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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo demostrar las propiedades estrogénicas del extracto hidroalcohdlico de Medicago
sativa L (alfalfa) en ratas albinas ovariectomizadas (OVX). Se utilizaron 48 ratas albinas Sprague Dawley, hembras, de 200
a 250 g, de 8 semanas de edad, de las cuales 40 fueron sometidas a extirpacion quirurgica de ambos ovarios siguiendo la
técnica de ovariectomia bilateral por el flanco. Luego del post-operatorio se dividieron en seis grupos y se administro el
extracto hidroalcohdlico por via oral bajo el siguiente esquema de trabajo: Grupo 1 control negativo: (OVX), vehiculo del
extracto 2mL/kg; Grupo 2 control positivo: (OVX), estradiol subcutédneo 3pg/kg; Grupo 3, 4 y 5: (OVX) mads extracto a 100,
500 y 1000 mg/kg, respectivamente; y Grupo 6: No OVX, control del procedimiento quirtrgico (SHAM). El tratamiento
durd 14 dias y se evaluo el peso corporal, peso del utero, cambios del ciclo estral mediante frotis vaginal y analisis del perfil
hormonal. Se observé aumento en el peso corporal, en el peso del ttero, en los niveles del estradiol y cambios en la citologia
vaginal. Se concluye que el extracto hidroalcoholico de Medicago sativa L (alfalfa) present6 efecto estrogénico al modificar
los parametros evaluados.

Palabras clave: Papaya de altura, composicion quimica, valor nutritivo, valor tecnolégico-nutricional.

SUMMARY

This study aimed to demonstrate the estrogenic properties of the hydroalcoholic extract of Medicago sativa L (alfalfa)
in albino rats ovariectomized (OVX). Were used 48 albino Sprague Dawley rats of 200 to 250 g, 8 weeks of age, of whom 40
underwent surgical removal of both ovaries, following the technique of bilateral ovariectomy on the flank. After the post-
operative were divided into six groups and hydroalcoholic extract was administered orally under the following scheme of work:
Group 1 negative control: (OVX), vehicle of the extract 2mL/kg; Group 2 positive control: (OVX), estradiol subcutaneous 3
pg/kg; Group 3, 4y 5: (OVX) more extract 100, 500 and 1000 mg/kg, respectively; and Group 6: not OVX control the surgical
procedure (SHAM). The treatment lasted 14 days and was evaluated the body weight, uterine weight, changes of oestrus by
vaginal smears and hormonal profile analysis. Were observed increase in body weight, uterine weight, in estradiol levels and
changes in vaginal cytology. Was conclude that the hydroalcoholic extract of Medicago sativa L (alfalfa) showed estrogenic
effect by modifying the parameters evaluated.

Keywords: Papaya height, chemical composition, nutritional value, technological and nutritional value.

INTRODUCCION Es de conocimiento general que la mayoria de
plantas leguminosas poseen fitoestrogenos, los cuales

a deficiencia _de estrogenos, asoc1ad.a O varfan dependiendo de numerosos factores como son
la menop.a}lrs la en ,la mujer, cond.1c1ona la humedad, temperatura, horas-luz, edad de la planta,
« N a lé apa?rl.cllon de smtoma; denominados incluso si se emplea o no abono y el tipo del mismo ™.
sofocos’, predlspo§ 1cion é,l, osteoporosis, gnfermedad La alfalfa (Medicago sativa L) es un reconocido miembro
cerebro—v'ascular, disminucion de la memoria de corto 4. acia familia; dentro de su composicién quimica se
plazo e incluso atrofia y sequedad vaginal, lo que ., 0 eran fitoestrogenos tales como las coumarinas y

L . ; -y . . ; ' :
dlsmln}lye la cahqad de Ylda en la mujer ; Sl,bler_l ,el pequerias cantidades de formononetina y biochanina ©9.
tratamiento de primera linea para el cese o disminucién

de estos sintomas contintia siendo la terapia de reemplazo El fitoestrogeno que se encuentra presente en
hormonal, en la actualidad muchas mujeres vienen mayor cantidad es el coumestrol, el cual es de 30 a 100
optando por el uso de remedios botanicos con indiciosde  veces mas potente que las isoflavonas ®y 4 metoxi
actividad estrogénica debido a los riesgos que conlleva el coumestrol (forma inactiva) ). Todas estas sustancias
uso prolongado de hormonas sintéticas . estrogénicas de origen vegetal se encuentran en
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Tabla 1. Distribucién de grupos para la determinacién del efecto estrogénico.

Efecto estrogénico del extracto hidroalcohdlico de M. sativa en ratas ovariectomizadas

Tabla 2. Andlisis fitoquimico cualitativo del
extracto hidroalcoholico de Medicago satival.

p A . Via ;
Grupo Categoria Técnica Tratamiento LSt Dosis R Metabolito e
: : secundario GG
G-1 Control Negativo (00726 Vehiculo Oral 2mL/kg -
G-2 Control Positivo (0)70'¢ Estradiol SC 3ug/kg Drfelgendorf Alcalou.ies +
G-3 Experimento ovX Extracto alfalfa Oral 100 mg/kg Shinoda Flavonoides +
G-4 Experimento ovVX Extracto alfalfa Oral 500 mg/kg Tricloruro Compuestos _
i férrico fendlicos
G-5 Experimento (0072:¢ Extracto alfalfa Oral 1000 mg/kg . .
CPQ (Control Gelatina Taninos ++
G-6 procedimiento (I\?H(A){\//[X) Alimento/agua Oral Ad libitum Lieberman-  Triterpenoides
quirirgico) * ° Burchard y esteroides
(*) Al sexto grupo, denominado Control del Procedimiento Quirargico (SHAM), se le realiz6 toda la BaljetAy B Lactonas +
manipulacion quirdrgica sin llegar a extirpar los ovarios. OVX: ovariectomia. Salorsh Nucleo o
EUOUE esteroidal
pequeiias cantidades de manera natural en el forraje fuente primaria  Borntrager Quinonas -
y se le atribuyen también efectos antimicrobianos y de sintesis de _Espuma Saponinas t+

fungicidas %10,

Bajo ciertas condiciones, la cantidad de
coumestrol en la alfalfa puede llegar a superar los 100
mg/kg materia seca (MS); cantidad elevada que puede
causar, en las hembras que consumen dicho forraje,
aumento en la repeticion de celos, abortos, metritis
y quistes ovaricos; patologias que se agrupan bajo el
término de “sindrome estrogénico” 12,

Precisamente por su actividad estrogénica,
se ha difundido su uso para aliviar los sintomas
propios de la menopausia. La doble actividad de las
isoflavonas (actuando a la vez como estrogénicas y
antiestrogénicas), le confieren una serie de cualidades
que permiten regular el balance hormonal en la
mujer, pudiendo prevenir la osteoporosis y actuar
como potentes antioxidantes que protegen frente al
cancer de mama. Asimismo, contribuyen a disminuir
la intensidad y frecuencia de los sofocos, fatiga, sudor
nocturno y cambios en el estado de 4nimo (%14,

Uno de los modelos para evaluar actividad
estrogénica es el incremento del peso del tutero en
hembras ovariectomizadas (OVX). Este efecto es
fundamental y reproducible en animales expuestos a
agonistas estrogénicos. El modelo de hembra adulta
ovariectomizada consiste en la extirpacion mediante
cirugia de ambos ovarios. De esta manera se elimina la

Abundante cantidad: +++ ; Regular cantidad: ++ ;

estrogenos (%
8 Poca cantidad: + ; Ausencia: —

16)_ Por lo tanto,
el incremento del peso relativo y absoluto de los cuernos
uterinos en estos animales es el principal indicativo de
que el extracto o droga empleada presenta actividad
estrogénica (") y estaria causado por la interaccion del
estrogeno administrado con receptores que presentan
actividad en los tejidos del atero, lo cual induce cambios

Figura 1. Abordaje bilateral por ambos flancos. Visualizacion del cuerno
uterino izquierdo.

Tabla 3. Efecto del extracto hidroalcohélico de Medicago sativa alfalfa sobre el peso corporal en ratas OVX,

Peso corporal (g)

Grupos Tratamiento Dosis — -

Peso 0 Peso inicial Peso final
Control Negativo Vehiculo 2mL/kg 220,13 2,90 307,13 +6,8* 314,0 + 3,7 **
Control Positivo Estradiol 3ug/kg 220,75 + 3,37 302,00+ 8,3 * 296,25+ 6,71 *
Experimento Extracto alfalfa 100 mg/kg 219,75 + 2,82 302,88+ 6,4 * 308,75 + 8,29 **
Experimento Extracto alfalfa 500 mg/kg 220,25 + 3,81 301,25+ 6,7 * 314,5 + 6,8 **
Experimento Extracto alfalfa 1000 mg/kg 219,75 + 3,45 302,13 +54* 305,75 + 4,3 **
(CPQ) SHAM Alimento/Agua Ad libitum 221,38 +3,11 267,75 + 6,6 281,25+ 3,3

(*) p < 0,05 Comparacion con el grupo SHAM (ANOVA). Los resultados fueron expresados como Media + DE.
(+) p < 0,05 Comparacion con el grupo Control positivo (ANOVA). Los resultados fueron expresados como Media + DE.
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celulares que traen como consecuencia imbibicion de
agua en los tejidos y en el lumen uterino 9.

El objetivo del presente trabajo fue determinar
el efecto estrogénico del extracto hidroalcohodlico de
la especie Medicago sativa L (alfalfa) en el modelo de
ratas albinas ovariectomizadas (OVX).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se
recolectd la planta entera (hojas, tallosy flores) sin raiz
en la provincia de Canta, region Lima, en los meses
de abril y mayo. Se identifico en el Herbario de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. La muestra
fresca se llevd a una estufa con aire circulante a una
temperatura de 40°C para su secado.

Obtencion del extracto hidroalcohdlico de
Medicago sativa L alfalfa

Se emplearon 680 gramos de muestra seca
y molida, los cuales fueron macerados en 7 litros
de etanol a 96° al que se afiadié agua destilada en
una proporcion de 2:8 (agua:etanol). El tiempo
de maceracién fue por un periodo de 21 dias bajo
proteccion de la luz y calor 9. Posteriormente se
filtro la solucién y se concentrd en rotavapor, para
luego ser colocada en estufa a una temperatura de 37°C
hasta obtener una masa homogénea de consistencia
blanda. Se realizo el andlisis fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico obtenido.
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Tamafio de muestra, distribucién

tratamiento de los animales

Yy

Se emplearon 48 ratas albinas Sprague Dawley de
8 semanas de edad, las cuales fueron alojadas en jaulas
metdlicas de crianza para su aclimatacion, con libre
acceso a agua y alimento, distribuyéndose en seis grupos
constituidos por ocho ratas cada grupo, tal como se indica
en la tabla 1. El extracto hidroalcoholico de Medicago
sativa se administré durante 14 dias por via oral.

Técnica de Ovariectomia (OVX)

Se seleccionaron al azar 4o ratas, las cuales
se mantuvieron en ayunas ocho horas antes de la
intervencion, anestesiandolas por via intramuscular
con una combinacion de xilazina (3 mg/kg) y ketamina
(50 mg/kg), luego se coloco a los animales en posicion
de decubito lateral derecho, realizando una incision
de aproximadamente 1 cm en el cuadrante inferior del
abdomen (fosa del ijar izquierdo), se alcanza el ovario
que se separa con una ligadura junto con unos 5 mm del
cuerno uterino correspondiente y se extrae de la cavidad
peritoneal. Laincisidon se cierray se procede de igual forma
al lado derecho. Entre los diez y quince dias postcirugia se
realizaron frotices vaginales de cada uno de los animales,
para comprobar que las ratas ovariectomizadas se
encontraran en fase diestro o fase inactiva (figura 1).

Parametros evaluados

Peso corporal de los animales: en balanza analitica
al inicio y al término del tratamiento.

Tabla 4. Efecto del extracto hidroalcohélico de Medicago sativa alfalfa sobre el peso del Gtero en ratas OVX.

Peso corporal (g)

Grupos Tratamiento Dosis -
Absoluto (g) Relativo (%)
Control Negativo Vehiculo 2mL/kg 0,22+ 0,07 0,07 +0,03
Control Positivo Estradiol 3ug/kg 1,45+ 0,21 ** 0,52 +0,07 **
Experimento Extracto alfalfa 100 mg/kg 0,29 + 0,06 0,10 + 0,02
Experimento Extracto alfalfa 500 mg/kg 0,38 +0,03* 0,13+0,03*
Experimento Extracto alfalfa 1000 mg/kg 0,66 + 0,04 *** 0,22 £ 0,01 ***
(CPQ) SHAM Alimento/Agua Ad libitum 0,79 + 0,08 * 0,28 + 0,03 *

(*) p<0,05 Comparacion con el grupo control negativo (ANOVA). (+) p<0,05 Comparacién con los demas grupos (ANOVA). (**) p<0,05 Comparacion con el grupo

3 (ANOVA). Los resultados fueron expresados como Media + DE.

Tabla 5. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Medicago sativa alfalfa sobre la citologia vaginal en ratas OVX.

G = . S Citologia vaginal
rupos ratamiento osis ST o = o
Control Negativo Vehiculo 2mL/kg Diestro Diestro Diestro Diestro
Control Positivo Estradiol 3ug/kg Proestro Estro Metaestro Diestro
Experimento Extracto alfalfa 100 mg/kg Diestro Diestro Diestro Diestro
Experimento Extracto alfalfa 500 mg/kg Diestro Diestro Diestro Diestro
Experimento Extracto alfalfa 1000 mg/kg Diestro Diestro Diestro Proestro
(CPQ) SHAM Alimento/Agua Ad libitum Proestro Estro Metaestro Diestro
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Peso del utero: el que fue separado

de la vagina por el cuello uterino e
inmediatamente pesado en balanza

analitica.
Cambios en el ciclo estral: mediante el
estudio del frotis vaginal a las 24, 48, 72y

96 horas del inicio de la administracion,
via oral, del extracto hidroalcohdlico.

Estradiol mUl/mL snagre

Control 100 500 1000
mg/kg mg/kg mg/kg

negativo

(OVX)  Estradiol)

1238,87

® Estradiol

24,63 31,18 36,76

39,09

Anadlisis del perfil hormonal: mediante
la técnica de quimioluminiscencia, se
determinaron los niveles de estradiol en
plasma sanguineo de los animales.

Analisis estadistico

La diferencia entre los grupos

Figura 2. Promedio de los niveles de estradiol en suero de ratas ovariectomizadas. tratados se determind mediante

-

~

Figura 3. Citologia vaginal de rata ovariectomizada, fase diestro. 100x.

-

Figura 4. Citologia vaginal de rata ovariectomizada, fase estro (células

cornificadas). 100x.

analisis de varianza ANOVA. Para las
comparaciones entre grupos se utilizo el Test
Tukey, considerandose significativo p<o,05. Todo
el procedimiento se realizo con el programa SPSS
(Stadistical Package for Socials Sciences), version
15.0 en espafol.

RESULTADOS

De la técnica quirurgica ovariectomia
(OVX) en ratas albinas

La combinacién anestésica xilazina vy
Ketamina indujo un plano quirdrgico optimo
(plano 2) para realizar la ovariectomia bilateral
por el flanco (OVX), sin causar complicaciones

Figura 5. Involucidon de Cuernos Uterinos postcirugia. A: Rata
no ovariectimizada (No OVX): cuernos uterinos y ovarios. B:
Rata ovariectimizada, cuernos uterinos sin ovarios, 02 semanas
postcirugia. C: Rata ovariectimizada, cuernos uterinos sin ovarios,
04 semanas postcirugia.
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en el postoperatorio, ni la muerte de ninguno de
los animales. El tiempo de duracion de la anestesia
obtenida con este protocolo fue de 40 minutos
aproximadamente y el tiempo de recuperacion fue
de 4-6 horas al término de los cuales los animales
iniciaban la ingesta de alimento y agua.

De los parametros evaluados

Los resultados referentes al peso corporal, peso
del utero, citologia vaginal y niveles de estradiol,
pueden observarse en las tablas 3 a 5y figuras 2 a 5,
respectivamente.

DISCUSION

De las veinticuatro variedades de alfalfa que
son cultivadas en la sierra de nuestro pais @Y, para el
presente estudio solo se ha considerado la variedad
“Moapa Superior”, recolectada en la provincia de Canta,
yaunque todavianose hadeterminado laconcentracion
de coumestrol en dicha variedad, ésta puede verse
afectada por los cambios de temperaturas, fotoperiodo
y régimen hidrico en que se cultivan @Y ; por lo que
se deben tener en cuenta al formular suplementos
estrogénicos para uso humano provenientes de esta
leguminosa.

La accion que tiene la vitamina K sobre la
osteocalcina podria trabajar en forma sinérgica con
el coumestrol, para la prevencion de osteoporosis en
mujeres menopausicas; ambos se encuentran en la
alfalfa @2,

El contenido de alcaloides hallado fue en regular
cantidad, lo que podria atribuirse al estado de floracion
de la variedad de alfalfa “Moapa superior”, el cual llega
aun 20% de floracién lo cual es indicativo del estado de
madurez de la planta ?®. Asimismo, se ha determinado
la presencia de saponinas en regular cantidad, la
que no estd relacionada al contenido de coumestrol
en esta leguminosa, aunque hasta la fecha, no se ha
publicado ninguna investigacion relacionando ambos
compuestos 4,

En relacion a la técnica de ovariectomia bilateral
realizada en las ratas albinas (figura 2), el protocolo
de anestesia empleado utilizando xilazina (3 mg/kg)
y ketamina (50 mg/kg), proporcioné un buen plano
anestésico con un optimo grado de analgesia sumado a
una pronta recuperacion de los animales 9.

Los hallazgos estadisticos indican que en las
condicionesexperimentales,elextractohidroalcoholico
de Medicago sativa aumenté los valores sanguineos
de estradiol en ratas albinas ovariectomizadas en

96

CIENCIA E INVESTIGACION 2014; 17(2): 92-97

comparacion con el grupo control negativo, sin
embargo, estos valores no fueron suficientes para
provocar cambios en la citologia vaginal (figuras 3y
4), con excepcion del grupo 5 que recibié una dosis
de 1000 mg/kg (proestro al cuarto dia de iniciado la
administracién del extracto); pero si fueron suficientes
para provocar un marcado incremento en el peso del
utero con respecto al control negativo (figura 5). Los
niveles hormonales de estradiol fueron directamente
proporcionales a la concentracion de los extractos
hidroalcohdlicos administrados. Los resultados
relacionados con los pesos del titero, absolutoy relativo,
asi como del andlisis seroldgico en los grupos control
negativo, CPQ (SHAM) y control positivo demuestran
la consistencia del modelo de ratas ovariectomizadas
(OVX) empleado con el tratamiento del extracto
hidroalacoholico de Medicago sativa alfalfa. Por lo
que se recomienda realizar posteriores estudios sobre
efecto estrogénico de otras variedades de Medicago
sativa separando el contenido de clorofila y demas
compuestos que pudieran interferir con la actividad y
cantidad de los fitoestrogenos contenidos.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohodlico de Medicago sativa
alfalfa presento efecto estrogénico al aumentar el
peso del ttero y los niveles de estradiol en las ratas
ovariectomizadas.

Los metabolitos secundarios: flavonoides,
saponinas, taninos y alcaloides se encuentran en
regular cantidad.
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