T repens var. LADINO!Y/

ACTIVIDAD ESTROGENICA DE CUATRO VARIEDADES DE TREBOL (Trifolium sp.)
ASOCIADOS A GRAMINEAS Y RECONOCIMIENTO DE ISOFLAVONAS EN

Summary

Lstrogen activity in four varieties of clover alone or in association with grasses in
the Bogota Savannal in the Andean highlands at an altitude of 2 600 masl was
measured by comparing radicactive estradiol by receivers. Estrogen levels increased
dramngtically with plant age for the rwo varieries of clover-Triel and Levezou In white
and ved clover considered native, estrogen levels varied with age, but with no marked
tendency to increase or decrease. The general average for the clovers was far below
that of introduced varietics (P < (.01) The average for red clover was greater
(P <005) than for white. There was no evident effect of the association with grasses
(P> 0.05] for any variery

For white clover (Trilolium repens rar, Ladino), the presence of isoflavonoides
biochanine A, genistein, formononetine, daidze in and cumestrol was proven  This
identification was made with the wse of column and thin layer clromatography on
silica gel, infrared and ultraviolet spectrophotomerry, and lignddd high pressure
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chromatography.

Introduccion

studijos de este laboratorio (&) evidencian una

mayor actividad estrogénica de trébof blanco en

un aitiplano andino de Colombia, que ia men-
cionada en otros paises.

Se determind la actividad estrogénica de dos trébo-
les nativos: Trifolium repens var. Ladino ( blanco) y
Trifolium subterranenm var indeterminada {rojo) v
dos introducidos de Francia, Trifolium subterraneum
var. Triel y var. Levezou, con el objeto de evaluar va-
riedades que pudieran sustituirlo para vacas en repro-
duccion sobre las cuales pudiera ser nocivo

Los tréboles se cultivaron asociados con kikuyo
(Pennisetum clandestinum) tetrelite {Lolium hybri-
dum) y manawa (L. perenne x [ muldtiflorum corres-
pondiendo las dos iltimas gramineas a raygrasses de

1 Recibida para publicacion ¢l 21 de maya de 1984
Se agradece al Organismo Internacional de Energia Ato-
miva, OIEA, de Vieny, por s2 apoyo linanciero

* Instituto de Asuntos Nucleares, [AN Apartado Aéreo
8595, Bogoti, Colombiz Facuitad de Medicing Vete-
rinariz ¥ Zootecenia y e Departamento de Biologia

crecimiento tan ripido como el de los tréboles intro-
ducidos.

kn adicion se preteadio evaluar el efecto que la de-
manda sobre los nutrimentos del suelo tuviera sobre
la estrogenicidad de los tréboles y la forma como ésta
fluctuara con la edad de las plantas en diferentes esta-
dos de su desarrolio

Ante la elevada estrogenicidad de los tréboles es-
tudiados se hizo necesario averiguar si las sustancias
causantes de este efecto fueran las mismas citadas por
otros autores (1, 6, 13) o fueran otros compuestos
aun no identificados. Con tal fin se analizé el trébol
blanco

Materiales y métodos
Determinacidn de la estrogenicidad

Se evalud lz actividad bioldgica de los { itoestrdge-
nos i ritro mediante competencia del estradiol ra-
diactivo (17B-estradiol® H New England Nuclear) con-
tra los estrogenos extraidos del trébol por receptores
uterinos aislados por ultracentrifugacion, segin el
método de Corker y Exley (5).
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El cuitivo de trébol y de tréboles asociado con pas-
1o, se efectud en un disefio de subparcelas divididas
dispuestas como bloques al azar con tres repeticiones,
de manera que la composicidn botdnica final fuera de
un 25% tréboles v 75% gramineas

Se efectuaron cinco recelecciones de hojas a inter-
valos de 15 dias, iniciando la primera 30 dias después
de un corte de emparejantiento 1as muestras fueron
secadas en aire forzade a 70°C por 48 horas, molidas
v conservadas en recipientes herméticos Los extrae-
tos acuosos fueron hechos por maceracion del mate-
ria seco durante 24 h lo cual activa la hidedlisis enzi-
miética de los glucdsidos. Los volimenes fueron ajus-
tados a 0 1 g/ml con buffer de McDougal (15)

Reconocimiento de isoflavonoides y cumestrol

_as hojas del trébol secas y molidas fueren macers-
das en etanol durante 24 h. para fograr una extrac-
cion mas completa El filtrado se concentré por eva-
poracion al vacio a 25°C v luego se redisobvio en agua
hirviendo para precipitar clorofilas. las cuales fueron
removidas por filtracién. La solucion acuosa resultan-
te fue extraida sucesivamente con cloroformo y éter
de petrdleo para removerle lipidos La {fase acuosa s¢
acidificé con HCI concentrado hasta pH 3 para hidre-
lizar fos glucdsidos isoflavenoides Despuesde {2 hen
acidez el extracto se neutralizd potenciométricamente
con NzOH y por iltimo los isoflavenoides se extraye-
ron con acetato de etilo

Cada una de las fracciones anteriores se analizo
cualitativamente mediante la reaccion descrita por
Bryant (4) para comprobar la presencia de isoflavo-
noides por enrojecimiento de la solucion en dcido
clorhidrico y limaduras de magnesio Las fracciones
de reactividad negativa fueron descartadas

{.a solucion de acetato de etilo se analizd por cro-
matografia a través de una columna de 76 cm de largo
v 3 cm de didmetro empacada con silica gel 60
(70-230 mesh) y eluida con cloroformo-metano! en
proporciones de creciente polaridad Se recogieron
5200 alicuotas de 7 ml cada una con un colector de
fracciones LKB que funcioné continuamente por 55
dias recogiendo 25 mi/h Cada alicuota se analizd
por cromatogralia de capa delgada sobre silica gel
60G con cloroforme-metanol 95:5 (viv) y los cont-
puestos revelados bajo tuz ultravioleta (UV), en
presencia de vapores de amoniaco bajo fuz UV, y por
su reaccion al fumigarlos con una mezcla de iguales
volitmenes de cloruro férrico al 2% y ferricianuro de
potasio al 1% . Aquellas alicuotas que contuvieran
sustancias cuyo Ry reactividades correspondieran &
las de los isoflavonoides, fueron reunidas para consti-
tuir una fraccion.

A cada fraccion le fue establecido su espectro de
absorcion al infrarsojo v al UV y finalmente lue re-
suelta por cromatografia liguida de alta presion
{(HPLC) a través de una columna de Sephadex LH-20
por elucion con metanol-agua 70:30 (v:v) y con un
detector ultravicleta.

Resultados y discusién

Actividad estrogénica de las cuatro variedades de
trébol

Se encontraron amptias diferencias en la estrogeni-
cidad promedio de cada variedad E! trébol blanco tu-
vo la menor astrogenicidad, equivalente a 55 7 ng de
| 7B-estradiol (B, )g de M S, valor aproximado a las
dos terceras partes del promedio para el trébol rojo
{74 ng B /g de M S)

Los tréboles Levezou y Triel presentaron respecti-
vamente actividades equivalentes a 1182y 114 3 ng
E./g de M S en promedic, no siendo significativas
estas diferencias entre §i

£stos resultados concuerdan cen los de Francis
er al (7) quicnes citan diferencias en el contenido
de sustzncias estrogénicas de td especies de trébol
v aun entre variedades de la misma especie. EI tré-
bol blance ha sido reconocido como medianamente
0 poco estrogénico (3) aunque Gil er al (1), han de-
mostrade que existen variaciones estacionales en su
actividad estrogénica. la cual se incrementa a niveles
peligrosos cuando la leguminosa es fermentada con
lurdo ruminal in vicro

La estrogenicidad de los tréboles rojos se ha reco-
nocido como superior a la del t1ébol blanco debido 2
que contienen altas concentraciones de formononeti-
na (14)la cual se convierte en el rumen a ecuol que es
mds persistente en su accion biologica sobre animales
poligdstricos Tratdndose de la misma especie, es posi-
ble ¢que las variedades Triel y Levezou compartan esta
propiedad y que las condiciones del altiplano andino
jas estén potencializando

Efecto de la edad de las plantas sobre su actividad
estropénica

La actividad estrogénica (Y) de las variedades in-
troducidas tuvo una tendencia progiesiva al aumento
a medida que avanzd la edad (X} de las plantas (Figu-
ra 1), de acuerdo a las regresiones Y = 96079
.1 348x% + 0.025x% (P < 0.0001; R* = 0.76) para
riel, y Y = 114 -198x + 0.029x* (P < 00001;
R* =0.709) para Levezou Las variedades nativas en
cambic exhibieron fluctuaciones sin tendencia defini-
da y no presentaion regresiones significativas (Figu-
i)
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Fig 1.Estrogenicidad de tréboles a diferente edad (Promedio
para 4 parcelas por 3 replicaciones por variedad).

Al comparar los resultados obtenidos con trébol
blanco y rojo con Jos de Rossiter y Beck (12), sobre
las fluctuaciones de los fitoestrogenos de acuerdo al
desarrollo ontogénico, del trébol subterrdneo, varieda-
des Yarloop y Dwalganup, se encuentra un comporta-
miento semejante. Asi, los isoflavonoides de la varie-
dad Dwalganup presentan una tendencia a disminuir
entre los 14 y 28 dias, desapareciendo toda la formo-
nonetina v la biochanina A hacia los 56 dias cuando
se incrementd la daidzeina para descender hacia los
70 dias.

[.a daidzeina, producto de la desmetilacion de la
formononetina (10) aunque presente en menor con-
centracidn tiene mayor afinidad por receptores estro-
génicos y por ende una mayor potencia fisiolégica; la
transformacion de la formononetina en daidzeina po-
dria explicar la actividad fluctuante de los tréboles
rojo v blanco durante etapas tardias de su desarrollo.

Efecto de gramineas asociadas con tréboles, sobre la
actividad estrogénica

Estadisticamente los promedios para cada pasto no
indicaron {P > 0.05) ninglin efecto de las gramineas
sobre la actividad estrogénica de los tréboles durante
el periodo de establecimiento y por lo tanto reflejan
un efecto a corto plazo Podria esperarse que a largo
plazo las demandas nutricionales sobre el suelo im-
puestas por cada pasto, incidieran sobre los niveles
fitoestrogénicos de los tréboles ya que Rossiter y
Beck (11) han demostrado que la deficiencia en fos-
foro incrementa la concentracién de isoflavonoides en
los tréboles.

Actividad estrogénica de los tréboles segin su edad y
la graminea asociada

La Figura 2 flustra la actividad estrogénica de cada
trébol a diferentes edades, asociados al pasto manawa.
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Fig 2 Estrogenicidad de tréboles asociados al paste Mana-
wa (promedio de 3 replicaciones)

Este pasto se caracteriza por un rdpido crecimiento
gue o capacita para el corte o pastoreo entre los
30-45 dias, edad a la cual el trébol blanco asociado
presenta la mds baja estrogenicidad (43 y 48 ng E. /g
de M 8), sin embargo su escaso desarrollo a esta edad
le impide competir con la graminea.

El trébol rojo no séle es pequefio a esta edad sino
que su actividad estrogénica de 122 y 77 ng E,/g de
M S es similar 0 mds alta que la de los tréboles Triel
y Levezou. De lo anterior se deduce que la asociacidn
mis apropiada del pasto manawa seria con Levezou o
Triel.

Ea Figura 3 ilustra fas fluctuaciones entre los mis-
mos pardmetros anteriores con el pasto tetralite, el
cual posee condiciones de rendimiento y precocidad
similares a las del manawa, por lo tanto los criterios
de seleccion del trébol para asociacidn son los ya ano-
tados.
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Fig. 3 Estrogenicidad de tréboles asociados al pasto
tetrelite {promedio de 3 replicaciones)
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La situacién con el pasto kikuyo se ilustra en la
Figura 4. Puesto que el periodo de pastoreo para este
pasto estd entre los 75 y 90 dias, el trébol deseable
para establecimiento de praderas mixtas seria el rojo
y/o blanco que a esta edad tienen un desarrolio com-
petitivo con el kikuyo y ademds presentan la més baja
estrogenicidad.

ng

FERIDOOD MK
PS5 TOLLY

160

=)
-

| g da £+ Esendial / g M5}
-
a
Y
LY
Y

Achwdad tifoealranéni

=
1

b f
Edud ldias)

Fig. 4. Estrogenicidad de trébeles asociados al pasto kiku-
yo . {Promedio de 3 replicaciones

La estrogenicidad promedic para e] trébol blanco
fue de 36.8 ng E./g de M S para todo el periodo y
coincide con el promedio general para esta variedad,
sin fermentar y durante el tiempo Huvioso, o de creci-
miento activo, reportado por Gil er ¢/ (8) Las condi-
ciones de no fermentacidn y riego periddico fueron
las observadas en el presente trabajo, e indican que la
actividad estrogénica para las variedades estudiadas
puede ser entre 8 y 15 veces superiores después de la
ferrnentacion ruminal.

Reconocimiento de isoflavonoides en ef trébol blanco

De 1380 g de hojas secas y molidas se obtuvo por
evaparacién del extracto en acetato de etilo 1.05 g de
fitoestrégenos parcialmente purificados, rendimiento
comparable af logrado por Bickoff eral (2).

El extracto en acetato de etilo se fracciond por
cromatografia en columna sobre silica gel en 5 200
alfcuotas. Aquellas que segiin su Rf en capa delgada y
reacciones de conocimiento se comportaron como
isoflavoncides o cumestrol se agruparon en las frac-
ciones 4, 10, 15 y 18 (Cuadro [). Las demds fraccio-
nes se descartaron.

Cuadro 1. Caracteristicas cromatogrificas sobre capa delgada de los compuestas presentes en cada serie (fraceién) de alicuotas® eluidas

de una columna con silica gel,

Alicuotas Nimero de compuestos y vizualizacidn en capa de]gacia2
Fraccion tuba No, Eluente
Visible {ltravioleta Vap de NH, Revelado Rf
1 1-275 Cloroformao - - - - -

2 176-459 " Verde - - - 0.90
3 460-668 " Rojo - - +f- 0.95
- s Azul tenue + - 0.73
- - Azui tenue + - 060
4 669-857 " Amarillo suave  Azul intenso + + .88
- - Azul tenue + - 078
- - Azul muy tenue + - .60

10 1995.2095 90:10 - Azul violeta
- Clorofarmo: - intenso + + 0.69
- Metanol - Azul tenue + - 3.60
- - - Azul intenso + - .52
15 3037-36%90 90:15 Amaritlo tenue  Azul tenue - - .60

- - - Azulvioleta
intenso Verde-amarillo + 0.47
- - — + - 0.34
18 48114930 80:20 P Azul intenso + + 0.42
- o - Violeta suave + - 0.35
21 51£8-5200 75:25 e Azul tenue - - 0.26
- - Amarillo Azul intenso - - 0.04

1 Alicuotas de 7 ml, eluidas de fa columna y recogidas en tubos que se numeraron de 1a 5 200

2 El nimero de alicuotas integrantes de cada fraccidn fue determinado por los cambios en el cromatograma sobre C.D. cuyas manchas
se¢ visualizaron al visible, af ultravioleta, con yapores de NH, o por revelado con cloruro férrico y ferricianuro de potasio.
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Por comparacion de los Rf (Cuadro 2) en capa del-
gada de isoflavonoides (biochanina A, formononetina
y genisterna) purcs, y cumestrol donados por el Dr.
B Tam, tniversity of Western Australia, se dedujo
que la fraccién 4 contenia biochanina A, la 10 formo-
noneting, ¥ la 15 cumestrol y/o genisteina cuyos Rf
son idénticos, y la 18 posiblemente (carencia de es-
tindar) daidzeina

Espectrofotometria al infrarrojo

Los espectros de absorcién de las sustancias recu-
peradas de cromatogramas preparados sobre capa del-
gada, fueron pricticamente indistinguibles {(Figura 5}
y en consecuencia solo atiles para revelar la naturale-
za isoflavonodidea de los compuestos. Las bandas co-
munes mis notorias fueron: a 3 600 cm™ atribuible

Cuadyo 2. Ri's sobre capa delgada de sustaneias estindar y valores de la literalura en atmosferas a diferente saturacién.

Rf [iferatura

Rf Estandazes’

Saturacion camara

Solveates desarrollc
cloroforme: metanol

Biochaninag — A
Farmononetina
Genisteina

Cumesirol o

[F]

89:11

065

069

050

90:10 95:5 89:11

993 088 0.87

072 069 0.8C

460 047 0.67

060 0.47 067

1 Cada numero s ef promedio de 3 determinaciones
2 Cdmara totalmente saturada

3 Camara parcialmente saturada

A
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a tensiones de fos hidroxilos, a 3 400 em™ asociadas
a tensiones C-0, a 2920 em™ atribuible a tensiones
C-H ya 2850 cm™ relacionada al grupo metoxilo

Especirofotometria uitravioleta

Se obtuve tres tipos de espectros para las sustan-
cias analizadas, que coinciden con los citados por
Markham (9} un tipo para la biochzninz A y la genis-
tefna (/max:261), otro para la {formononetina y la
daidzeina (/max:248-249} y otro para el cumestrol
con un pico {/max 243) ancho que incluye parte de
los anteriores

A pesar de pequefias desviaciones, tal vez causadas
por impurezas, sobre los /max para las fracciones 4,
10, 15 v 18, esta informacién (Cuadro 3) sirvid para
corroborar los postulades basados en los valores Rf
obtenidos sobre capa delgada, y para decidir que Ia
{raccidén 15 contiene cumestrol y genisteina mezcla-
dos.

Cromatografia liguida de alta presion

Esta técnica reveld, ademds de las sustancias ya
identificadas por los procedimientos anteriores, algu-
na impureza, tal vez caussnte de las desviaciones en

Cuadro 3. Carscteristicas espectrales al witravioleta. Valo-
res de Afmuax, para estandares, fracciones croma-
tograficas y de la literatura.

{A/max, nm}

Sustancia
Tomado de Compuestos
Markham (9) aistados 6 estandares
Biochanina-A 261 -
Genisteing 261 -
Formonenetina 248 -
Daidzeina 249 -
Estandares (mezcla) - 245, 261
Cumestrol (estzndar) 243, 343 244,340
De la fraccién 4 - 256
De la fraccion 10 - 248
De fa {raccion 15 - 248, 260,339
De la fraccién 18 - 247

los fmax al UV, tales como pequeiios picos a 84 y
216 seg (Cuadro 4) para el solvente o metanol {su-
puestamente grado cromatogrifico} y un pico adicio-
nal a 144 seg para el eluzto en metanol de Ia silica
usada en las cromatogralias y sometida al proceso
cromatogidfico con los solventes puros. Estos tres pe-
queflos picos aparecieron en casi todos los cromato-
gramas y fueron descartados como criterio de identili-
cacion

La mezcla de estandares se fracciono a tres picos
que en orden de polaridad corresponden a fa biocha-
nina A (192 seg), a la fermononetina {252 seg}y ala
penisterna (372 seg) Estos tiempos de retencion para
los estandares permitieron concluir que la fraccidn 4
contenta bicchanina A (192 seg) y la impureza a
120 seg. La fraceion 10 contenra formononetina
{252 seg) v la misma impureza a 1 20 seg La lraccion
15 contenia genistemna {372 seg) v cumestiol
{288 seg) mds las impurezas mencionadas. La fraccion
18 contenia un isofiavonocide (420 seg) no identifica-
do por carencia de estdndar, pero que basados en los
datos espectrofotométricos y su RE, corresponde a la
daidzeina {Cuadro 1}

Conclusiones

La actividad estrogénica depende de la variedad de
trébol y a temprana edad de la planta no se ve modifi-
cada apreciablemente por la graminea con que se aso-
cie. En cambio la actividad aumenta con la edad de
algunos tréboles, lo cual hace que el periodo de pas-
toreo debz seleccionarse segun el animal que o utili-
ce; con hembras en reproduccion, el trébol debera
usarse joven y asociado a un pasto de crecimiento
ripido.

El otro criterio de seleccidn de plantas forrajeras
asociadas, serd la similitud en la velocidad de creci-
miento entre las gramineas y la leguminaosa

Las sustancias causantes de la estrogenicidad medi-
da por competencia contra el estradiol por receptores
estrogénicos “in vitro ", son los isoflavonoides y el cu-
mestrol presentes en ef trébo! blanco

Resumen

La actividad estrogénica de cuatro variedades de
trébol asociado y sin asociar a gramineas en la Sabana
de Bogotd, altiplano andino a 2 600 msnin, se deter-
mind por una técnica de competencia del estradiol ra-
dioactivo por receptores. La estrogenicidad aumento
drdsticamente con la edad de las plantas, para las va-
ricdades de tréboles introducidos Triel y Levezou. En
los tréboles blanco y rojo considerados nativos, la es-
trogenicidad varié con la edad pero sin una tendencia
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Cuzdro 4. Tiempos de retencién (Picos) en cromatografia liquida de alta presion para estindares y sustancias aistadas (fracciones).

Sustancia Tiempo de retencién (segundos)

Metanol 84 216 (Empurezas) e —
Eluato de silica en

metanol 84 id4 216 (Impurezas)
Estandares (mezcla) B4 192 (8) 216 252 () 372(%)
Cumestrol (estandar) 84 216 288 - -
Fraceion 4 84 120D 144 192 (1 216
Fraecion 16 84 124D 144 216 252 (F)
Fraccion 15 B4 144 214 288 (C) 3724G)
Fraceion 18 84 s 216 420(DY -

[ Impureza B Biochanina A I Pormongneting

G. Genisteina D Daidzeina  Cumestrol

definida de aumento o disminucion Bl promedio ge-
neral para los tréboles nativos fue muy inferfor al de
los introducidos (P < 0 01); ¢l promedio para e} tré-
bol rojo fue mayor (P <0 03) que para e} blanco No
fue evidente el efecto de la asociacion con gramineas
(P> 0.05) para ninguna variedad

Para el trébol blanco (Trifoliun repens var Ladi-
no) se corrobord iz presencia de los isoflavoneides
biochanina A, genisteina, formononetina, daidzeina y
del cumestrol El reconocimiento se hizo mediante
cromatogralta en columna y capa delgada sobre silica
gel, espectrofotometria infrarroje y ultravioleta y por
cromatografia itquida de aita presion
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