antral temprano
al estado preovulatorio 4. En el caso especifico
de fitoestrogenos, ratas tratadas perinatalmente
con genisteina, por un lado estin expuestas a
altos niveles séricos de la forma aglicona de ge-
nisteina, compuesto con alta afinidad por los re-
ceptores de estrogeno y por otro, alteran la fun-
cion ovirica dependiendo de la dosis, estimu-

landola a bajas dosis e inhibiéndola a altas dosis
38,
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Del analisis de los valores séricos de las hor-
monas sexuales y los cortes histologicos de los
ovarios surge que estos valores corresponden a
la fase del ciclo estral en que se encontraban los
animales al momento del sacrificio 4. Todos los
valores séricos promedio de LH estuvieron por
encima de 0.5 ng/ml (valor basal de referencia)
y por debajo del pico maximo preovulatorio de
35-40 ng/ml (valor de referencia), que determi-
na la etapa proestro de la fase folicular del ciclo
50, Estos valores indicarian que las hembras se
encuentran en estro de la fase folicular o en
diestro de la fase luteal.

Los valores de referencia de Progesterona en
el ciclo estral varian entre un valor basal de 5-10
ng/ml hasta 25-30 ng/ml en el pico preovulato-
rio. En el grupo CIf los valores de Progesterona
encontrados (66,6 ng/ml y la ausencia de cuer-
pos lateos en el corte histolégico (Fig .1) indi-
can etapa proestro de la fase folicular. Estos re-
sultados junto con los valores de LH (4.4 ng/ml)
y el de Estradiol (4,92 pg/ml) aunque mis bajos
que los esperados, confirman inicio del proes-
tro. Sin embargo P, LH y E no difieren significa-
tivamente (F3 ;5 = 1,24; p = 0,32), (F5,5 = 1,69; p
=0,20) y (F315 = 1,43; p = 0,27) respectivamen-
te, del resto de los grupos (Tabla D).

La morfologia ovarica, concuerda con la ac-
cion de fitoestrogenos. De esta manera, mien-
tras que los ovarios de las ratas ExM, se encuen-
tran en fase luteal, el resto se manifiesta distin-
tas etapas de la fase folicular. Asi en el grupo
ExM (Fig. 1) los cuerpos liteos ocupan una
gran proporcion de la masa ovarica. Mientras
que en CIf existen numerosos foliculos en los
primeros estadios de su desarrollo. Por su lado
los ovarios de las hembras del grupo E, presen-
tan foliculos en la ultima etapa del desarrollo y
desorganizacion funcional debida a la migracion
folicular hacia la corteza del ovario, caracteristi-
ca de la etapa folicular.

CONCLUSIONES

Con este estudio se suma evidencia sobre el
efecto estrogenomimico que poseen ciertas es-
pecies de plantas. En este caso P. ltorquata no
es tan ampliamente utilizada como otras espe-
cies de algarrobo 27.28 en Argentina, pero el
efecto biolégico demostrado en este trabajo,
amplia su potencial uso. Estos resultados advier-
ten la necesidad de tener en cuenta los com-
puestos que integran las dietas de tanto anima-
les en condiciones silvestres, como en animales
de laboratorio, que se utilizan en disefios expe-
rimentales para estudiar procesos hormonales,
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especialmente, cuando a los animales controles
se les suministra dietas suplementadas con soja
y alfalfa ricas en fitoestrogenos.
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