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Resumen

Leucaena leucocephala, es un arbusto perennifolio perteneciente a las leguminosas. Se
utiliza con fines comestibles y como forraje; sin embargo, su uso como forraje se limita
debido a que provoca dafios fisicos y reproductivos. Esta planta contiene fitoestrégenos
como el kaempferol, la quercetina, la isoharmnetina y la luteolina, los cuales podrian ser
responsables de los efectos antireproductivos. Los fitoestrégenos son moléculas no
esteroideas que pueden actuar como agonistas 0 antagonistas estrogénicos. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar los cambios que ocurren en la fisiologia
reproductiva de la rata hembra por efecto del extracto de L. leucocephala. Se
recolectaron hojas de la planta para obtener el extracto. Se utilizaron ratas hembra
adultas de la cepa Wistar, en dos condiciones fisioldgicas: hembras intactas y
ovariectomizadas. Los grupos experimentales fueron: vehiculo (0.5 ml de aceite de
cartamo); extracto de Leucaena, (4 g/Kg en 0.55 ml); daidzeina (1.6 mg/Kg, en 0.5 ml de
solucién) y estradiol (40 pug/Kg, en 0.5 ml); la administracion se realizé durante 30 dias
consecutivos por via intraperitoneal, se evalud la progresion de los ciclos estrales y la
conducta sexual cada 5 dias. Al finalizar los tratamientos se eutanisaron, se disectaron
los aparatos reproductivos, se pesaron y fijaron. El suero sanguineo se utilizé para
evaluar la concentracion de estradiol y progesterona por el método de ELISA.

Los resultados mostraron que, en las hembras intactas, el extracto modificé el ciclo
estral, aumento el peso y engroso el epitelio en la vagina y disminuyo el peso corporal en
ambas condiciones fisiolégicas. En las hembras intactas las concentraciones de
progesterona y la conducta sexual disminuyeron. En las hembras ovariectomizadas se
indujo la conducta sexual. sexual, se incrementé el grosor epitelial en la vagina y
disminuyo el peso corporal. Estos resultados indican que el extracto tiene efectos
estrogénicos similares a los de daidzeina y al estradiol, tanto en hembras intactas como

en ovariectomizadas.



Summary

Leucaena leucocephala, commonly known as guaje, is a perennial tree or shrub
legume, which is used mainly for edible purposes and as fodder; however, its use as
forage is limited due to its anti-reproductive effects. The phtytoestrogens contained in
this plant (kaempferol, quercetin, isoharmnetin and luteolin) could be responsible for
the antireproductive effects in animals. Phytoestrogens are non-steroidal molecules
present in plants that can act as estrogen agonists or antagonists. Therefore the
objective of this work was to determine the effects of Leucaena leucocephala extract
on the reproductive physiology of the female rats treated with this legume. Plant
leaves were collected to obtain the extract. Wistar adult female rats were used in two
physiological conditions: intact and ovariectomized: the experimental groups for each
condition were: vehicle (0.5 ml); Leucaena extract, (4 g/Kg in 0.55 ml); daidzein (1.6
mg/Kg, in 0.5 ml); and estradiol (40 ug/Kg, in 0.5 ml); the treatments were for 30
consecutive days, during which estrus cycles and sexual behavior were evaluated. At
the end of the treatments rats were euthanized, and reproductive organs were
obtained, weighed and fixed with paraformaldehyde at 4%. Serum concentration of

estradiol and progesterone was analyzed by ELISA test.

The results showed that, in intact females, Leucaena extract modified the estrous
cycle, increased the weight and thickened the vaginal epithelium. Body weight,
serum progesterone concentrations and sexual behavior decreased. In
ovariectomized females vaginal epithelium thickened, sexual behavior was promoted,
while body weight decreased. These results indicate that the Leucaena extract has
estrogenic effects which are similar to those of daidzein and estradiol, both in intact

and ovariectomized females.



1. Introduccién

1.1. Leucaena leucocepahala

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, conocida popularmente como guaje, €s uno
de los arboles tropicales mas comunes de México, tanto silvestre como cultivado, es
un arbol o arbusto perennifolio perteneciente a las leguminosas (Fam. Fabaceae),
gue puede medir 3 hasta 12 m de altura con un diametro de hasta 25 cm, con hojas
alternas, bipinnadas, de 9 a 25 cm de largo, verde grisaceas y glabras; foliolos 11 a
24 pares, de 8 a 15 mm de largo, elipticos y algo oblicuos, su inflorescencia presenta
cabezuelas, con 100 a 180 flores blancas, de 1.2 a 2.5 cm de diametro; flor de 4.1 a

5.3 mm de largo; pétalos libres; céliz de 2.3 a 3.1 mm (figura 1).

- \ V4 © R ke

Figura 1.- Leucaena leucocephala (tomado de: http://herbario.ual.es/portfolio-

items/leucaena-leucocephala-lam-de-wit/)



La Leucaena tiene sus origenes en América Central y en la Peninsula de Yucatan,
donde su valor forrajero fue reconocido hace mas de 400 afios por los
conquistadores espafioles que llevaban la planta y las semillas en sus galeones a
Filipinas para alimentar su ganado, desde ahi fue introducida a Indonesia, Malasia,
Papua Nueva Guinea y sureste de Asia; por lo que se ha naturalizado pantropical
(Brewbaker y col., 1985). Se usa comunmente como aromatizante, artesanal,
colorante, combustible, comestible, maderable, medicinal, melifera y forrajera (29.2
% de materia fresca (Giang y col., 2016); 5 a 30 % de materia seca, 20 a 27 % de
proteina, rico en calcio, potasio y vitaminas), tiene un porcentaje de digestibilidad de
60 a 70 %, también, el forraje de Leucaena es bajo en sodio y yodo, pero alto en -
carotenos. Los taninos en las hojas y especialmente los tallos de Leucaena reducen

la digestibilidad de la materia seca y la proteina, pero mejoran el valor de la proteina.

Su uso como forrajera, sin embargo, es limitado debido a los efectos dafiinos que
puede causar dafio en mamiferos, por ejemplo, debilidad, pérdida de peso, aborto,
caida de pelo en caballos, mulas y burros y bocio (CONABIO:
http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info_especies/arboles/doctos/44-

legum26m.pdf).

Con respecto a sus caracteristicas quimicas obtenidas por comparacion de datos
fisicos y espectrales (ultravioleta-visible, infrarroja, resonancia magnética nuclear y
masas-tandem) (Chen y Wang, 2011) el extracto metilico de Leucaena esté
conformado por 14 compuestos dentro de los cuales se encuentran cuatro son

esteroides: 5a, 8a-epidioxi-(24¢)-ergosta-6,22-dien-33-ol, B-sitosterol, B-sitostenona y



estigmastenona; un triterpeno: lupeol; un glicérido: 1,3-dipalmitoil-2-oleil glicerol; un
alcaloide: [B-N-3-hidroxi-4-piridona; dos benzenoides: metilparabeno y &cido
isovanillico; y cinco clorofilas: feofitina-a, metiléster feoférbido, metil-132-hidroxi-(132-
S)-feoférbido-b, 132-hidroxi-(132-S)-feofitina-a y aristofilo-C. También se hace
mencién que esta planta tiene contenido de fitoestrégenos como el kaempferol, la

guercitina, la isorhamnetina y la luteolina (Hassan y col., 2014)

En algunas investigaciones se describe a Leucaena como arbol multipropésito; sin
embargo, aunque es un consenso generalizado, que el follaje de la especie presenta
una buena composicion quimica en términos de proteina y de minerales, se ha
observado una elevada variabilidad en los indicadores de calidad de todos los
cultivares estudiados, asociada a las caracteristicas de cultivo; asi como a la
interaccion de estas con el medio circundante y su composicion quimica (Luduefia, y

col., 2007).
1.1. Fitoestrégenos

Los fitoestrogenos son productos de origen vegetal con actividad natural bactericida
y fungicida. La familia incluye varios miembros como: las flavonas (kaempferol y
guercitina), isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononetina y equol), lignanos
(enterolactona, enterodiol y acido nordihidroguaiarético), coumestanos (coumestrol),
micotoxinas (zearalonona) y estilbenos (resveratrol) (Zhao y Mu, 2010). La
caracteristica comun de los fitoestrégenos es que son moléculas no esteroideas y
gue poseen una estructura difendlica heterociclica (Branca, 2003), a la que se

encuentran unidos grupos oxo, ceto, hidroxi y ésteres de metilo. Desde el punto de
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vista funcional, se trata de sustancias similares al 17 3-estradiol por el anillo fenélico
gue presentan y a los Moduladores Selectivos de los Receptores Estrogénicos
(SERM), ya que estan dotados de actividad estrogénica (Hernandez-Elizondo, y col.

2009).

Los fitoestrogenos poseen una larga data en la historia de la ciencia.
Frecuentemente son mencionados como estrogenos deébiles, fueron sintetizados
guimicamente antes de conocerse la estructura de los esteroides de mamiferos, en
los afios 1920-1930. Un poco mas tarde, Windaus recibié el premio Nobel por este
descubrimiento a pesar de que fue una estructura errénea (Windaus, 1932). En 1940
los fitoestrégenos resurgieron como principios estrogénicos en el trébol rojo (Trifolium

pratense L.) que causo infertilidad en ovejas en el oeste de Australia (Barnes, 2004).

El primer fitoestrégeno se encontré en un alga verde-azulada (cianobacteria) que
habita las playas de rios y lagos y podria ser el resultado de una deshidrogenacion
introduciendo dobles enlaces en los anillos esteroideos. Existen por lo menos 220

especies de vegetales que contienen fitoestrogenos (Luduefia y col., 2007).

La importancia de todos los fitoestrégenos radica principalmente en que pueden
actuar como agonistas o antagonistas estrogénicos (Whitten y col., 2002), ya que al
igual que los estrogenos, ejercen su influencia en tejidos donde existen receptores

para estrogenos, tanto en el macho como en la hembra (Rosselli y col., 2000).

Las isoflavonas son una subclase de flavonoides con una estructura quimica similar

a la del estradiol en la cual ambas contienen al menos un anillo fenélico en su
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estructura. Existen tres formas libres mayoritarias de isoflavonas: Genisteina,
Daidzeina y Gliciteina y dos minoritarias: Formononetina y Biochanina A (Committee

on Toxicity, 2003).

Los fitoestrogenos tienen mas afinidad por los receptores beta (ERB) que por los
receptores alfa (EREa) (Whitten y col., 2002) por lo que, dada la diferente distribucion
de los receptores alfa y beta, cabe esperar que sus acciones sean mas marcadas en
aguellos organos y tejidos diana en los que predominan los receptores beta, como
son el sistema nervioso central, el hueso, la pared vascular y el tracto urogenital, de
la misma forma que al no tener casi accion sobre el ERa se limitaria la proliferacion

del tejido mamario y endometrial (LOpez-Luengo, 2002).

En las plantas, las isoflavonas especificas presentes varian ampliamente y con
regularidad se acumulan sOlo bajo condiciones especificas de estrés. Los
mecanismos por los cuales estos fitoestrégenos influyen sobre la produccion
hormonal, metabdlica y acciones biolégicas parecen depender de sus propiedades
agonistas-antagonistas estrogénicas. Se postula que estos quimicos vegetales
poseen dos acciones biologicas importantes: la unidén a receptores de hormonas y a
enzimas metabolizantes de hormonas. Las isoflavonas estdn presentes
predominantemente como glicésidos y en consecuencia son compuestos altamente

polares (Luduefa y col., 2007).

Por lo anterior es importante conocer el proceso por el cual se sintetizan las
hormonas sexuales femeninas (esteroidogénesis), para asi conocer el efecto que

podrian tener los fitoestrogenos en la fisiologia reproductiva
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1.2. Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides se clasifican en esteroides sexuales (andrégenos,
estrogenos y progestagenos), glucocorticoides (cortisol) y mineralocorticoides
(aldosterona). Se sintetizan principalmente en las glandulas suprarrenales
(glucocorticoides y mineralocorticoides), en las génadas (androgenos, estrégenos y
progestagenos), en la placenta (progestagenos) y en el sistema nervioso central
(neuroesteroides). Su principal efecto es sobre la homeostasis corporal al modular
diversas funciones como son la reproductiva, incluyendo el desarrollo y
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, entre otros. La
esteroidogénesis puede estar sujeta a una regulacion a corto o largo plazo
dependiendo del tejido. En las gonadas y en las glandulas suprarrenales la
regulacion es aguda, en tanto que en el cerebro y en la placenta es cronica. Los dos
tipos de regulacion pueden estar bajo el control de diversos factores u hormonas,
gue en el caso de la respuesta aguda inicia en el orden de minutos e implica la
movilizacion del colesterol hacia la mitocondria (Hu y col., 2010) y su translocacion
de la membrana mitocondrial externa hacia la interna, donde ocurre la sintesis de
pregnenolona por accién de la enzima citocromo P450scc (CYP11A1) derivandose

de esta las demas hormonas esteroides (figura 2) (Gédmez-Chang y col., 2012).
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Figura 2.- Biosintesis de hormonas esteroides y enzimas participantes (tomado de:

Gomez-Chang y col., 2012)

La cascada de sefializacion mas estudiada en la esteroidogénesis es la mediada por
la cinasa de proteinas (PKA) dependiente del adenosin monofosfato ciclico/AMPc. El
efecto agudo de las hormonas tréficas como la FSH y LH incrementan el contenido
intracelular de AMPc activando a la PKA, la cual fosforila proteinas involucradas en el
transporte de colesterol hacia la mitocondria, como es el caso de la proteina StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory Protein), cuya expresion aumenta por el efecto
hormonal que promueve la esteroidogénesis en gbénadas y corteza suprarrenal
(Granot y col., 2003). Por lo contrario, la respuesta cronica por hormonas troficas
(FSH y LH) se inicia en el transcurso de horas e involucra también la participacion de
PKA a través de la fosforilacion de factores de transcripcion relacionados con la

activacion de genes que codifican para enzimas esteroidogénicas, ademas de la
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proteina StAR (Manna y col., 2009). La via mediada por PKA/AMPc es la principal
cascada estimulada en los diferentes tejidos esteroidogénicos; sin embargo, hay
evidencias de la participacién de otras vias de sefializacién activadas tanto por
hormonas como por factores derivados de macréfagos y factores de crecimiento que
actian a través de PKA o bien a través de otras vias independientes de AMPc y que
pueden estar mediadas por la proteina cinasa dependiente de calmodulina (PKC),
iones de cloruro y calcio, metabolitos derivados del acido araquidénico o proteinas
cinasas activadas por mitégeno (MAPK). Cabe mencionar que las respuestas
generadas independientemente de las concentraciones de AMPc, suelen ser poco
potentes comparadas con las que son mediadas por PKA/AMPc, por lo que su efecto
se relaciona con la modulacion o potenciacién de la esteroidogénesis actuando en
forma sinérgica con PKA. Cualquiera que sea la cascada de sefializacion activada,
destaca la importancia de los eventos de fosforilacién o desfosforilacion de sustratos
especificos por proteinas cinasas y fosfatasas, respectivamente, con efectos
pleiotropicos sobre diferentes funciones celulares como son el metabolismo,

crecimiento, la diferenciacion y la esteroidogénesis (Gorostizaga y col., 2007).

1.2.1. Ovario y hormonas sexuales

El ovario se divide en tres regiones: la corteza externa conformada por el epitelio
germinal y los foliculos; la médula localizada en la region central del ovario e
integrada por tejido estromal y la region del hilio (Carr, 1998). Las células
esteroidogénicas dentro del ovario corresponden a las células de la granulosa, las

cuales forman parte del compartimento vascular que rodea a los ovocitos y las
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células de la teca que estan ubicadas en el estroma ovarico. Ambos compartimentos
estdn separados por la lamina basal. Las funciones principales del ovario son la
ovogénesis y la sintesis de hormonas esteroides. La unidad funcional del ovario es el
foliculo, el cual esta constituido por células de la granulosa, de la teca e intersticiales
gue rodean al ovocito en crecimiento, funcionando como soporte nutricional ademas
de llevar a cabo la sintesis de hormonas esteroides. El ovario secreta esteroides
como la  pregnenolona, progesterona, 17a-hidroxiprogesterona, 17a-
hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosterona, androstendiona, testosterona, estrona
y 17B-estradiol (Gémez-Chang, 2012). Bajo el estimulo de hormonas, factores de
crecimiento y citocinas, la biosintesis de esteroides cambia cualitativa y
cuantitativamente a lo largo del ciclo ovérico, presentando una intensa actividad
esteroidogénica durante la fase litea y pasando de ser un érgano principalmente
productor de estrégenos a uno predominantemente secretor de progesterona. En el
humano, la esteroidogénesis ovarica ocurre de acuerdo con la teoria de dos
células/dos gonadotropinas. La produccion de estrégenos por las células de la teca,
requiere de la sintesis de precursores androgénicos (androstendiona) a partir del
colesterol, bajo la accion de la LH. Los androgenos difunden hacia el compartimento
avascular de las células de la granulosa. A este nivel, y por efecto de la FSH, los
androgenos son biotransformados a estrogenos por accion de la aromatasa (CYP19)
(Havelock y col., 2004). En la fase latea, el compartimento ocupado por las células
de la granulosa se vasculariza, permitiendo asi el aporte de colesterol, aunado a un
incremento en la expresion de enzimas esteroidogénicas que resulta en el aumento

de la produccion de progesterona y estrogenos derivados de los androgenos de la
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teca (Figura 3). En el ovario, las células de la granulosa, por accidon de la FSH,
constituyen la principal fuente de estrogenos requeridos para el crecimiento, la
ovulacion y el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias, entre otras.
Durante la fase lutea o progestacional del ciclo ovarico, las células de la granulosa
luteinizadas se encargan de la produccion de progesterona, hormona responsable de
los cambios durante la fase Idtea del ciclo menstrual y esencial para el
mantenimiento del embarazo (Hu y col., 2010). Una vez ocurrida la ovulacion, las
células del foliculo ovérico van a constituir el cuerpo liteo, el cual sintetiza
predominantemente progesterona en respuesta a la LH, a través de la via
AMPc/PKA. Como en otras células esteroidogénicas, existen otras vias de
sefializacion que se activan en forma dependiente de AMPc pero independiente de
PKA, como en las células de la granulosa, donde a través de factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina (dependientes de AMPc) se activan
también las vias de MAPK, PI3-K y PKB. La participacion MAPK ha sido implicada en
la regulacion de la esteroidogénesis utilizando LH y hCG, las que ademas de elevar
las concentraciones de AMPc, activan a ERK1/2 (cinasas efectoras de MAPK) en
células de la granulosa luteinizadas. También se ha observado que, durante la
luteinizacion de las células de la granulosa, la secrecion de progesterona inducida
por hCG coincide con un descenso en la expresion de la subunidad catalitica de
PKA, lo que sugiere que durante la luteinizacion de las células de la granulosa la

sintesis de progesterona es menos dependiente de PKA (Chin y Abayasekara, 2004).
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Figura 3.- Esteroidogénesis ovarica en las fases folicular y litea (Tomado de:

Gomez-Chang y col, 2012).
1.3. Ciclo estral en rata

El ciclo estral, es regulado principalmente por el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario
(Scandroglio y Spitali, 1968; Caligioni, 2009); comprende una serie de cambios
ciclicos que se manifiestan a nivel de ovario, Utero y vagina. Estos cambios son
mediados por las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) las cuales
estimulan al ovario para la sintesis de hormonas esteroides (estrogenos y
progesterona), lo que causa las siguientes cuatro fases del ciclo estral: proestro.
estro, metaestro y diestro; cada una de ellas tiene una duracién y caracteristicas
citologicas que hacen evidente el estado fisiologico del ciclo sexual (Goldman y col.,

2007).
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Las ratas hembras contienen en sus ovarios (desde antes de nacer) miles de
ovocitos primarios, arrestados en el leptoteno de la profase | de la primera division
meidtica. Al llegar a la pubertad (36-39 dias de edad) (Arata y col., 1981), los ovarios
(con alrededor de 3000 foliculos primarios cada uno) se activan por la estimulacion
hormonal y cada 4 o 5 dias un grupo de ovocitos sigue su desarrollo para la

maduracion de los ovocitos.

Al conjunto formado por el ovocito, rodeado por una sola capa de células planas
(pregranulosa), se le denomina foliculo primordial. En su desarrollo posterior, la capa
de células que circunda al ovocito sufrira procesos de diferenciacion y proliferacion,
dando lugar a células cubicas (granulosa), formando los foliculos primarios, con una
sola capa de células foliculares. Posteriormente, el foliculo continuara la maduracién
para desarrollar el foliculo secundario, formado por mas de una capa de células
foliculares; en tanto que los foliculos terciarios se caracterizan por presentar entre las
células foliculares, las vesiculas de Call-Exner y foliculo preovulatorio o foliculo De
Graaf, con la diferenciacion de la capas interna y externa de las células de la teca, la
formacion de la cavidad del antro folicular y los cambios funcionales que
condicionaran su desarrollo hasta la ovulacion, evento desencadenado por el efecto

de la progesterona (Pallarés, 2009).

En la ovulacion, las células del foliculo ovérico se luteinizan, lo que origina la
formacion del cuerpo lateo, lo que indica el numero de ovocitos liberados. Justo
antes de la liberaciéon del ovocito se completa la primera divisibn meidtica y se forma

el primer cuerpo polar. La segunda divisibn meidtica empieza inmediatamente
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después, pero se detiene en la metafase Il. Los 6vulos permanecen viables por 10-
15 horas luego de la ovulacién y en el caso de que se produzca la fertilizacién se
induce la terminacion de la segunda divisibn meiética; lo que genera el segundo
cuerpo polar. En términos estrictos, las células germinales femeninas no son en
ninglin momento haploides, ya que expulsan el segundo cuerpo polar en el momento
en que reciben el grupo haploide de cromosomas proveniente del espermatozoide

(Benavides y Guénet, 2003).

El efecto de las hormonas esteroidales (estrégenos y progesterona), desencadenan

ademas cambios a nivel de utero y vagina.

El efecto secuencial de los estrégenos y progesterona en el Utero provoca la
hidratacion de endometrio, asi como el crecimiento glandular y el desarrollo de las
condiciones de receptividad del endometrio, necesarias para que la implantacién se
lleve a cabo; en tanto que, a nivel de la vagina, se desencadenan cambios ciclicos de

las células epiteliales de la vagina.

Los cambios de las células del epitelio vaginal se han utilizado como un método para
determinar las fases de los ciclos reproductivos en mamiferos. Ademas, la citologia
vaginal proporciona un indice del estado funcional de los cambios ciclicos del ovario
y Utero. Estos cambios provocan efectos temporales en la conducta reproductiva, el
consumo de alimentos vy fluidos, la actividad locomotora que varian marcadamente

con el estado del ciclo estral (Pallarés, 2009).
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Los principales cambios que ocurren en las distintas fases del ciclo estral a nivel de
ovario, Utero, vagina y conducta se presentan resumidos en la siguiente tabla

(Rodriguez y Pasaro, 1998):

Tabla 1.- Principales cambios que ocurren en diferentes érganos y en la conducta
sexual de la rata en los diferentes estadios del ciclo estral en la rata (modificado,

Rodriguez y Péasaro, 1998).

| FASE OVARIO UTERO VAGINA CONDUCTA
Proestro | Crecimiento rapido de | Utero distendido Epitelio grueso. Células Estado receptivo a la
foliculos. Degeneracion | con fluido epiteliales superficiales. copulacion hacia el
de los cuerpos liteos dell aumentando su Frotis vaginal con abundancia final de procstro
ciclo previo. tamafio. de células epiteliales.
Poca receptividad
a la copulacion.
Estro Maduracién de Maixima distension. | Epitelio grueso. Capa de
foliculos. i células cornificadas en
nisio de superficie. Frotis vaginal con
Ovulacién. degeneracion R .' s
.. .. | abundancia de células UC ICTUTTZaciunn,
vacuolar del epitelio
i €scamosas.
Metaestro | Formacion de cuerpos | Alguna Descamacion del epitelio No hay receptividad.
liteos. degeneracion comnificado. Epitelio delgado.
vacuolar, pero Invasion de leucocitos. Frotis
también vaginal con abundancia de
regeneracion. células escamosas y
Diestro | Crecimiento de los Regeneracién del | Epitelio delgado. No hay receptividad.
cuerpos Juteos. epitelio uterino. Regeneracion del epitelio.
Foliculos de varios Frotis vaginal con abundancia|
tamarios. de leucocitos y células
epiteliales.
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2. Antecedentes

Los efectos que los fitoestrégenos tienen en la reproduccion son variados, van desde
la disminucién de la conducta sexual, alteraciones en la expresion de receptores para
estradiol y progesterona, hasta infertilidad. EI coumestrol genera menor expresion de
los receptores para progesterona (PR) inducidos por estradiol en los nucleos
paraventricular y ventromedial, areas que regulan el comportamiento sexual y la
secrecion de gonadotropinas en las hembras (Jacob y col., 2001). También se ha
reportado que en ratones hembras el coumestrol antagoniza la accién del estradiol
mediante la regulaciéon del ARNm para el ERB en el nucleo paraventricular (Jacob y
col., 2001). De igual manera, se ha observado que a medida que se incrementa la
dosis de genisteina y coumestrol, se inducen foliculos hemorragicos, abortos,
sindrome estrogénico, y supresion de picos de hormona luteinizante (LH) en las
hembras, mientras que en los machos se altera el desarrollo testicular y disminuye el

recuento de espermatozoides en animales domeésticos (Pérez y col., 2006).

Se ha tratado de aprovechar el efecto de los fitoestrogenos con resultados poco
alentadores. La premisa en la cual se basan estos estudios es que a través del uso
de los fitoestrogenos es posible aumentar la frecuencia de estros en el ganado
vacuno, lo que podria tener un impacto positivo en la produccién de productos
carnicos o lacteos. Sin embargo, los resultados son totalmente diferentes. Asi, en
vacas Holstein que consumieron 25 a 100 mg/kg de zearalenona por 42 dias,

mostraron genitales externos edematosos, como si fuesen a presentar un estro
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fisiologico. Sin embargo, la duracion del ciclo estral o el tiempo en el que se presenta

permanecieron inalterados (Mirocha y col., 1978).

Los fitoestrégenos tienen efectos opuestos a los del estradiol en la rata, ya que
incrementa la expresion del RNAm para ERa y ERB (Whitten y col., 2002). Ademas,
pueden influenciar de manera negativa los ciclos foliculares en los ovarios de los
diferentes mamiferos, compitiendo con el estradiol por los ERB, presentes de manera
abundante en las células de la granulosa, lo que disminuye el efecto de los
estrogenos en los foliculos debido a la competencia hacia los receptores a

estrogenos (ER) (Whitten y Patisaul, 2001).

El impacto de la ingesta de dietas con alto contenido de fitoestrégenos en la
agricultura, puede ejemplificarse con lo sucedido en Australia. Rebafios de ovejas
gue fueron alimentados con pastura que contenian trébol rojo vieron afectadas su
capacidad reproductiva de tal forma, que cerca de un millén de ovejas no pudieron
procrear, lo que disminuyé entre 5 a 8% las ganancias brutas al considerar las
pérdidas en inversion, alimentacion, cuidados, e incluso compra de ganado, ademas
de la disminucion en la produccion de lana y la necesidad de comprar e importar

animales (Adams, 1995).

Se sabe que durante muchos afios el pastoreo en ciertos campos de trébol causo
infertilidad en ovinos y bovinos debido a las altas cantidades de formononetina
presente en el trébol que se convierte en daidzeina en el rumen (Bennetts y col.,
1946). Recientemente se ha discutido que los fitoestrogenos contenidos en el trébol

producen alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario a través de su unién a los
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ER en el hipotdlamo (Adams y Martin, 1983). Los fitoestrégenos pueden incluso
afectar la implantacion del blastocisto en ratas debido al efecto que causan en el eje

hipotalamo-hipdfisis-gbnada por la unién a dichos receptores. (Wu y col., 2004).

En los ultimos 50 afios, Leucaena leucocephala ha sido estudiada profundamente en
diversas condiciones edafoclimaticas, generandose tecnologias viables para su
manejo desde la siembra en vivero hasta su explotacion con animales (Garcia,

2008).

Durante los afios setenta y principios de los ochenta, Leucaena leucocephala fue
conocida como el 'arbol milagroso' debido a su éxito mundial como arbol forrajero de
larga vida y altamente nutritivo: asi como, su gran variedad de otros usos. Ademas
del forraje, la leucaena puede proveer lefia, madera, alimento humano, abono verde,
sombra y control de la erosién. Se estima que cubre entre 2 y 5 millones de
hectareas en todo el mundo (Brewbaker y Sorensson 1990). Sin embargo, una mejor
comprension de sus limitaciones, nos ha dado una visiébn mas equilibrada del valor

de esta especie.

Como muchas especies de leguminosas, Leucaena leucocephala cuenta con una
cantidad considerable de proteinas (29.2 %) (Giang y col., 2016), carbohidratos (40.5
%) (Alabi y Alusa, 2006), carotenos, minerales y vitaminas (Machado y col., 1978,
Giang y col., 2016); asi como la presencia de fitoestrogenos como kaempferol,
guercitina, (flavanoles), isorhamnetina y luteolina (flavonas) (Hassan y col., 2014); sin
embargo se ha comprobado que tiene efectos negativos en el ganado pues provoca

alteraciones en la reproduccion; ademas; tienen un uso antifertilidad en la medicina
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tradicional (Burawat y col., 2016). En los bovinos que son alimentados con esta
planta, provoca baja tasa de concepcidon y poca motilidad de los espermatozoides
(Akingbade y col., 2002); en cabras y cerdos se han reportado abortos espontaneos
(Sastry y Singh, 2008; Panter y Stegelmeier, 2011), en conejos se ha observado un
decremento en la motilidad y la concentracion de espermatozoides (Herbert y col.,
2005) y en ratas macho provoca una disminucién del libido e infertilidad, atrofia
seminiforme (Burawat y col., 2016), asi como, fetos muertos y reabsorcion fetal
(Joshi, 1968). Los humanos utilizan como anticonceptivo y abortivo (Aderibigbe y
col., 2011), por lo que se sugiere que Leucaena leucocephala causa un efecto similar

al de los fitoestrégenos (Retana-Marquez y col., 2016).

Por lo anterior, es de suma importancia cuantificar los efectos que provoca Leucaena
leucocephala en el sistema reproductor de animales, debido a su utilizacion como
forraje. De esta manera se podra evaluar si sus efectos son perjudiciales o0 no en la

reproduccién de los organismos que sean alimentados con esta planta.
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3. Planteamiento del problema

La actividad reproductiva en algunos animales, como es el caso de los rumiantes, es
influenciada en parte por el tipo de dieta que ingieren, debido a la cantidad de
fitoestrégenos presentes en las plantas forrajeras y se sabe que la dieta esta
fuertemente asociada con la reproduccién. Con base en estas dos premisas, el tipo
de forraje consumido es importante para la fisiologia reproductiva de los animales

domeésticos.

Justificacion

En la actualidad Leucaena leucocephala se utiliza como forraje para el ganado a
nivel mundial, debido a su alto contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos y
minerales. Sin embargo, dado que contiene varios fitoestrogenos esta leguminosa
genera reacciones que afectan diferentes parametros reproductivos, lo que la hace

importante para estudio en la fisiologia reproductiva de los animales.

Luego entonces para poder dar un paso adelante sobre el efecto que genera el
extracto de Leucaena en parametros reproductivos, el presente trabajo utilizé a la

rata hembra como modelo biolégico
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4. Pregunta de investigacion

¢ Qué efecto tiene la administracion del extracto crudo de Leucaena leucocephala en

la conducta de apareamiento o receptividad sexual y en algunos aspectos de la

reproduccién de la rata hembra?

5. Hipoétesis

La administracion del extracto crudo de Leucaena leucocephala causara en la
rata hembra intacta disminucion en la receptividad al macho, en el ciclo estral,
en el grosor del epitelio uterino y vaginal y en los niveles circulantes de
estradiol y progesterona.

La administracion del extracto crudo de Leucaena leucocephala en ratas
hembras ovariectomizadas tendra efectos estrogenizantes en la conducta
copulatoria, en el ciclo estral, en el grosor del epitelio uterino y vaginal y

aumento en los niveles circulantes de estradiol y progesterona.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Determinar los cambios que ocurren en algunos parametros reproductivos de

la rata hembra por efecto del extracto de Leucaena leucocephala.

6.2. Objetivos especificos

Evaluar las alteraciones en la conducta sexual de la rata hembra por el efecto
del extracto de Leucaena leucocephala.

Evaluar los cambios que ocurren en algunos parametros reproductivos de la
rata hembra por efecto de la daidzeina y del extracto de Leucaena
leucocephala.

Comparar los efectos del extracto de Leucaena leucocephala con los de la
daidzeina y el estradiol provocados sobre algunos aspectos reproductivos de

la rata hembra.
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7. Materiales y Métodos
1.1. Materiales

1.1.1. Material biol6gico

Todos los procedimientos experimentales utilizados en este estudio fueron
aprobados por la Comision de ética de la Universidad Autbnoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa de acuerdo con la Ley de Proteccion a los Animales del Distrito
Federal y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

El efecto biologico del extracto de Leucaena leucocephala se analizé en ratas (Rattus
norvegicus) hembra adultas jovenes de la cepa Wistar, de dos meses y medio
(intactas) y 3 meses y medio (ovariectomizadas) de edad, con peso corporal entre
200 y 250 g. Estas se mantuvieron en cajas de acrilico con dimensiones de
50x30x20 cm, 6 animales por caja. Las ratas se obtuvieron del bioterio de la
Universidad Autébnoma Metropolitana, Unidad lztapalapa, y se mantuvieron en un
cuarto de bioterio con un ciclo invertido de luz-oscuridad (12:12, la luz se apaga a las
10:00 horas) y temperatura controlada (23+1°C). El alimento y el agua estuvieron

disponibles ad libitum.

1.2. Disefio experimental

Los efectos del extracto de Leucaena leucocephala y de daidzeina se probaron en
dos condiciones fisiol6gicas: en hembras intactas y en hembras ovariectomizadas

(OVX). Para ellos, el grupo de:
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animales se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos (n=6 por
grupo): 1) Intactas/vehiculo (control negativo), con administracion de aceite de
cartamo (0.5 ml); 2) Intactas/extracto de leucaena, con administracién de extracto
concentrado de leucaena (4 g/Kg en 0.55 ml de aceite); 3) Intactas/daidzeina, con
administracion de daidzeina (1.6 mg/Kg, en 0.5 ml de solucién); 4) Intactas/estradiol
(control positivo), con administraciéon de Estradiol (40 ug/Kg, en 0.5 ml de aceite); 5)
OVXl/vehiculo, con administracion de aceite de cartamo (0.5 ml); 6) OVX/extracto de
leucaena, con administracion de extracto concentrado de leucaena (4 g/Kg en 0.55
ml de aceite); 7) OVX/daidzeina, con administracion de daidzeina (1.6 mg/Kg, en 0.5
ml de aceite); 8) OVX/estradiol, con administracion de Estradiol (40 pg/Kg, en 0.5 ml
de aceite). Las dosis del extracto fueron elegidas comparadas con el consumo de
forraje del ganado por kilogramo de peso y las de Estradiol y Daidzeina por las
evidencias del efecto que se han tenido en el laboratorio de investigacién de este

proyecto (ver figura. 4).

Se utilizaron hembras ovariectomizadas para conocer el efecto que los fitoestrégenos
tienen en ausencia de hormonas sexuales femeninas enddgenas, es decir, el efecto

puro del extracto.

Las ratas se habituaron durante 15 dias. Los tratamientos fueron administrados por
via subcutanea durante 30 dias, al mismo tiempo, se realizaron frotis vaginales
diariamente y se evalud la conducta sexual femenina (proceptividad y receptividad)
cada 5 dias. Al finalizar los 30 dias, las ratas recibieron la eutanasia con una

sobredosis de pentobarbital sodico e inmediatamente se colectaron 3 mL de sangre
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para la cuantificacion de estrogenos y progesterona y posteriormente se colectaron

los 6rganos reproductivos para su evaluacion histologica.

Figura 4.- Diagrama de organizacion de los grupos experimentales. Se muestran los

ocho grupos experimentales con las especificaciones para cada uno de los

tratamientos. El nUmero entre paréntesis es el nimero de grupo, con administracion

de aceite (c/adm de aceite).

-

Cuantificacion de

estradiol i

Figura 5.- Desarrollo
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8.2.1 Extracto de Leucaena.

Las hojas de Leucaena leucocephala fueron colectadas en la Universidad Auténoma
Antonio Narro en Torredn, Coahuila en las coordenadas 25° 33’ 16" N, 103° 22’ 24”

W en el mes de junio, antes de la época de lluvia.

La para la obtencion del extracto crudo de L. leucocephala las hojas del arbusto
fueron secadas en horno a 60°C por un periodo de 24 horas, al finalizar se molieron.
Enseguida se prepar6 un extracto total hasta agotamiento en extractores de tipo
Soxhlet marca Kimax con etanol absoluto. El etanol se evapord por destilacion a 78-
87°C por medio de un rotavapor. Del peso total hUumedo (1354.14 g) se obtuvo un
volumen de 945 mL, la relacion peso volumen obtenido fue de 1 g de hojas humedas

es igual a 0.697 mL de extracto.
8.2.2 Ovariectomia bilateral.

Las ratas fueron ovariectomizadas de acuerdo al método descrito por Retana-
Marquez y col, 2012, para ello las ratas fueron anestesiadas con ketamina (0.9 mg/g
de peso corporal). Se realizaron incisiones en los costados de las ratas para localizar
y extirpar cada uno de los ovarios. Este procedimiento se efectué a los 2 meses y
medio de edad; se les dej6 recuperar por dos meses, un periodo suficiente para

asegurar gque los niveles de hormonas ovaricas estuvieran totalmente depletados.
8.2.3 Citologia vaginal y ciclo estral.
Se realizaron frotis vaginales para evaluar el ciclo estral de las ratas. Se utilizd un

asa bacteriolégica de metal previamente embebida en solucién salina al 0.9% (NaCl
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0.9%), la cual se introdujo en la vagina de las hembras para obtener células
epiteliales. Las muestras obtenidas se colocaron en un portaobjetos para su tincién
en hematoxilina-eosina y posteriormente observados a través de un microscopio
Optico (Olympus CX41) para ser evaluados de acuerdo al método descrito por
Retana-Méarquez y col, 2012. Los frotis vaginales se obtuvieron una hora antes del
inicio de la fase oscura. Se identificaron las diferentes etapas del ciclo estral de
acuerdo con la citologia vaginal observada como proestro (presencia de células
nucleadas), estro (presencia de células cornificadas), metaestro (presencia de

células cornificadas y leucocitos) y diestro (presencia de leucocitos).
8.2.4 Pruebas de conducta sexual femenina.

La conducta sexual femenina se evalué mediante la prueba de Lehman y Erskine,
2004 en un redondel (40x40x50cm) utilizando machos sexualmente expertos (n=30).
Los machos se alternaron durante los dias de prueba. Las pruebas se realizaron
durante las primeras tres horas de la fase oscura y con luz roja. En cada prueba se
evalud la proceptividad caracterizada por movimiento rapidos de orejas, saltos y
caminatas répidas, y la receptividad por presencia de dorsiflexion. La receptividad de
cada hembra se determind mediante el cociente lord6tico [LQ= (numero de
lordosis/10 montas) x 100]. La intensidad de la lordosis (grado de dorsiflexion) se
basé en el grado de dorsiflexion espinal y el grado en que la cabeza se alinea en un
plano vertical, de acuerdo con la siguiente escala: (0) sin dorsiflexion; (1) ligera

dorsiflexion y ligero movimiento vertical de la cabeza; (2) dorsiflexion moderada

33



acoplada con el movimiento vertical de la cabeza; (3) dorsiflexion extrema acoplada

al movimiento vertical de la cabeza (figura 5).

La proceptividad en la hembra se evalu6 determinando la incidencia de saltos,
movimientos rapidos y agitacion de las orejas. Se considera que una hembra esta
receptiva si presenta dos de estas conductas durante el periodo de prueba. La

conducta sexual femenina fue evaluada los dias 5, 10, 15, 20, 25 y 30 de tratamiento.

Figura 6.- Representaciones fotograficas de la escala de reflejos de lordosis utilizada
en rata Long-Evans. Los numeros indican intensidad de clasificacion de lordosis en

una escala de 0-3 (modificado de Lehman y Erskine, 2004)

8.2.5 Pesos ovaricos y uterinos.

Al finalizar los 30 dias las hembras fueron sometidas a eutanasia mediante una
sobredosis letal de pentobarbital sédico (60 mg/kg) administrado por via
intraperitoneal al final del estudio. Los ovarios y el utero fueron extraidos y el tejido
conectivo y la grasa fueron removidos antes del registro del peso humedo de los

organos.
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8.2.6 Analisis morfolégico

Los ovarios, los Gteros y las vaginas de las hembras de cada grupo se fijaron en
paraformaldehido al 4 % (Sigma-Aldrich, USA) y se mantuvieron en refrigeracion
durante 24 horas, posteriormente se lavaron con buffer de fosfatos 0.1 M (PBS) pH
7.4 por 24 h. para eliminar el fijador, luego se colocaron en alcohol al 70 % durante
24hrs y posteriormente se procedid a la deshidratacion de los tejidos donde se
colocaron en una serie alcoholes y xilenos en grados ascendentes. Los tejidos fueron
deshidratados, procesados e incluidos en parafina Leica utilizando un procesador de
tejidos automatico (Microtomo Microm HM325). Se obtuvieron cortes transversales,
no seriados, de 5 ym de grosor de utero y vagina. Las secciones fueron montadas
con Ryuter para inmovilizar y fijar el corte en el portaobjetos, posteriormente se
colocaron en una estufa a 38 °C para inmovilizar los tejidos. Los cortes de
desparafinaron con xilenos y alcohol para finalmente ser tefiidos con hematoxilina
eosina (H-E) para su andlisis histolégico con microscopia de luz. Se evaluaran las
glandulas y el epitelio uterino, los foliculos y cuerpos lateos en los ovarios, asi como

el epitelio vaginal.

Los cortes tefiidos con H-E se utilizaron para las mediciones del epitelio vaginal y
uterino. Se seleccionaron laminillas de cortes de vagina y utero en proestro y diestro,
por grupo experimental. Posteriormente se colocaron las laminillas al microscopio
optico (Microscope Camera) para su medicion con el software AmScope 3.7 en el

computador, se seleccioné la altura del epitelio vaginal y uterino de treinta sitios
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diferentes por cada corte evaluado. El aumento utilizado en el microscopio para cada

analisis fue de 400X.

8.2.7 Evaluacion hormonal

Se obtuvieron 3 ml de sangre por puncion cardiaca de cada animal antes de
someterlo a eutanasia. Las muestras de sangre se centrifugaron a 1500 g por 30
minutos para obtener el suero y se mantuvieron a -20 °C hasta su evaluacion por

ELISA.

Se cuantificd la concentracion de estradiol y progesterona en el suero de las
hembras en cada etapa del ciclo estral. Para ambas hormonas se utilizé el estuche
comercial de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) con un Kit comercial EIA-
2693 para estradiol y EIA-1561 para progesterona siguiendo las indicaciones del
fabricante. La técnica de ELISA es una técnica inmunolégica, que se caracteriza por
el empleo de marcadores enzimaticos para la deteccién de las reacciones antigeno-
anticuerpo. En la técnica uno de los elementos de la reaccién antigeno-anticuerpo se
fija a una fase solida generalmente en placas de poliestireno, polivinilo, polipropileno
0 nylon, esta fase sélida permite la adsorcion pasiva del antigeno o el anticuerpo
segun sea el caso, y posteriormente se realiza la eliminacion de los compuestos
libres mediante lavados. La interaccidon antigeno-anticuerpo posteriormente se
detecta mediante la reaccion colorimétrica producida por una enzima conjugada (al

antigeno o al anticuerpo segun el caso) al degradar el sustrato correspondiente. La
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medida de la absorbancia en los pocillos de la placa de ELISA, permite cuantificar la

reaccién inmunoldgica.

Posteriormente se determind la cantidad de dichas hormonas por medio de un

espectrofotometro Epoch BioTek a una longitud de onda de 450 nm.

8.2.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con la prueba de Levene para evaluar su
normalidad. Los epitelios uterino y vaginal, el nUmero de ciclos estrales, el cociente
lordético, la intensidad de la lordosis, los pesos, porcentajes de ciclos normales y
anormales, asi como el porcentaje de hembras que presenten lordosis se analizaron
mediante ANOVA de una via, con las y los tratamientos como factor; en caso de
significancia en la ANOVA se les aplicO la prueba post hoc de Newman Keuls para
determinar las diferencias entre grupos. Las concentraciones séricas de estradiol y
progesterona se analizaron por una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis seguida de
una prueba de Dunn. Todos datos se analizaron con el programa estadistico

GraphPad Prism 5.
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9 Resultados

9.1Hembras intactas
9.1.1 Progresiones de ciclos estrales
Los ciclos estrales los grupos con extracto o daidzeina se observaron alterados en
comparacion con el grupo control, el cual se mantuvo la ciclicidad estral. Asimismo,
las hembras gonado-intactas tratadas con estradiol no mostraron ciclicidad y

permanecieron en estro desde los primeros dias de tratamiento.

Extracto de Leucaena
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Figura 7.- Ciclos estrales representativos de los diferentes tratamientos en hembras

gonado-intactas. A: Vehiculo, se observa la progresion de los ciclos normales

(proestro, estro, metaestro y diestro), B y C: Extracto de Leucaena y Daidzeina,

38



existen proestros continuos y conforme el tratamiento avanza los diestros

desaparecen y D: estradiol, se observa la perdida de la ciclicidad estral.

9.1.2 Conducta sexual femenina
En los dias 5, 10, 15, 20, 25 y 30 en que se evalud la conducta sexual, se observo
gue el extracto de Leucaena y la daidzeina provocaron una disminucion significativa

en todos los parametros de la conducta sexual comparados con el grupo control.
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Figura 8.- Conducta sexual en hembras intactas durante los dias 5, 10, 15, 20, 25y

30 de tratamiento. A: porcentaje de proceptividad, B: porcentaje receptividad, C:
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cociente lordético y D: intensidad de lordosis. Se observa disminucion de los
parametros conductuales en los grupos del extracto y de daidzeina comparados con
el grupo control. Los datos se muestran como media + error estandar (X + E.E.M), n=
25, por ANOVA de una via y post-hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados

con el grupo control.

9.1.3 Niveles hormonales

Los niveles hormonales de estradiol (figura 9) no presentaron diferencias
significativas independientemente de la fase del ciclo estral en la que se encontraban
a excepcion del grupo estradiol donde esta hormona aumentd. Para los niveles
hormonales de progesterona (figura 10) se observé que en la etapa de proestro
disminuyo6 la secrecion sérica de esta hormona para los grupos de Leucaena y
daidzeina, en el estro solo disminuy6 en el grupo de daidzeina y el diestro aumenté
para este mismo grupo. Durante el metaestro no se observé ningin cambio en
ningln grupo y para el grupo estradiol la hormona se encuentra sumamente

disminuida.
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Figura 9.- Concentracion sérica de estradiol (pg/mL) en hembras intactas en cada
etapa del ciclo estral. Se observa un aumento de esta hormona Unicamente en el
grupo estradiol comparados con el grupo control. Los datos se muestran como X +
E.E.M. n= 5, prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de

Dunn, * p < 0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 10.- Concentracion sérica de progesterona (ng/mL) en hembras intactas en
cada etapa del ciclo estral. En los grupos de Leucaena y daidzeina esta hormona
disminuy6 en la etapa de proestro, asi como en la etapa de estro en el grupo
daidzeina y un aumento en la etapa de diestro en el mismo grupo. En la etapa de
metaestro no se observaron diferencias significativas en ningun grupo. Los datos se
muestran como X + E.E.M. n= 4. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida

de una prueba de Dunn, *, ** p < 0.05 comparados con el grupo control.
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9.1.4 Pesos

Los grupos de Leucaena, daidzeina y estradiol presentaron disminucién en el peso
corporal comparado con el grupo control durante el proestro y el diestro (figura 11).
Los pesos ovaricos durante el proestro y diestro no mostraron diferencias entre los
grupos; soélo se observd disminucion en el peso ovarico del grupo con estradiol
(figura 12). Los pesos vaginales fueron mayores en los grupos de daidzeina y de
estradiol durante el proestro comparados con el grupo control y ninguna diferencia
durante el diestro (figura 13). Los pesos uterinos no presentaron diferencias

significativas en ninguna de las dos etapas (figura 14).
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Figura 11.- Pesos corporales de hembras intactas durante el proestro y el diestro. En
todos los grupos experimentales los pesos fueron menores en comparacion con el
control. Los datos se muestran como X + E.E.M, n= 25, por ANOVA de una via y

post-hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 12.- Pesos ovaricos de hembras intactas. El grupo estradiol presento
disminucién en el peso ovarico comparado con todos los demas grupos. Los datos se
muestran como X + E.E.M, n= 25, por ANOVA de una via y post-hoc de Newman-

Keuls. * p < 0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 13.- Pesos vaginales de hembras intactas. Los grupos de daidzeina y de
estradiol tuvieron pesos vaginales mayores comparados con el grupo control.
Durante el diestro no se observaron diferencias significativas. Los datos se muestran
como X + E.E.M, n= 25, por ANOVA de una via y post-hoc de Newman-Keuls. * p <

0.05 comparados con el grupo control.
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Pesos uterinos proestro Pesos uterinos diestro
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Figura 14.- Pesos uterinos de hembras intactas. No se observan diferencias
significativas en ninguna de las dos etapas del ciclo estral. Los datos se muestran

como X = E.E.M, n= 25, por ANOVA de una via.
9.1.5 Epitelios vaginales

Los epitelios vaginales en hembras intactas presentaron aumentos considerables
comparados con el grupo control durante las etapas de proestro y diestro, pero en
cuanto a el grupo estradiol. Los epitelios vaginales en los grupos control, Leucaena y
daidzeina fueron menores que en las hembras tratadas con estradiol (figura 15). En
las fotomicrografias se observan los epitelios de los tratamientos durante las etapas

de proestro y diestro, respectivamente (figuras 16 y 17).
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Figura 15.- Grosor de los epitelios vaginales de hembras intactas. Durante la etapa
de proestro, los grupos de Leucaena, daidzeina y estradiol aumentaron comparados
con el grupo vehiculo. Los epitelios vaginales de las ratas con estradiol presentaron
el mayor aumento. Durante la etapa de diestro, Leucaena y daidzeina aumentaron
comparados con el grupo vehiculo. Los datos se muestran como X = E.E.M, n= 25,
por ANOVA de una via y post-hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con el

grupo control, @ p < 0.05 comparados con el grupo estradiol.
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Figura 16.- Fotomicrografias de cortes histolégicos de epitelios vaginales de hembras
intactas en proestro, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. tratadas con A: Vehiculo, B:
Leucaena, C: Daidzeina y D: Estradiol. La linea acotada muestra el tamafio del

epitelio vaginal.
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Figura 17.- Fotomicrografias de cortes histolégicos de epitelios vaginales de hembras
intactas en diestro, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. tratadas con A: Vehiculo, B:

Leucaenay C: Daidzeina. La linea acotada muestra el tamafio del epitelio vaginal.
9.1.6 Epitelios uterinos

Los epitelios uterinos analizados durante las etapas de proestro no presentaron
diferencias significativas a excepcion del grupo estradiol que aumentd comparado
con los demas grupos. Durante la etapa de diestro los epitelios no mostraron
cambios significativos en ningun tratamiento. En las fotomicrografias se observan los
epitelios de los tratamientos durante las etapas de proestro y diestro,

respectivamente (figuras 19 y 20).
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Figura 18.- Espesor de los epitelios uterinos en hembras intactas. Solamente hubo

aumento del grosor epitelial uterino en el grupo con estradiol. Durante la etapa de

diestro, los grupos no presentaron diferencias significativas. Los datos se muestran

como X = E.E.M, n= 25, por ANOVA de una via y post-hoc de Newman-Keuls. * p <

0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 19.- Fotomicrografias de cortes histolégicos de epitelios y musculos uterinos
de hembras intactas en proestro, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. tratadas con A:

Vehiculo, B: Leucaena, C: Daidzeina y D: Estradiol. La linea acotada muestra el

tamafio del epitelio vaginal.
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Figura 20.- Fotomicrografias de cortes histolégicos de epitelios y musculos uterinos
de hembras intactas en diestro, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. tratadas con A:
Vehiculo, B: Leucaena y C: Daidzeina. La linea acotada muestra el tamafio del

epitelio vaginal.

9.3Hembras ovariectomizadas

9.3.1 Progresiones de los ciclos estrales

El epitelio vaginal de las hembras ovariectomizadas durante 30 dias de tratamiento
gue fueron analizados presentaron: en el grupo vehiculo, abundantes leucocitos lo
gue se podria considerar como un diestro continuo, el grupo tratado con el extracto
de Leucaena leucocephala y daidzeina, se observaron escasas células cornificadas y

leucocitos por lo que se consider6 como etapa de metaestro, y el grupo estradiol se
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observaron abundantes células cornificadas desde los primeros dias de tratamiento,

por lo que se consideré como estro continuo (Figura 21).
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Figura 21.- Progresiones representativas de la citologia de los epitelios vaginales
para los diferentes grupos de tratamientos en hembras ovariectomizadas. A:
Vehiculo, se observa un diestro continuo, B y C: Extracto de Leucaena y Daidzeina,

existen metaestros y D: estradiol, se observa estro continuo.
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9.3.2 Parametros de la conducta sexual

Durante los dias 5, 10, 15, 25 y 30 en que se evaluo la conducta sexual en hembras

ovariectomizadas, se observo que el extracto y la daidzeina generaron la presencia

de conducta lordética, asi como cierto grado de intensidad de lordosis. El estradiol

provocdé un aumento significativo en la receptividad, el cociente lordético y la

intensidad de lordosis comparados con el grupo control que no presentd ninguna

evidencia de conducta sexual.
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Figura. 22.- Promedio de los pardmetros de la conducta sexual en hembras
ovariectomizadas durante los dias 5, 10, 15, 20, 25 y 30 de tratamiento. A: porcentaje
de proceptividad, B: porcentaje receptividad, C: cociente lordético y D: intensidad de
lordosis. Se observan evidencias de conducta sexual en los grupos de Leucaena y
daidzeina. Los parametros conductuales fueron maximos en el grupo estradiol. Los
datos se muestran como la media + el error estdndar (X £ E.E.M), n= 6, por ANOVA
de una via y post-hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con el grupo control.

@ p < 0.05 comparados con el grupo estradiol.

9.3.3 Niveles hormonales
Los niveles séricos de estradiol que se observaron en los diferentes tratamientos
mostraron un aumento en el grupo de Leucaena y daidzeina comparados con el
grupo vehiculo; el grupo con estradiol presentd los mayores niveles de estradiol

comparado con los demas grupos (figura 23).
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En el caso de progesterona, no se observaron cambios significativos en ninguno de

los tratamientos (figura 24).
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Figura 23.- Concentracién sérica de estradiol (pg/mL) en hembras ovariectomizadas.

Se observa un aumento en el grupo Leucaena y daidzeina comparados con el grupo
control y el grupo estradiol es mayor que todos los deméas grupos. Los datos se
muestran como X + E.E.M. n= 25. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida
de una prueba de Dunn, * p < 0.05 comparados con el grupo control. @ p < 0.05

comparados con todos los grupos.
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Figura 24.- Concentracibn sérica de progesterona (ng/mL) en hembras

ovariectomizadas. No se observaron niveles elevados ni diferencias significativas
entre los grupos experimentales. Los datos se muestran como X + E.E.M. n= 25.

Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
9.3.4 Pesos

Los pesos corporales de las hembras ovariectomizadas se vieron disminuidos en los
grupos de Leucaena y de estradiol comparados con el grupo control (figura 25). En el
caso de los pesos vaginales, los grupos de hembras tratadas con daidzeina o con
estradiol mostraron aumentos significativos comparados con el grupo control; el
grupo estradiol present6 los mayores pesos vaginales (figura 26). Con respecto a los
pesos uterinos, soOlo en el grupo estradiol se observdé aumento significativo

comparado con los demas tratamientos (figura 27).
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Figura 25.- Pesos corporales de hembras ovariectomizadas. Los grupos Leucaena y

estradiol presentaron menores pesos comparados con el grupo control. Los datos se

muestran como X =+ E.E.M, n= 25. ANOVA de una via y post-hoc de Newman-Keuls.

* p < 0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 26.- Pesos vaginales de hembras ovariectomizadas. Los grupos de daidzeina
y estradiol mostraron mayores pesos en comparacion con el grupo vehiculo. Los
datos se muestran como X + E.E.M, n= 25. ANOVA de una via y post-hoc de

Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con el grupo control.
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Figura 27.- Pesos uterinos de hembras ovariectomizadas. Solamente las hembras
del grupo con estradiol presentaron aumento en el epitelio uterino. Los datos se

muestran como media + E.E.M. * p < 0.05 comparados con todos los demas grupos.
9.3.5 Epitelios vaginales

Los epitelios vaginales se observaron sumamente adelgazados en los grupos
Vehiculo, Leucaena y daidzeina, a diferencia del grupo con estradiol. Sin embargo,
en los grupos con Leucaena y con daidzeina se observaron aumentos significativos
comparado con el grupo vehiculo (figura 28). Las fotomicrografias demuestran los

diferentes grosores de los epitelios para los diferentes tratamientos (figura 29).
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Figura 28.- Espesor de los epitelios vaginales de hembras ovariectomizadas de cada
tratamiento. Los epitelios vaginales fueron mayores en las hembras tratadas con
Leucaena y con daidzeina, comparados con el grupo vehiculo. En el grupo tratado
con estradiol, el grosor del epitelio vaginal fue mayor comparado con todos los
demas grupos. Los datos se muestran como X + E.E.M. n= 25. ANOVA de una viay
post-hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con el grupo control. @ p < 0.05

comparados con todos los grupos
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Figura 29.- Fotomicrografias de cortes histolégicos de epitelios vaginales de hembras

ovariectomizadas, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. A: Vehiculo, B: Leucaena, C:

Daidzeina y D: Estradiol. La linea acotada muestra el tamafio del epitelio vaginal.
9.3.6 Epitelios uterinos

Los epitelios uterinos fueron similares en los grupos vehiculo, leucaena y daidzeina.
Solo en el grupo con estradiol se observd un considerable aumento en el epitelio
uterino. (figura 31). En las fotomicrografias se demuestran los grosores de los

epitelios uterinos de los distintos tratamientos (figura 32).
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Figura 30.- Espesor de los epitelios uterinos de hembras ovariectomizadas para cada

tratamiento. El tratamiento con estradiol mostré6 el mayor aumento en el epitelio
uterino. Los datos se muestran como X + E.E.M. n= 25. ANOVA de una via y post-

hoc de Newman-Keuls. * p < 0.05 comparados con todos los grupos.

T S i D
Figura 31.- Fotomicrografias de cortes histologicos de epitelios uterinos de hembras

ovariectomizadas, técnica. Hematoxilina-Eosina. 40x. tratadas con A: Vehiculo, B:
Leucaena, C: Daidzeina y D: Estradiol. La linea acotada muestra el tamafio del

epitelio vaginal.
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10 Discusién

Los resultados del presente trabajo muestran que el extracto de Leucaena
leucocephala es capaz de modificar la conducta sexual y los parametros
reproductivos en ratas hembra intactas y ovariectomizadas de forma similar a los

efectos reportados por el fitoestrégeno daidzeina.

10.1 Hembras intactas

10.1.1 Progresion del ciclo estral

El extracto de Leucaena leucocephala caus6 proestros repetidos, lo que alter6 la
progresion del ciclo estral y disminuy6 el nimero de ciclos en el mismo periodo de
tiempo. Estos efectos pueden atribuirse a los fitoestrégenos presentes en el extracto,
ya que la daidzeina caus6 el mismo efecto, de manera similar a lo reportado
anteriormente para los fitoestrogenos (Kouki y col., 2003; Henry y Wit, 2002). Estos

datos indican el efecto estrogénico que el extracto tiene en el epitelio vaginal.

Los compuestos con alto contenido en fitoestrogenos pueden provocar alteraciones
sobre el eje reproductivo tales como disminuir el control de las neuronas
Kisspeptinérgicas y de las neuronas GnRH, ejerciendo una retroalimentacion
negativa a nivel hipotalamico, causando asi menor secrecion de GnRH y con ello la
disminucién en la secrecion de gonadotropinas (Whitten y col., 2002), alterando asi la
ciclicidad estral (Retana-Marquez y col., 2016). Los fitoestrogenos pueden causar
menor liberacion de gonadotropinas (Whitten y col., 2002), lo que puede llevar a la

disminucién de la esteroidogénesis. Ademas, los fitoestrogenos inhibir a las enzimas
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esteroidogénicas y provoca disminucién en los niveles circulantes de estradiol lo que
causaria una retroalimentacién negativa en lugar de la retroalimentacion positiva en
el hipotalamo (Retana-Méarquez y col., 2016). Sin embargo; en este estudio no se
evaluaron los niveles séricos de FSH, LH por lo que no se puede confirmar que

dichas alteraciones sean provocadas por los fitoestrogenos.

El efecto del extracto de Leucaena en la vagina fue similar al generado tanto por la
daidzeina como por el estradiol, lo que indica un efecto estrogénico del extracto. La
vagina presenta receptores para estrogenos tipo alfa y beta, y los fitoestrogenos
pueden unirse a ambos tipos de receptores, aunque con una afinidad 30 veces
mayor para los beta que por los alfa (Goldberg y col., 1996, Navarro, 2005). La union
a estos receptores puede explicar los efectos estrogénicos observados en el epitelio
vaginal de las hembras tratadas con el extracto o la daidzeina. En el caso de las
ratas tratadas con estradiol, dado que esta hormona es la responsable de la
proliferacion y queratinizacion del epitelio vaginal (Bertin y col., 2014), la
administracion de la hormona exégena, la cual se une a ambos tipos de receptores,

provoco estro continuo, con la pérdida de la ciclicidad

Las alteraciones que provocaron los tratamientos del extracto de Leucaena y de
daidzeina no solo fueron visibles en el epitelio vaginal, sino también en la conducta

sexual, la cual se vio disminuida.
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10.1.2 Conducta sexual

La conducta sexual femenina en la rata, medida por el porcentaje de hembras
proceptivas, el porcentaje de hembras receptivas, el cociente lordético y la intensidad
de lordosis, asi como la ovulacion dependen directamente de las secreciones de los

esteroides sexuales estradiol y progesterona (Mani y Portillo, 2010).

La conducta sexual femenina esta regulada por los receptores alfa para estrogenos y
por los receptores para progesterona, localizados en el nudcleo ventromedial del
hipotalamo (Krege y col., 1998). De esta manera, tanto el estradiol como la
progesterona son los responsables de la regulacion del comportamiento sexual
femenino, principalmente a través de los receptores beta (Goldberg y col, 1996,
Navarro, 2005). Los fitoestrégenos son capaces de inhibir la expresién de genes que
codifican para los receptores para estrogenos alfa y beta en el hipotalamo,
generando asi un efecto antiestrogénico que inhibe la conducta femenina
dependiente de estrogenos (Patisaul et al, 2001). Es posible que el extracto de
Leucaena tenga un efecto antiestrogénico en la expresion de RNAm para el receptor
beta para estrogenos, lo que explicaria la disminucién en la receptividad sexual en la

hembra.

Los fitoestrogenos también pueden alterar la concentracion de estrégenos y
progestagenos enddgenos mediante la union o inactivacion de algunas enzimas
esteroidogénicas, tales como la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Ohno y col.,
2003), la aromatasa p450, la 5a-reductasa, la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y

aromatasa (Johnston, 2003), las cuales son responsables de la sintesis de las
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hormonas sexuales, provocando asi que la conducta sea vea reducida por la baja

produccion de dichas hormonas que causoé el extracto de la Leucaena y la daidzeina.

El pico de progesterona en el proestro en ratas es el necesario para que se
despliegue la conducta sexual, especificamente la intensidad de la lordosis (Retana-
Marquez, y col.,, 2016). En el presente trabajo se observé que dicha hormona
disminuyo en esta etapa, lo que indica que la disminucidn en los grupos tratados con
el extracto de la planta y con daidzeina pudieron ser causados por la disminucion de

esta hormona.

10.1.3 Niveles hormonales

A pesar de la disminucion de la conducta sexual femenina los niveles de estradiol en
hembras gonado-intactas no se observaron modificados, lo que significa que ni el
extracto de Leucaena ni la daidzeina disminuyeron la actividad de las enzimas
esteroidogénicas ovaricas. Por lo tanto, los efectos del extracto en la conducta
pueden deberse a efectos antiestrogénicos debidos a la inhibicion de la expresiéon de

los receptores para estrogenos.

La disminucion de la concentracion de progesterona podria deberse a la inhibicién de
enzimas esteroidogénicas como la 3[B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa (Johnston,
2003, Ohno, y col.,, 2003) encargada de sintetizar progesterona a partir de
pregnenolona (Ghosh y col, 2009) en las células foliculares, como se ha demostrado

previamente.
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10.1.4 Pesos

El estradiol inhibe a las hormonas orexigénicas (Neuropéptido Y, Grehlina) las cuales
inducen el apetito en los mamiferos (Michopoulus y Wilson, 2011) disminuyendo asi
el peso corporal en los grupos tratados con el extracto, la daidzeina y el estradiol

tanto en el proestro como en el diestro.

Los pesos ovaricos, uterinos y vaginales no presentaron cambios significativos,
debido posiblemente a que la cantidad de fitoestrogenos en el extracto y la dosis de
daidzeina utilizada es baja, a diferencia de otros estudios donde se han utilizado
dosis altas (1 mg/Kg) de daidzeina en los que se observa disminucion en el peso
ovarico en ratas (Koiki y col., 2003). El tiempo de administracion también es un factor
gue debe considerarse, pues la administracion prolongada, aunado a dosis

demasiado altas causan disminucion del peso ovarico (Rimoldi y col., 2007).

El extracto y la daidzeina, sin embargo, causaron aumentos discretos en el peso

vaginal.
10.1.5 Grosor de epitelios vaginales y uterinos

La Leucaena y la daidzeina generaron un importante incremento en el epitelio
vaginal en comparacion con el grupo vehiculo. Dicho incremento muestra el efecto
estrogenizante del extracto de Leucaena, debido probablemente a la union de los
fitoestrégenos con los receptores para estrégenos en dicho érgano, lo que explicaria

también las alteraciones en el ciclo estral en estas ratas
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El epitelio uterino tiene mayor cantidad de receptores tipo alfa que beta (Zhu, y col.,
2006). Si se considera que los fitoestrégenos tienen mayor afinidad por los
receptores beta que por los alfa, lo que explicaria (Sepulveda y col., 2011) el por qué
no hubo cambios en la altura del epitelio de este 6rgano en ninguna etapa del ciclo
estral. Sin embargo, habria que evaluar el efecto estrogénico del extracto a nivel de
expresion de genes para receptores de progesterona, lo cual demostraria un claro

efecto estrogénico (Cotroneo et al, 2001).

10.2 Hembras ovariectomizadas

Con respecto a las hembras ovariectomizadas, los efectos provocados por el extracto
de Leucaena leucocephala fueron similares a los provocados por el fitoestrégeno

daidzeina y mucho mas suaves comparados con el efecto del estradiol.

Cabe mencionar que la utilizaciébn de hembras ovariectomizadas es para ejemplificar
el efecto que los fitoestrégenos tienen sin la presencia endégena de las hormonas

sexuales femeninas en la vagina, Utero y ovarios.

10.2.1 Epitelio vaginal

Al extirparlos ovarios, la ciclicidad estral se pierde debido a que se elimina la fuente
de hormonas sexuales secretadas por estas glandulas, por lo cual el epitelio vaginal
se adelgaza y no muestra las caracteristicas que definen a cada una de las etapas
gue comprenden el ciclo, permaneciendo continuamente en un estado que se parece

al diestro.
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Los frotis de los grupos tratados con el extracto de la planta y con daidzeina
evidenciaron un ligero engrosamiento y cornificacion del epitelio vaginal, respaldando

la idea de la sensibilidad de este 6rgano a los fitoestrégenos (Rimoldi y col., 2007).

En el caso de las hembras ovariectomizadas tratadas con estradiol, éstas presentan
un estro continuo debido al suministro constante de la hormona exdgena, la cual
provoca una clara proliferacion y cornificacion del epitelio vaginal (Gomez-Chang y

col., 2012).
10.2.2 Conducta sexual

En algunas ratas tratadas con el extracto de la planta o con daidzeina se observé
cierto grado de lordosis, lo que significa que, a pesar de su mayor afinidad por los
receptores beta para estradiol, los fitoestrogenos pueden actuar a través de ambos
tipos de receptores, favoreciendo la expresiéon de la conducta femenina (Whitten et
al, 2002). Esto significa que, en ausencia de estradiol enddgeno, los fitoestrogenos
se comportan como agonistas débiles y que en presencia de estrégenos enddgenos
se comportan como antagonistas estrogénicos por los receptores en los 6rganos
diana (Navarro, 2005). Estos resultados son similares a los obtenidos en el
laboratorio, donde se trataron ratas ovariectomizadas con las mismas dosis de
daidzeina (1.6 mg/Kg) y con la leguminosa Prosopis sp. y también se observaron

conductas receptivas.
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10.2.3 Pesos

Como ya se mencion0, el estradiol tiene un efecto inhibidor de los péptidos
orexigénicos. Este efecto es similar en el caso de los fitoestrogenos, ya que, los
pesos corporales en las hembras ovariectomizadas que fueron tratados con extracto
de Leucaena y con daidzeina presentaron menores pesos corporales que las

hembras ovariectomizadas tratadas con el vehiculo.

Los pesos vaginales y uterinos de las hembras tratadas con extracto y con daidzeina
aumentaron, pero solo la daidzeina tuvo un efecto estadisticamente significativo en
vagina. El extracto caus6 un aumento significativo a nivel uterino comparado con el
grupo vehiculo, lo que demuestra que los fitoestrégenos actian como agonistas y
tienen un efecto estrogénico en estos 6rganos en ausencia de estradiol (Navarro,

2005).
10.2.4 Niveles hormonales

Las células de la granulosa de los ovarios son las responsables de la sintesis de
estradiol (Gomez-Chang y col., 2012) y al analizar los niveles séricos de estradiol en
las hembras ovariectomizadas tratadas con el extracto y la daidzeina, el kit para
ELISA detectd niveles bajos de esta hormona, a pesar de la ausencia total de la
hormona. Esto se explica porque el Kit ELISA EIA-2693 de estradiol es policlonal, lo
causa el reconocimiento de alguna zona del fitoestrégeno similar a la del estradiol

como podria ser el anillo fendlico que presentan todos los fitoestrogenos. En
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contraste, dicha hormona no fue detectada en las hembras ovariectomizadas a las

gue solo se les administro el vehiculo.

En el caso de la progesterona, dado que la corteza de la glandula suprarrenal
produce progesterona en una cantidad pequeia (McKay y Cidlowski, 2003) por lo

pudo ser detectada por el kit ELISA en todos los grupos experimentales.

10.2.5 Grosor de epitelios vaginales y uterinos

De la misma manera que en las hembras gonado-intactas los fitoestrogenos tuvieron
un efecto estrogénico claro en el epitelio vaginal provocando un ligero engrosamiento
en comparacion con el grupo con vehiculo. En ausencia del estradiol, los
fitoestrégenos se unen a los receptores para estrogenos, lo que facilita sus efectos

agonistas.

En el epitelio uterino, aunque existen ambos tipos de receptores para estradiol,
predominan los alfa (Navarro, 2005), por lo que el efecto del extracto y de la
daidzeina no fue significativo. En este caso, sin embargo, también habria que evaluar
si se induce la expresion de los genes que codifican para los receptores alfa y beta.
También se debe tomar en cuenta tiempo de exposicion y dosis administrada de los

tratamientos.

El efecto del estradiol es evidente, tanto en la vagina como en el Utero, ya que esta
hormona en la dosis administrada causa grandes efectos en el grosor del epitelio,
comparado con los demds grupos, lo que comprueba que los receptores alfa y beta

tiene una mayor afinidad por su hormona.
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Por ultimo, es necesario que se realicen mayores investigaciones con respecto al
efecto que los extractos con alto contenido de fitoestrégenos provocan en la
reproduccién de los mamiferos, para tener mayores y mejores bases para una dieta
balanceada en animales de corral y en humanos que no tengan un efecto secundario

en la reproduccion.
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11 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajos muestran que el extracto de hojas
de Leucaena leucocephala es capaz de interferir con la fisiologia reproductiva y la
conducta sexual de la rata hembra intacta, reduciendo la conducta sexual y alterando

la progresién del ciclo estral.

En las hembras ovariectomizadas, el extracto de hojas de Leucaena leucocephala

tiene efecto estrogenizante, tanto en la conducta sexual como en el epitelio vaginal.

Los efectos del extracto son similares a los provocados por la daidzeina, pero mucho

menores que los del estradiol.
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