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GENERALIDADES

El trébol subterraneo esté alcanzando en Chile amplia aceptacion
como forraje. Es un pasto anual y tiene la propiedad de proveer su auto-
siembra, enterrando sus semillas en el periodo de crecimiento. En Aus-
tralia y otros paises fué introducido hace mucho tiempo como forraje
de elsccién para el ganado lanar, obteniéndose con ello grandes éxitos
debido a que es apetecido por los animales y crece exuberantemente,
necesitando nada maéas que un abono regular con fosfatos y a veces, zinc.

En Australia y Nuesva Zelandia se observaron trastornos en la
reproduccion de las ovejas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12 y 13). Al hacer
estudios sobre la sintomatologia clinica, Bennetts y colaboradores lle-
garon a la conclusién de que los desérdenes se debian a la accién de los
estrogenos contenidos en el pasto (1, 2 y 3).

Actualmente se conocen 200 a 300 substancias con accién estrogé-
nica (para definicién ver Allen y Doisy (8) ). ’

Quimica del compuesto de actividad estrogénica del trébol sub-
terraneo. Bradhery y White (6) aislaron dos substancias cristalinas a
partir del floculado de extractos de trébol subterraneo sin saponificar.
Estas substancias eran: 7-hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (formonetin) y la
5-7-4’-trihidroxi-isoflavona (genisteinai. El ensayo biolégico de ambas
substancias demostré que el formonetin no era estrogénico, pero si la
genisteina aunque débilmente (méas o menos 10-° de la estrona). Afos
mas tarde Biggers y Curnow (5) estudiaron en detalle la actividad es-
trogénica de la genisteina sintética y también de la natural, encontrando
que la actividad determinada en dos laboratorios diferentes era de
1,25 x 10-* y 4,53 x 10-7 veces que la del estradiol, usando el test de co-
1 Recibido para su publicacidn ¢l 30 de Abril de 1958,

i

= Médicos Veterinarios de lz Seccidn Experimentacion. Instituto de [nvestigaciones Verte-
rinarias.
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locacién en la vagina de la laucha. El primer resultado se obtuvo usando
como vehiculo propilenglicol por via subcutanea y el ultimo empleando
aceite de arachis. Es probable que la desigualdad de los resultados se
deban a las diferentes técnicas. Estos autores demostraron que la ge-
nisteina era un pro-estrégeno, el que se convierte en estrégeno verda-
dero dentro dsl organismo.

MATERIALES Y METODOS

Se determind la actividad estrogénica en 25 muestras de trébol
subterraneo, variedades Mount Barker y Dwalganup, traidas de la zona
de Cauquenes y Chillan. En 14 muestras se hicieron determinaciones
cuantitativas.

Las muestras fueron deshidratadas a 80°C durante 24 horas, que-
dando con una humedad entre 7 a 9% (9). Dicha humedad fué deter-
minada en el momento de preparar el extracto. Luego fueron molidas
finamente v guardadas en frascos herméticamente cerrados, hasta el

o

momento de iniciar el ensayo.

a) Preparacién del extracto de trébol subterrdneo. Se us6d el
método indicado por A. B. Beck y A. W. Braden (4).

b) Preparacién del material bioldgico. Se usaron lauchas hem-
bras inmaduras entre 7,5 y 12 g. de peso y ratas virgenes de la variedad
Rockefeller entre 30 v 53 g. con alimentacién de pellets (Vita-Ovo) y
agua ad-libitum. Las ratas fueron ovariectomizadas ‘segtin las indicacio-
nes de Biilbring y Burn (7).

Las lauchas no tuvieron ninglin tratamiento previo.

c) Preparacién de la curva de calibracién. La actividad estrogé-
nica del trébol subterraneo se calculd por referencia a una curva obte-
nida inyectando subcutineamente dietilestilbestrol a las ratas ovariec-
fmizadas y randomizadas. El pesv uterino fué expresado en mg. por
100 g. de peso corporal (7).

1) Solucion stock de dietilestilbestrol. 50 mg. en 100 cc. de al-
cohol absoluto.

2)  Solucién standard. 1 ce. de la solucién stock en 100 cc. de
alecohol absoluto.

3) Soluciones oleosas de dietilestilbestrol. Lia preparacién de
estas soluciones se hizo en la siguiente forma, sefialando en la tltima
columna la cantidad de gamas de dietilestilbestrol por ce.:
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¢ sol. ' cc. aceite | Gamas de dietilestilbestrol
standard ‘ oliva | expres. por cc.

SOLUCION 1: 0.10 ; 9,90 ! ‘ 0.05
SOLUCION 2: 0.30 9.70 | 0.15
SOLUCION 3: 0.50 9.50 0.25
SOLUCION +: 1.00 9,00 | 0.50

4) Preparacion de la curva Standard. Las ratas fueron distribui-
das en 5 grupos de 15 cada uno y se inyectaron subcutaneamente 24 horas.
después de la ovariectomia, en dosis de 0,20 cc. de aceite de oliva, dia-
riamente, durante cuatro dias. 24 horas después de la ultima inyeccién
las ratas fueropsacrificadas, pesadas y los tteros disecados y colocados
por 24 horag~“en Solucién Bouin, luego secados entre papel filtro y pe-
sadcs en una balanza de torsién (7).

Gamas de dietilestitbesirol inyectadas 2 cada rara durante 4 dias.

GRUPO 0: 0.00 GRUPO 3: 0.20
GRUPO 1: 0,04 GRUPO +4: 0.40
GRUPO 2: 0.12

Con los datos obtenidos se dibujé la curva (Fig. N° 1); en fun-
cion de la cual se calcularon los problemas.
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RESULTADOS

TABLA No 1

ENSAYO BIOLOGICO CUALITATIVO DE ACTIVIDAD ESTROGENICA
EN RATAS OVARIECTOMIZADAS

Dosis total inyectada: 0,6 cc. = 6 g. de sust. fresca

N9 de la I T. m. peso i T. m. peso | T.m.dif. i T. m. peso " T. m. dif. iAumento
muestra ! corporal ! corporal | aumento ' utero I entre control | en &

| antes de | después de f i |y testigo ]

1 inyectar j inyectar | i I |

L . L .
1 Control ! 49,06 i 61,30 i 12,24 ]' 12,00 i ]

| t ! } ! 360 | 2769
1 Test i 48,12 ! 58,20 9,08 ! 16,60 ] :
2 Control 31,30 1 34,97 3,47 l 13,25 | }

1 | i i ] 2,75 | 2070
2 Test 31,75 i 38,82 7,07 | 16,00 i |
3 Control | 43,37 | 66,40 | 23,03 i 14,50 5

] | 1,75 12,06
3 Test ; 44,45 [ 53,75 J 9,30 ! 16,25 | i
4 Control | 53,00 f 64,23 ] 11,23 | 18,33 ] |

| i ] | i 3,00 I 16,30
4 Test ; 53,30 ; 66,80 ! 13,50 ; 21,33 [ |
5 Control i 48,73 ; 61,94 [ 13,21 i 13,60 | i

| ; ; ] 3,20 ;23,53
5 Test | 48,82 | 63,12 [ 16,30 | 16,80 | :
6 Control ] 29,00 ! 46,70 ' 17,70 j 13,33

i 3 | i 2,67 20,03
6 Test i 23,00 i 40,80 J‘ 11,80 i 16,00 [
7 Control | 31,30 42,17 [o1087 1 12,50 ]

| 5 | | 6,00 48,00
7 Test | 31,50 ! 42,00 i 10,50 | 18,50
8 Control i 39,52 57,40 j17.88 1 2475 {

! | ! | | 1,50 6,05
8 Test i 4220 | 6042 | 1822 26,25 !
9 Control i 32,36 ! 59,44 ’ 27,08 ! 18,20 | {

! 1 } ; ] 15,40 : 84,61
9 Test ; 32,52 ] 53,82 21,30 : 23,60 }
10 Control | 33,30 i 64,43 ! 11,13 | 23,00 | }

| ! } I 4,66 [ 2026
10 Test | 53,03 l 69,00 15,97 [ 27,66 ! ]
11 Control ! 39,20 i 49,07 ! 9,87 i 24,50 ! |

! | 1 | 1,25 I 510
11 Test | 39,20 I 49,27 10,07 | 25,75 |

OBSERVACIONES: Todas las muestras estaban formeadas por el tallo, pecicles y hojas, con
excepcion de la Muestra N° 9 (solamente hojas).



ACT. ESTROGENICA EN TREBOL SUBTERRANEO. — §. Goldzveig y col.

(Continuacién Tabla N¢ 1)

ENSAYO BIOLOGICO CUALITATIVO DE

EN LAUCHAS INMADURAS

Dosis total inyectada: 0,3 cc. =

3 g. sust. fresca

ACTIVIDAD ESTROGENICA

N¢ de la [ T. m. peso Z T. m. peso | T.m dif. T.m.peso | T. m. dif. Aumento
muestra i corporal | corporal | aumento | utero { entre control en %
| antes de | después de | i iy testigo
| inyectar | inyectar | ! !
| g | g | g E mg mg !
1 Control 800 8,55 | 055 | 7,25
I l 1 ! ! 1,5 20,60
1 Test * 8.50 i 9.37 | 0,87 ! 8,75 !
M i H
2 Control ' 815 | 9,67 ! 152 | 3,25
| ! | ! 1 1 boo307
2 Test | 815 i 8,87 5 0,72 4,25 i
3 Control 8,46 | 8,10 | 0,36 3,00 ! !
! ! ! ! 2,66 i 8860
3 Test \ 843 | 8,66 | 023 | 5,66 ‘ ;
4 Control ! 7.52 i 7,75 1 023 | 4,25 %
| i i 1 | 23,50
| i ! |
4 Test .47 ; 8,07 | 0,60 5,25 j
5 Control i 10,02 ! 11,22 ! 1,20 | 5,50 : |
! : 1 ; 2,50 | 4545
5 Test 10,27 ! 11,87 I 1,60 1 8,00 : |
6 Control | 8,04 8,02 ! 0,02 | 7,00 !
! i ! I 4,00 I BT14
6 Test ! 8.04 : 11,04 | 3,00 : 11,00 : !
7 Control ! 10,62 : 12,07 1,45 | 6,00 !
| ! ! ; 4,00 b37.20
7 Test | 10,27 ) 11,82 | 1,55 i 7,50 ! |
8 Control ! 11,57 ‘ 12,75 | 1,18 ! 10,75 !
i ! ! i 4,00 I 3120
8 Test ; 11,90 : 13.12 1,22 i 15,75 | i
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TABLA No 2
RESULTADOS DE LAS 14 MUESTRAS.

METODO RIOLOGICO CUANTITATIVO EN RATAS OVARIECTOMIZADAS

No de la Nv de | Peso Peso Aumento ' Peso uterino , Diferencin ; Cantidad @ Potencia
) i

muestra i‘ ratas | corporal . corporal | peso mg . ; con . inyectada . medidaen
\ : antes después [ Peso corporal L control . tréhal . gamas
| : : i antes ; . | stilbestrol
i ‘ .' j : ; t; trébol
| : o ES | 5.5 ' me."; o, 5200
‘ i = i i i ! . i
1 Control | g L7201 54,444 4,30 !
! 23,73 3,64 2,08
1 Test P10 43,03 78.17+ 2,08
2 Control 8 | 72,91 54,444 4,30 ‘
b i ; ! ‘ 15.66 3,62 : 1,38
2 Test .10 50,68 70,16+ 7,33
3 Control ' g : 72,91 b Sl 4,00
: 1 ‘ 20,51 3.67 157
3 Test 10 E 55,40 74,75+ 4,9) i
4 Control i <] 72,91 . ;
i 16,81 3,687 . 1,46
4 Test i 9 48,60 :
53 Control 10 15,50 ) ;
: 10,57 372 ‘ 091
5 Test 10 21,70 | 50,794 2,37
6 Conturol 8 | 72,91 34,44+ 4,30
! i 42,20 3,68 2.66
6 Test J 8 J 41,51 42,64 64.46-+3,33 55,28 98,64+ 35,72
7 Control | 10 ’ 32,93-4-2,52 20,18~-1,75 -—38,30 58,354~ 4,54 : J
= = i
* ; | 22,21 2.18 3.21
7 Test ©10 30,502,339 | 39.224-2.28 23,78 20,36+ 5.91
8 Conrtrol 10 ! 44,314-2.39 - 48.524-2,14 8.28 . 54,01+ 2,16
! j : : 20,29 3,20 : 2,39
8 Test ! 8 ! 44,10-+4,39 & 4£.05+-4,55 ] 12,67 i 84,30+10,69 ! ; '
9 Conrtrol : 10 ' 44314-2,39 ' 48,52+-2,14 © -~ 8,28 P 54,014 2,16 .
i : = = i = i
i ; i : 21,50 3,67 1,84
9 Test J 9 | 4252+3,16 | 46,173,153 8,57 75,501+ 4,37
10 Control i 10 } 32,93+3,52 30,18+1,95 ¢+ —B,30 | 38,35+ 4,54
| ] ! § 29,29 3,68 | 2,54
10 Test | 10 | 32624255 | 41833231 | 2820 87.64+— 6,82 | ! !
11 Control : 10 b 41,2324-3,31 . 47,6141,64 ¢ 13.50 40,224+ 161 : :
; i ’ ’ 691 3,66 0,60
11 Test i 10 i 41,444-1,56 | 47.65+1,49 : 15,00 J 47,13+ 2,21 '
12 Control 10 ‘ 32,93-+-2,52 | 30,184-1,73 —8.30 I 588,35+ 4,54 !
‘ ! : 12,90 3,68 1,12
12 Test ! T | 34,44+-2.39 4747421 37,83 71,25+ 5,31
13 Control ; 10 | 44,81-12,89 | 43,52+2,14 ! 8,23 i8530l 2,16 : !
: J ‘ : : i 13,86 3,30 i 1,34
13 Test i 7 i 47,124-2,64 ¢ 46,944-2%3 | —0,36 o 67.87+ 3,98 ! : !
i v — i - B i — . i
14 Control ! 10 ‘ 44,81 +2.89 43.52+-2,14 - 8.28 54,01+ 2,16 . !
‘ : : © 2483 3,65 2,27

14 Test : 8 1 39134226 43,564-291 ° 11,3¢  + 7884+ 2
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ESTROGENICA EN TREBOL SUBTERRANEO. — §. Goldzveig y col. ii

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
SIMBOLOS (7)

coeficiente de regresion.

ntmero de dosis.

total de los animales que reciben la misma dosis — la calculada.
desviacion.

grado de libertad.

relaciéon entre los cuadrados de dos promedios.

total gara todos los animales — el calculado.

nimero de observaciones.

grados de libertad para dos promedios cuadrados en el analisis
de variante, en la prueba de “F”.

= numero de grupos.

total para todos los animales menos el calculado.
desviacién standard.

error standard.

suma.

suma de los cuadrados de las desviaciones de x.

suma de los productos de las desviaciones de x'e y.
ajuste para el promedio.

.— numero usado en la prueba de “t”.

= variante.

dosis.

promedio aritmético de x.

respuesta a una dosis.

promedio de y.

valor esperado de y para x en la ecuacién de regresion.
media poblacional.

I T T | A I O L T |

B

ll

I [ T

I

FORMULAS (T)

rR + ¢cC — G

Il

(r-1) (c-1)

(Sy)®
ajuste para el promedio = ———
: n

suma de los cuadrados (Sly)? + (S2y)* + ... (Sgy)?* — (Sy)*
de las entre dosis. =

n, n, Ny n
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(Sy)*
4) S,, = Sy’ —
n
(8x)*
5) S = Sx? —
n
(Sx)  (Sy)
6) S_“ == Sxy — ———m
n
S
7) b =
Sy
n;, X, N Xo.o...... n, X¢
8) x e
n
Y1 + Yoerooo oo, Y
9) Y s
n
100 Y =y + b (xx)
5,2
11y F =
S.?
S‘_’
12) F(b) =
S
13) Error suma de los cuadrades = Sy y (S de los cuadrados entre

grupos + S de los cuadra-
dos entre dosis).

14) ny=y=tSy
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TABLA

NO 3

13

PESO DE LOS UTEROS DE RATAS OVARIECTOMIZADAS. EN MG POR 100 G
DE PESO CORPORAL. DESPUES DE SER INYECTADAS CON

DIETILESTILBESTROL

Dosis total en 4 dias

|
Grupo | ; TOTALES
N 0l Acte 0.04 012 | 020 | 040
1 | 4940 @ 46.80 1 (71,1001  72.00 | 126,60 ! 294.80(365.80)
2 L 46,00 0 4470 77,20 98.60 , (165.00)  266,50(431.50)
3 33100 5790, 7750 ¢ 137.40 | (179.60) | 325.90(505,50)
4 1#752,60 0 66.70 ¢ 102,00 | 101.70 | (178,80) | 323.00(501.80)
5 5260 61.80 10510 | 149,10 | (190.40) | 368.60(559,00)
6 | 52,80 6040 107,60 118,90 = 142,10 } 481,80
7 I 51,40 6450 122,50 ¢ 11840 @ 151.80 | 508.60
8 {5420 69.40 0 122,00 13690 | 325.50 ' 708.00
9 (44.000' 76.10  83.10 79.70 + 172,60 . 411.50(455.50)
10 83.90 . 70.70  111.30 13140 © (197.30) ° 397.30(594.60)
11 57.80 © 83.90  (125.0) ' 126.60 242,00 510.30(635.30)
12 I 6130 . 58.10 10430 | (117.3) | 199,00 422,70(540,00)
13 ' 4230 ! 61.80, 90,60 | 88,10 , 140,20 | 423,00
14 | 4800 5070 9140 | 8150 | 10410 | 375,70
i3 L4340 | 4740 7750 0 8180 | (160.60) | 250,10(410.70)
I 748,80 192090} 127210 ' 1522,10 | 1603.90 ' 6067.80
I (792.80) (1468 1) (1639.4) '(2675.6) (7496.80)

Los nimeros cntre paréntesis han sido calculados segin férmula 1.

TABLA N? 4

PROMEDIOS Y TOTALES CON DATOS DE LA TABLA N©
LOS VALORES CALCULADOS

3 INCLUYENDO

Dosis totales en 4 dias

TOTALES

[ Aceite | 0.04 0.12 ! 0.20 ! 0.40
! % i | |

Totalss | 792,80 910,90 ; 1468,10 | 163940 | 2675,60 7496,80
i ! ? | ] !
| | | | |

Promedio | ! ‘ ' !

aritmético ‘ © 59,90 | 61.40 ] 97.90 | 109,30 | 17840 ! 100,00
i !
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TABLA N° 5

ANALISIS DE VARIANCIA CON LOS DATOS DE LA TABLA N¢ 3

Ajuste para ¢l promedio = 749.360
Clase de variacion ; g. L 1 Suma de los cuadradosf Cuadrado
] ; | medio
Regresion | 1 i 147.592 |
| 1 |
Desviacion de la regresién ... A 2 | 1.606 | 803
Entre dosis .. | 4 ! 149.198 |
| ! !
Entre grupos ! 14 i 26.015 { 1.858
i ? |
Error Lo . ! 46 ! 12.092 ! 263
! | |
TOTAL C e 187.305 |
Distribucion de “F”.
3803
F = — = 3,054
263
En la tabla de Fisher para n, = 2 y n. = 46 aparece un nivel

de significacion de 3,25 por lo tanto la evidencia de no relacién lineal
no es significativa.

Ecuacion de regresion.

I

313
52,42 + 313 x.

-
1

TABLA N° 6

VALORES DE “Y"” EN FUNCION DE “x”. (POR LA ECUACION DE REGRESION)

Valor de “x" Valor de Y ! Aumento del peso uterino en mg.

? por 100 g. de peso corporal

0.00 52.42 ] 0.00
0.04 64.94 | 12,52
0.12 | 89.98 37.56
0.20 115,02 62,60

i
0,40 3 177,62 } 125,20
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Con estos valores se traza la recta ideal, colocando en el papel
milimetrado; en el eje de las abscisas las concentraciones en gamas in-
yectadas en los cuatre dias, v en el eje de las ordenadas los aumentos
del peso uterino expresados en mg. por 100 g. de peso corporal (Fig. N® 1).

DETERMINACION

TABLA N© 7

DL ESTADIGRAFOS Y PARAMETROS DE LA POBLACION

CORRESPONDIENTE A LA ACTIVIDAD ESTROGENICA DEL TREBOL
SUBTERRANEO, EXPRESADA EN GAMAS DE DIETILESTILBESTRCL

POR 100 G. DE SUBSTANCIA SECA

N¢ , y d a2
1t 2.08 0.15 0.0225
2. 138 —055 0.3025
3 177 —0.16 00256
4 1.4 —0.47 0.2209
3 0.01 —1.02 1.0404
6 3.66 1.73 2,9929
7 321 128 1.638+4
8 289 0.96 0.9216
9 1.8+ —009 ; 0.0081
10 2,54 0.61 ! 0.3721
11 0.60 —1.33 ? 1.7689
12 112 —081 0.6561
13 134 —0.59 0,3481
14 217 0.2+4 0.0576
S 26.97 10.3753

y = 1,93

st = 0,80

s = 0,89

sy = 0,24

uy = 1,93 = 0,5184

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Del analisis estadistico de los resultados se concluye que las mues-
tras de trébol subterraneo B. Barker y Dwalganup poseen una actividad
estrogénica igual a 1,93 = 0,84 gamas de dietilestilbestrol por 100 g. de
substancia seca. Esta actividad es inferior a la descrita por autores ex-
tranjeros (5, 6, 11).

Tedas las muestras estuviercn formadas por hojas, tallos y pe-
ciolos, con excepciéon de una (muestra N¢ 9) que lo fué solamente de
hojas. Las futuras determinaciones deberan tomar en cuenta este factor,
va que recientes publicaciones sefialan a las hojas como las de mas alto
contenido estrogénico (3).

Nuestras curvas standards fueron hechas sobre la base de dietil-
estilbestrol, mientras que autores extranjeros utilizan el estradiol.
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La comparacién estadistica de los resultados debe ser hecha con
este antecedente en vista.

Sin embargo, se debe dejar constancia que el trébol subterraneo
ensayado, es de reciente adaptacién en nuestro pais y que sera necesario,
entonces, realizar permanentes determinaciones de su contenido estro-
génico. Al mismo tiempo se debera observar los indices de reproduccién
en los animales sometidos a una alimentaciéon con ese trébol. Una expe-
riencia con carneros y ovejas se ha iniciado ya en el Fundo Porvenir
de Cauquenes.

SUMMARY

1. Subterraneum clover (var. Dwalganup and M. Barker) from
Chillan and Cauquenes, Chile, has an estrogenic activity of 1,93 = 0,84
of diethylstilbestrol per 100 g. of dry matter.

2. Comparing with the accepted scale of activity between oestra-
diol, the activity determinated in our Subterraneum clover is smaller
than the foreing values (5, 6, 11).
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