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Resumen

Se describe un sindrome que se caracteriza por aumento en el
porcentaje de vacas que repiten celo, de abortos, do metriosis
y metritis, y de quistes ovaricos, asi como estros falsos y
utero turgente (UT) a la palpacion aun con diagndstico de
gestacion positivo (40-60 dias de prefiez) asociado con
consumo de alfalfa con grandes cantidades de coumestrol. El
estudio se realiz6 en 608 vacas en riesgo, a las que se les
practicaron 1264 inseminaciones en el curso de un ailo,
observandose s61o 376 gestaciones (29.75%), de las cuales
102 cursaron con UT y moco cérvico vaginal (MCV) fluido,
36 terminaron en abortos y 238 fueron normales. La
resistencia eléctrica del MCV en las vacas gestantes con Dx
de UT fue significativamente menor que el medido en las
vacas gestantes normales (68.8 £ 15.17 contra 114.03 + 17.05
0, n = 30) y semejante al encontrado en las vacas en estro
(63.16 £ 10.56 Q n = 30). En 10 vacas gestantes con UT y
MCV fluido se determiné la concentracion plasmatica de
estradiol por radioinmunoanalisis; se encontraron valores
normales (12.9 + 10.04 pg/ml) en seis de los diez animales,
que no explican la presencia del sindrome estrogénico. De la
alfalfa que consumen los animales se extrajo el coumestrol,
se purifico por cromatografia de capa fina y se determiné su
concentracién por espectrofotometria UV a 243 nm. Las
grandes cantidades de coumestrol encontradas en la alfalfa
consumida por los animales estudiados (66.8 mg/kg alfalfa
seca, sin considerar las pérdidas durante el proceso de
extraccion y purificacion) pueden ser las responsables del
sindrome estrogénico descrito y su importancia econdomica
justifica la valoracion de los resultados de este estudio y la
busqueda de soluciones apropiadas al problema.

Re<:1b1d0 para su publicacion el 22 de febrero de 1996.
Departamento de Biologia de la Reproduccion. Universidad
Auténoma Metropolitana - Iztapalapa. Av. Purisima y
Michoacan, Col. Vicentina, Iztapalapa, 09340, México, D. F.

** Departamento de Produccion Agricola y Animal. Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco. Calzada del Hueso 1100,
Col. Villa Quietud, 04960, Mexico, D. F.

Introduccion

La zona de Chalco, Estado de Mexico, se ha caracterizado
por tener una gran actividad pecuaria principalmente en la
produccion de leche y sus derivados. En esta zona se
encuentran varias explotaciones de bovinos de leche, que por
el nimero de cabezas que suman, representan una cantidad
importante de produccion de leche para el consumo local y
de la ciudad de Mexico.

Desde hace varios afios se han realizado observaciones en
hatos de las zonas lecheras del altiplano, las cuales dan
cuenta de un problema importante que redunda en la
disminucion de la fertilidad, manifestada por el aumento en
los porcentajes de vacas repetidoras, de abortos, de metriosis,
metritis y quistes ovaricos. Estas observaciones ademas del
diagndstico de utero turgente (DxUT) a la palpacion, atin con
diagnostico de gestacion positivo entre los 40 y 60 dias de
prefiez, estros falsos y disminucion de la viscosidad del moco
cérvico-vaginal (MCV) en un elevado porcentaje de las vacas
gestantes, hacen pensar en la presencia de un factor
estrogénico andémalo que afecta estas explotaciones
pecuarias. La importancia del estudio se refleja en el hecho
de que el sindrome estrogénico ha llegado a alterar la
fisiologia de los machos. En el hato en estudio, dos de los
sementales debieron ser sustituidos por presentar baja
fertilidad, hipospermia, ginecomastia ¢ incluso, en uno de
ellos, verdadera galactorrea.

La base de la alimentacion de los bovinos lecheras en esta
region es la alfalfa; estas plantas, asi como los tréboles,
contienen fitoestrogenos tales como las coumarinas e
isoflavonas, sustancias que tienen la capacidad de unirse a los
receptores de estrogenos, provocando en los animales que los
ingieren en grandes cantidades, alteraciones reproductivas
por hiperestrogenizaciéon.?' El fitoestrogeno que se encuentra
presente en mayor cantidad en la alfalfa es el coumestrol, el
cual es de 30 a 100 veces mas potente que otros
fitoestrogenos presentes como las isoflavonas.” Todas estas
sustancias estrogénicas de origen vegetal se encuentran en
pequeiias cantidades de manera natural en el forraje y tienen
efectos antimicrobianos’ y fungicidas.®> Sin embargo, la
sintesis de ellas se incrementa notablemente bajo condiciones
adversas para el crecimiento de las plantas, tales como
temperatura y luminosidad inadecuadas,’® invasiones por
hongos, particularmente Pseudopesisa medicaginis, 0
coledpteros'?
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En términos generales se ha visto que la ingesta de forrajes
con cantidades elevadas de fitoestrogenos provoca
irregularidad del ciclo estral y baja tasa de concepcion en
vacas,'* ademas de ninfomania, hiperemia vulvar, quistes
ovaricos, hiperplasia de mama y utero, prolapso vaginal,
relajacién de ligamentos pelvianos y esterilidad.'’ En los
toros provocan metaplasia glandular y epitelial, tanto
prostatica como bulbo uretral, y dificultad en la maduracion
y movilidad de los espermatozoides.'® En ovejas se ha
descrito fracaso parcial en la primera fecundacion,’
disminucién del niimero de corderos,’ reduccion de la tasa
de ovulacion,'® crecimiento uterino y disminucién del
desarrollo folicular en ovejas impuberes.'”

En este trabajo se describe un sindrome de estrogenizacién
en vacas lecheras por consumo de alfalfas en las que se
aislaron grandes cantidades de coumestrol.

Material y metodos

Determinacioén del sindrome estrogénico

Se estudiaron las vacas en producciéon (n = 608),
pertenecientes a un hato de 1040 bovinos Holstein Frissean,
localizado en la zona de Chalco en el altiplano de México,
la base de la alimentacion del hato es la alfalfa. El analisis
se realizd entre agosto de 1993 y julio de 1994, e incluyd
los parametros reproductivos mas afectados en la
explotaciéon, como el indice anual de gestacion (IAG) y el
porcentaje de abortos, incluyendo, como un signo adicional
para la caracterizacion del sindrome, el porcentaje de vacas
que cursan con diagnostico de gestacion positivo por
palpacion rectal con Dx UT y fluidez anormal del MCV.

Se determino la resistencia eléctrica del MCV en 30 vacas
gestantes con Dx UT, 30 vacas en estro y 30 vacas
gestantes normales como testigo. La determinacion se
realiz6 utilizando un Ohmoémetro* y los resultados se
compararon mediante un analisis de varianza y prueba de
Tukey®

Identificacion de 173estradiol en suero de
vacas con sindrome estrogénico

A diez vacas con diagndstico de gestacion positivo entre los
40 y 60 dias de prefiez y en las que se encontrd el atero
turgente a la palpacion, se les tomo6 una muestra sanguinea
para la determinacion de 17B-estradiol en suero. La
determinacion de

* Estrogenix modelo Estron

**  Beacker Allen de Mexico.

***  Merck-Mexico, S.A.
Eastman Kodak.
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estradiol se realiz6 por radioinmunoanalisis con anticuerpos
de alta especificidad, que permiten cuantificar de 10 a 640
pg/ml de suero.® Se utilizaron 0.5 ml de suero, la extraccion
se realiz6 con éter etilico en una proporcion 1:10, el éter se
evapor6 y el extracto se resuspendid en una solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.0, las pérdidas durante el
procedimiento seguido se calcularon de sueros agregados
de 3H-17B-estradiol, el promedio de recuperacion fue de
94.6%. La curva estandar se construyd con ocho
concentraciones (0.5 a 64 pg/ tubo), los estdndares se
prepararon mediante diluciones apropiadas de una solucion
de 17B-estradiol recristalizado de 100 mg/ml y verificada
por absorcion ultravioleta a 280 nm, la variacion
intraensayo fue de 2.62 %.

Extraccidn y purificacion del coumestrol

Se colectaron durante el invierno varias muestras de la
alfalfa utilizada como fuente de forraje para el hato en
estudio en diferentes parcelas. Todas las muestras se
encontraron infestadas por Pseudopesisa medicaginis. Las
muestras de alfalfa se mezclaron, y wuna porcion
representativa se seco y molid finamente para su extraccion.
Todos los solventes utilizados se obtuvieron grado
analitico** y fueron biodestilados en el laboratorio antes de
su uso. La extraccion del coumestrol se realizd por el
método de Le Bars ef al,”? con algunas modificaciones. Un
kilo de alfalfa seca y molida fue sometido a extraccion
Sohxlet con 2600 ml de metanol. A este extracto se le
agregaron 8.0 litros de una solucion de carbonato de sodio
0.5 M pH 12.0.

Esta mezcla se lavo seis veces en forma sucesiva en
embudos de separacion con diclorometano (2 con 2.6 litros,
2 con 1.5 litros y 2 con 1.0 litros). Posteriormente, la fase
acuosa se acidificd con 4cido sulfurico al 50% hasta un pH
de 4.5 y el coumestrol fue extraido con éter etilico anhidro
en tres lavados sucesivos de 2.61 cada uno; esta tGltima fase
se concentrd por evaporacion para obtener una masa final
de 4.8 g de extracto que se resuspendié en 96 ml de
metanol.

Para la purificacion e identificacion del coumestrol, se tomo
una fraccion de la solucion metanodlica, se le agregd una
parte igual de una solucion saturada de EDTA, se agitd y
posteriormente se extrajo nuevamente con éter etilico. La
fase organica se evapord a sequedad y se resuspendié en 2
ml de metanol; de esta se tomaron fracciones de 2.5 ml, que
se aplicaron en placas cromatograficas*** de gel de silica
en capa fina de 5 x 20 cm. Todas las muestras se corrieron
por duplicado y se compar¢ la relacion de migracion de la
banda (Rg) contra un patrén incluido de coumestrol.” En el
sistema de corrimiento se utilizd6 como fase movil una
mezcla de cloroformo: metanol (4: 1 v/v).*!>!3

Los compuestos fueron observados como bandas que
fluorecen al ser estimulados con la luz ultravioleta de onda
corta.

Para comprobar la identificacion del coumestrol se
determinaron los espectros de absorcion de cada banda, de
la siguiente manera: la placa cromatografica fue revelada en
luz ultravioleta, se raspd cada banda y el gel de silica
obtenido se lavo



Figura 1. Distribucion del indice de gestacion anual. De 1264 inseminaciones, s61o el 30% de las vacas quedaron gestantes de las cuales 10% abortaron, 63% fueron

gestantes normales y 27% gestantes con Dx UT.

con éter etilico que se evaporo, posteriormente la muestra
fue diluida nuevamente en 2 ml de metanol. En esta
solucion se determind el espectro de absorcién en un
espectrometro UV visible.*

Resultados

De 1264 inseminaciones a lo largo del afio de estudio en
un hato de 608 vacas, so6lo se lograron 376 gestaciones
(IAG = 29.75%), de las cuales 36 (9.57%) resultaron en
abortos, en 102 (27.13%) se encontré el utero turgente a la
palpacion al momento del diagnostico de gestacion (50 +
10 dias) y 238 (63.3%) fueron gestaciones normales.

Este resultado representa un indice de 3.36 servicios por
concepcion y solo el 27% de éxito sobre el total de
inseminaciones (Figura 1).

La resistencia eléctrica del moco cérvico vaginal en las
vacas gestantes con Dx UT (68.6 + 15.17 Q) fue
semejante a la que presentan las vacas en celo (63.16 +
10.0 0) y diferente (P < 0.01) de la que

Figura 2. Resistencia eléctrica del moco cérvico vaginal. Se compara la
resistencia eléctrica del moco cérvico vaginal entre vacas en estro,
gestantes con Dx UT y gestantes normales. En todos los casos lan =30, y
** indican diferencia a P < 0.01. El moco cérvico uterino de las vacas
gestantes con Dx UT presenta las caracteristicas del moco de vacas en
estro.

* Spectronic 3000 Array de Milton Roy.

presentan las vacas gestantes normales (114.03 = 17.05 Q
) (Figura 2).

Las 10 vacas gestantes con DxUT a las que se les
determine el estradiol, mostraron dos intervalos de
concentraciones; un grupo de seis presentd valores
normales de estradiol de 12.9 + 10.04 pg/ml, y un segundo
grupo de cuatro, manifestd valores altos de 106.0 = 27.68
pg/ml (Figura 3).

La cromatografia del extracto de alfalfa mostré un patréon
de corrimiento con cuatro manchas, de las cuales la
principal mostré el mismo Ry, que el patron de coumestrol
(Figura 4). El espectro de absorcion en luz ultravioleta de
una solucion en metanol de este compuesto fue semejante
al del patron purificado de coumestrol (Figura 5). El
calculo espectrométrico de la concentracion de coumestrol
obtenido del extracto de alfalfa por su absorbencia a 243
nm, reveld que se obtuvieron 66.8 mg de coumestrol por kg
de alfalfa seca, sin considerar las pérdidas durante el proceso
de extraccion y purificacion.

Estradiol (pg/ml)
Qo
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40
n-s

Estradiol normal Estradiol alto

Figura 3. Valores de estradiol en vacas gestantes con Dx UT. La
distribucion de los valores de estradiol sanguineo en las vacas estudiadas,
se didé en dos grupos, uno con niveles normales
(n = 6) y otro con niveles altos (n = 4). Estos valores se comparan con las
concentraciones normales durante la gestacion (----), y de vacas con
ninfomania por quistes foliculares (—). La cantidad de estradiol
encontrado en las primeras, no es suficiente para producir los signos de
estrogenizacion descritos en estos animales.
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Figura 4. Cromatografia de punfcacion del extracto de alfalfa.
En los carriles externos se muestra el patron de coumestrol

y en los carriles centrales el extracto de alfalfa. Notese

un compuesto que corre paralelo al patron. Gel de silica;
cloroformo: metanol, 4: 1 v/v.

Discusion

Se describe un sindrome estrogénico en vacas lecheras, que
se asocia con la ingestion de alfalfa en la que se aislo
coumestrol. En los animales se manifiesta como estros falsos,
quistes ovaricos y Dx UT y moco cérvico vaginal fluido
durante la gestacion; mientras que en el hato, se aprecia un
aumento en el porcentaje de abortos, un incremento de los
dias abiertos, de los servicios por concepcion y disminucion
del TAG. La media ponderada de servicios por concepcion de
las 47 ganaderias en el pais de vacas Holstein con una
produccion mayor de 7500 kg de leche y que incluye a
18,471 animales, es de 2.53 con un intervalo de 1.69 a 3.17,
mientras que el indice obtenido en este estudio es de 3.36
servicios por concepcion. Esta disminucion en la eficiencia
de los servicios por concepcion en el ambiente de este
estudio, zona de Chalco, en donde se encuentran
aproximadamente 20,000 vacas, implica una cuantiosa
perdida econdémica y requiere de una atencion inmediata para
la solucion del problema. Las manifestaciones clinicas
encontradas en el hato estudiado, han sido descritas en forma
aislada por otros autores'® y atribuidas al consumo de
fitoestrogenos. Sin embargo, aqui fueron encontradas en
conjunto y se describen como caracteristicas de un claro
sindrome estrogénico provocado por el consumo de alfalfas
con grandes cantidades de coumestrol, que repercute entre
otros factores en un bajo IAG y un éxito de s6lo el 27%
sobre el total de inseminaciones, lo que incide negativamente
en la eficiencia reproductiva y productiva del hato.

Los primeros estudios sobre consumo de plantas con
frtoestrogenos y sus efectos sobre la reproduccion se
realizaron en ovinos de Australia. Los rebafios que
consumian praderas naturales con trébol subterraneo
presentaron alteraciones tales como disminuciéon de la
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Figura 5. Espectro de absorcién en luz ultravioleta de coumestrol.
Se presentan los espectros de absorcion con metanol en luz
ultravioleta del patron de coumestrol (linea delgada). Los picos De
absorbancia maxima caracteristicos del coumestrol disuelto en
metanol son a 243 y 343 nm. La sustancia aislada muestra el
mismo

Espectro que el patron de coumestrol.

concepcion e hiperplasia glandular cistica del tracto
reproductor, desarrollo de mama en ovejas no prefiadas y de
pezones en machos, a este tipo de sindrome de esterilidad se
le ha denominado enfermedad del trébol.'

Puesto que se han descrito en las vacas varias de las
alteraciones reproductivas mencionadas anteriormente,'*'
que son indistintamente inducidas por estradiol o
fitoestrogenos y  clinicamente  indistinguibles, para
caracterizar el sindrome propuesto, se decidid obtener
parametros cuantitativos de la estrogenizacion y descartar la
presencia de estradiol endégeno como inductor de los efectos
observados.

La resistencia eléctrica del MCV es inversamente
proporcional a su contenido de sales, particularmente de
NaCl. La secrecion de NaCl en el moco cervical es inducida
por los estrogenos, de modo que una caracteristica del estro
en las vacas es la presencia de altas concentraciones de
NaCl, poca viscosidad y baja resistencia del moco cervical al
paso de la corriente eléctrica. Durante la fase litea o durante
la gestacion, la resistencia eléctrica del MCV se incrementa,
coincidiendo con una mayor viscosidad y un menor
contenido de sales. El hecho de que las vacas gestantes
presenten Utero turgente y una baja resistencia eléctrica del
moco cervical, es signo tipico de actividad estrogénica. Sin
embargo, las concentraciones de estradiol en el suero de seis
de las diez vacas estudiadas con estos signos, se encuentran
alrededor de los valores descritos para vacas gestantes,® y las
cuatro restantes, aunque presentaron una concentracion alta,
su valor no alcanza el descrito en vacas con ninfomania por
quistes foliculares."” Lo anterior permite proponer la
presencia de otro factor con actividad estrogénica
responsable del conjunto de signos observados, que puede ser
el coumestrol aislado de la alfalfa que consumen estos
animales.



Se ha sefialado que la actividad bioldgica del coumestrol,
valorada por su capacidad para aumentar el peso uterino, es
160 veces menor que la del 17(3-estradiol,'e y su afinidad de
union relativa al receptor uterino de estrogenos es alrededor
de 70 veces menor que la del estradiol;” por lo tanto, la
concentracion plasmatica que debe alcanzar el compuesto
para tener efectos estrogénicos importantes debe ser
notablemente alta. La cantidad de coumestrol aislado en este
estudio a partir de muestras de alfalfa seleccionada fue de
66.8 mg/kg de alfalfa seca. Este valor se encuentra dentro del
intervalo sefialado por Le Bars e al.'? para alfalfas con
infestacion por hongos (50 a 200 mg/kg) y contrasta
notablemente con los valores de 1.5 a 2.5 mg/kg encontrados
en alfalfas sanas por los mismos autores.

Tanto Le Bars et al.'> como Valderrabano® han indicado que
concentraciones de 20 a 50 mg de coumestrol por kg de
alfalfa son suficientes para inducir la presencia de
manifestaciones  estrogénicos en los animales; la
concentracion encontrada en el presente estudio, podria ser
entonces considerada suficiente para justificar el sindrome
descrito. Segun los calculos realizados, el consumo de esta
alfalfa contaminada equivale a la ingestion de
aproximadamente 500 mg diarios de coumestrol por vaca;
por estudios realizados en cabras® es posible calcular que la
ingestion de esta cantidad de coumestrol puede producir
concentraciones plasmaticas de 13 ng/ml de este compuesto,
que resulta ser 1000 veces mayor a la concentracion de 17[3-
estradiol encontrada durante el estro. Aun considerando una
actividad biolégica 160 veces menor en el coumestrol que en
el 17B-estradiol, la cantidad equivale a seis veces la
concentracion de estrogenos que ocurre durante el estro, y
por lo tanto, suficiente para inducir cambios estrogénicos
semejantes a los encontrados en la vaca normal durante esta
fase del ciclo estral.

De esta forma, son explicables los efectos estrogénicos que
manifiestan las vacas alin gestantes, cuando consumen
diariamente coumestrol de alfalfas contaminadas en
cantidades bioldgicamente equivalentes a las del 17pestradiol
endogeno durante el estro. Una situacion adicional que no ha
sido considerada, es el probable paso del coumestrol a la
leche y su consumo por esta via en el humano; los efectos por
consumo de vegetales que lo contienen como la soya son
fuentes de estudio y preocupacion.!' Actualmente se esta
determinando la concentracion de coumestrol en plasma y en
leche de vacas que presentan el sindrome estrogénico
descrito.

Abstract

An oestrogenic syndrome caused in dairy cows after
ingesting important concentrations of coumestrol is
described. The syndrome is characterized by increased levels
of repeat-breeding cows, abortions, metritis and ovarian
cysts, as well as other estrogenic manifestations like:
Increased cervical mucus (CM) fluidity and turgent uterus
(TU) at the palpation with positive diagnosis of gestation
between 40 and 60 days of pregnancy. This study was
performed for one year in 608 cows in risk, in which 1264
inseminations achieved only 376 gestations. Of this, 102
cursed with TU and CM fluid; 36 ended in abortion and only
238 had normal pregnancies. Electrical resistance
measurements in CM of pregnant cows (68.8 + 15.17 vs.
114.03 £ 17.05 Q, n = 30) and are similar to those observed
in non-pregnant estrous animals (63.16 = 10.56 Q, n = 30).
Radioimmunoanalysis determination of estradiol in 10
pregnant cows with TU and fluid CM proportioned normal

values of plasma estradiol (12.9 £ 10.04 pg/ml) in 6/10
animals, levels which did not explain the presence of the
estrogenic  syndrome. Measurement of  coumestrol
concentration in the alfalfa ingested by the animals
demonstrated the presence of important quantities of this
compound (66.8 mg/kg dry alfalfa, without considering the
losses during the extraction and purification procedures),
which will undoubtedly explain the occurrence of the
described syndrome. Economic and biological importance of
the presence of this estrogenic pathology in Mexico is
discussed.
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