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Resumen

El problema de la sobrepoblacién canina es grave, es necesario mantener bajo control y
vigilancia a los canidos no domiciliados para evitar que deambulen libremente, ya que
pueden ser fuente de agresiones e infecciones hacia el humano, las cuales son de
consecuencias graves. Existen diversos métodos para controlar la sobrepoblacion canina,
el principal es el letal, su uso en muchas sociedades es controversial. Las alternativas de
control de poblaciones se han enfocado al control de su reproduccion ya sea por técnicas
quirdrgicas 0 no quirdrgicas todas tienen en comun el requisito de captura y manejo de los
animales y en ocasiones de tratamientos repetidos. En este trabajo se exploro una
metodologia base de coumestrol (300pg/kg) administrado en el alimento por via oral una
vez por semana durante cuatro semanas para producir esterilidad en los perros machos, se
utilizaron 11 animales sanos los cuales fueron evaluados cada semana en su concentracion
y morfologia espermatica, niveles de testosterona serica y comportamiento sexual al ser
expuesto a secreciones vaginales de hembras en estro, a la quinta semana se evaluaron la
morfometria testicular y la union del coumestrol a receptores estrogénicos. Los resultados
muestran cambios en la concentracion espermatica (p<0.001), alteraciones en la
morfologia espermatica (P<0.001), disminucion de la frecuencia de olfateo de las
secreciones vaginales (P<0.01), disminucion de la frecuencia de marcado de territorio con
orina (P<0.005).Se detectaron receptores estrogénicos en testiculo y la union del
coumestrol a estos por fluorescencia, el epitelio germinal se redujo en espesor y el
diametro de los conductos aferentes se incremento en los animales del grupo tratado con
coumestrol (P<0.01) , los valores de testosterona no mostraron cambios significativos. Se
concluye que el tratamiento con coumestrol en perros induce cambios en el semen,
testiculo y el comportamiento sexual debido al efecto antagonico del coumestrol sobre los

receptores estrogénicos.

PALABRAS CLAVE Coumestrol, sobrepoblacion canina, receptores estrogéenicos,

testiculo, fluorescencia



Abstract

Dog overpopulation is serious problem, is necessary to maintain under control and
monitoring to no domiciliate dogs to avoid that they free roaming dogs, since they can be
source of aggressions and infections towards the human, which are of serious
consequences. Diverse methods exist to control canine overpopulation, the main one is the
lethal, and their use in many societies is controversial. Alternatives of population control
have focused to the control of their reproduction by surgical or no surgical techniques all
have common the requirement of dog capture and handling and repeated treatments. In this
work | explore a coumestrol (300pg/kg) based methodology of administered by oral route
once per week during four weeks to produce sterility in the male dogs. 11 healthy animal
were used which were evaluated every week in their concentration and sperm morphology,
levels of serum testosterone and sexual behavior to exposed being to vaginal secretions of
estrum females, to the fifth week they evaluated testicular morphometry and coumestrol
union to estrogen receptors. The results show changes in sperm concentration (P<0.001),
diminution of the frequency of sniffing of vaginal secretions (P<0.01) and the marked
frequency of territory with urine (P<0.005). Estrogen receptors were detected in testis and
complex coumestrol-estrogen receptor by fluorescence. Germinal epithelium was reduced
in thickness and the diameter of the afferent tubule was increase in the animals of the
group treated with coumestrol (P<0.01), the testosterone values did not show significant
changes.

Treatment with coumestrol in dogs induces changes in the sperm quality, testis
morphology and sexual behavior due to the antagonistic effect of coumestrol on the

estrogen receptors.

KEY WORDS Coumestrol, dog overpopulation, estrogen receptor, testis, fluorescence.



1.0 Introduccion

El perro ha sido un compafriero util al hombre desde la edad mas remota y de hecho a la
fecha se han creado y mejorado las diversas razas, las cuales han sido adaptadas a las
necesidades y gustos del hombre (Blank 1974).

Es necesario mantener bajo control y vigilancia a los canidos no domiciliados, entre otras
cosas para evitar que deambulen por la via pablica o por el campo, debido a que pueden
ser fuente de agresiones o infecciones hacia el humano o producirle lesiones, las cuales en
ocasiones son de consecuencias graves, asi como afectacion de la economia.

A los perros que se mantienen en dichas condiciones los podemos clasificar en tres
diferentes tipos (Slater 2001).

1.- Perros que tienen en apariencia duefio y este les permite deambular libremente por la
calle, o perros que tuvieron alguna vez duefio y se perdieron o simplemente fueron
abandonados por ya no ser deseados como se muestra en el Cuadro 1 (Slater 2001; Scarlet
et al. 1999). En todos los casos son perros que deambulan sin control por las ciudades,
reproduciéndose y pudiendo ocasionar accidentes viales, son animales que pueden 0 no
estar vacunados contra la rabia (Slater 2001).

2.- Perros sin duefio especifico que no son domiciliados: estos son representados por los
perros de la “cuadra”, calle o barrio, todos estos animales tienen diferentes grados de
interaccion con el humano, pueden o no permitir el manejo y presentan diferentes grados
de agresividad, estos perros se reproducen sin control, por lo general no estan vacunados
contra rabia (Slater 2001).

3.- Perros ferales que habitan en zonas suburbanas: los cuales generalmente provienen de
padres ferales, no son sociables con el hombre, se agrupan en manadas siendo
generalmente agresivos con perros de otras manadas y con el hombre, de manera similar
con los anteriores su reproduccion es libre y sin control, no estan vacunados contra rabia
(Slater 2001).

Aunqgue se dice que estos se reproducen y alimentan sin la intervencion del hombre,
también es cierto que estos animales se pueden alimentar de basura, o de animales
silvestres y domésticos que cazan, de fruta y ocasionalmente de carrofia (Green and
Gipson 1994; Butler et al. 2000).



1.1 Problemas asociados a los perros no controlados

La agresion de perros hacia los humanos es un problema de gran relevancia sobre todo por
su impacto desde el punto de vista de salud publica (Manteca 2003).

Se ha visto que las principales causas que generan la agresion son: el miedo a personas
desconocidas, socializacion inadecuada, dolor, aprendizaje, entrenamiento, proteccion
territorial e instintos maternos (Pal 2005; Landsberg 1991).

No es poco frecuente que los duefios de perros lleguen a ser atacados por sus mascotas ya
sea durante el juego o tratando de separarlos durante una pelea (CHIRP 1996). Los perros
que presentan conductas agresivas hacia los miembros de una familia asi como a personas
conocidas son la principal razén por lo que un perro es desechado por su duefio o ser
remitido a consulta con el etélogo veterinario (Guy et al. 2001).

Aun cuando la frecuencia de agresiones es muy alta, la poca notificacion de casos de
personas mordidas en Estados Unidos y México es elevado, esto debido a que Unicamente
los lesionados que requieren atencion hospitalaria reportan la agresion a las autoridades,
siendo estos el menor numero de los agredidos, los demas prefieren atenderse en casa, con
el medico familiar y los que fueron atacados por su propio perro no desean informarlo. Los
nifos son las victimas mas frecuentes de agresiones, como se muestra en la Cuadro 2
(Patronek and Rowan 1995; Sacks et al. 1996).

Ademas del dafo fisico, debe considerarse el impacto psiquico y emocional (De Keuster et
al. 2005; Acha and Cifres 2003) derivado de la propia agresion asi como el sufrimiento y
la ansiedad de las personas mordidas ante el temor de contraer la rabia u otras
enfermedades, es otro aspecto a tomar en consideracién, asi como el dafio econémico por
las horas hombre perdidas en los tratamientos médicos y profilacticos antirrdbicos (Acha
and Cifres 2003).

1.2 Transmision de enfermedades zoonoticas
La estrecha relacion hombre-perro ha permitido que varios de los agentes productores de

enfermedad se transmitan entre ellos.

1.2.1 Rabia

Se han determinado dos ciclos epidemioldgicos, el aéreo en donde el murciélago
hematdfago Desmodus rotundus es el principal transmisor silvestre de la rabia en el
ganado y ocasionalmente al humano, y el terrestre en donde el perro es el principal

transmisor hacia el humano (Loza-Rubio et al. 1999).
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En los Estados Unidos de Norte América se reporta a nivel nacional un incremento del
19% entre los casos de rabia canina presentados del 2002 al 2003 (Krebs et al. 2003).

En México los casos de rabia humana transmitida por perro habian disminuido de manera
constante hasta 2005, sin embargo se incremento en el nimero de casos de rabia canina de
36 notificados en 2004 a 103 en 2005, teniendo como resultado de este incremento 2 casos
de rabia humana en 2006 (Pan American Health Organization 2006).

Es necesario recordar que la importancia de la rabia no radica en el numero reducido de
casos, si no en la letalidad del 100% que tiene (Acha and Cifres 2003).

El estimar los costos en el control la rabia animal es dificil y poco confiable, esto se debe a
que en el control de esta enfermedad fatal intervienen diferentes instancias de gobierno y
privadas (Meltzer and Rupprecht 1998).

Los programas preventivos post exposicion, asi como los de la atencion medica hacia las
personas agredidas son un gasto importante que hay que tener en cuenta, asi como las
medidas de prevencion que inician con la educacion de los habitantes, la vacunacion de los
perros y su esterilizacion (Meltzer and Rupprecht 1998).

Para reducir la incidencia de esta zoonosis, teéricamente se debe de vacunar entre el 60 y
el 70% de los perros para que la diseminacion de la rabia se detenga entre estos animales.
Aun asi la presencia de un alto porcentaje de perros callejeros en donde no es posible la

vacunacion incrementa el riesgo de transmision (Coleman and Dye 1996).

1.2.2 Otras zoonosis

Los perros también son el principal reservorio de la enfermedad zoonotica viceral
denominada Leishmaniasis (Leishmania donovani), la cual es un importante problema de
salud publica en Ameérica tropical (Moreira et al.2004).

El Toxocara canis un ascarido presente en el intestino delgado de los perros es el principal
causante en el humano del sindrome denominado Larva Migrans Visceral y Toxocarosis
ocular (Castillo et al. 2001; Rubel and Wisnivesky 2005). En la Ciudad de México se ha
detectado contaminacion por huevecillos de Toxacara canis en el 14.6% como media de
los suelos estudiados en las delegaciones politicas lztapalapa, Coyoacan, Tlalpan,
Xochimilco, Tlahuac y Milpa Alta (Rubel and Wisnivesky 2005; Martinez-Barbabosa et al
1998).

El perro es considerado la segunda fuente de infeccion hacia el humano de la leptospirosis
principalmente por Leptospira interrogans serotipo canicola e icterohemorragica (Brod et
al 2005; Aslantas et al. 2005).



Ademas de estas se menciona que puede participar en la transmision de hidatidosis
(Echinococus granulosus, E.multilocularis, E.oligarthus, E. Vogeli), sarna zoonotica
( Sarcoptes scabei var canis), brucelosis ( Brucella canis), dermatofitosis

(' Microsporum canis) entre otras mas (Acha and Cifres 2003).

1.3 Medidas de control de la poblacion canina

La elaboracion de estrategias de control de los perros no domiciliados y los ferales
requiere del conocimiento de su distribucion, sus patrones de comportamiento y de
metodologias combinadas para lograr el control con éxito.

La poblacion de perros en Norte América y Europa esta calculada aproximadamente entre
el 9y 14% de la poblacion humana en la zona, en Asia, Africa y Latino América es del
12.5% (Meltzer and Rupprecht 1998).

El control de poblaciones caninas va encaminado a reducir su ndmero y con ello la
posibilidad de agresion al humano, asi como minimizar la posibilidad de contagio de
enfermedades zoonoticas, y la afectacion de la economia por tratamientos preventivos
contra la rabia y por el ataque y muerte por parte de los perros ferales al ganado.

A pesar de que el 63% de los cachorros nacidos en un area mueren por diferentes causas
como accidentes viales y enfermedades infecciosas, el problema de la sobrepoblacion
canina es grave (Pal 2005).

Existen diferentes tipos de control canino, que van desde las técnicas letales, la

esterilizacion quirdrgica, la hormonal la inmunologica y la quimica.

1.3.1 Técnicas letales de control de poblaciones

En México por Norma Oficial Mexicana diversos métodos son utilizados para el control
letal de poblaciones de perros, como lo son la electro insensibilizacion y la sobredosis de
barbitdricos por via endovenosa en perros mayores de 4 meses y en cachorros menores de
esta edad previa tranquilizacion profunda se utiliza la sobre dosis de barbituricos por via
intracardiaca (NOM-033-Z0O0-1995) su uso en muchas sociedades es muy controversial y
no es aceptada por motivos humanitarios, culturales, éticos y religiosos (Meltzer and
Rupprecht 1998).

1.3.1.1 Técnicas letales, su ineficiencia y alternativas no letales de control.
Segun el comité de expertos en rabia de la organizacion Mundial de la Salud (OMS) no se

encontro evidencia que la eliminacion de perros de una zona determinada, afectara la
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densidad poblacional del area, y tampoco impactara la propagacion de la rabia (Meltzer
and Rupprecht 1998; Aslantas et al. 2005).

De la misma manera, los programas de control de la Leishmaniasis en Brasil que incluyen
la eliminacion en masa de los perros seropositivos no han sido suficientes para reducir el
nimero de casos en humanos. Adicionalmente la eliminacion de los animales ha sido
ineficaz debido a que los perros eliminados son rapidamente remplazados por cachorros
susceptibles que nacen y por perros infectados que ocupan el nicho que quedo vacio por la
eliminacion de los perros (Moreira el al 2004;Leney 2002; Courtenay 2002). En
comparacion el tratamiento no letal empleando piretrinas topicas para controlar al vector
ha dado mejores resultados en el control de la leishmaniasis (Reithinger et al. 2001 ). Otro
ejemplo es la eliminacion del 76% de los perros ferales en la zona rural de Australia, la
cual también ha fallado ya que el nimero de estos perros retorno a las cantidades previas al
programa de eliminacion durante el primer afio (Reece 2005).

Debido a la problemaética que representan los perros ferales se han utilizado diferentes
métodos para su control, como lo son los implementos acusticos y visuales, también se
han empleado con éxito en el control zonal de estos perros, los burros (Equus asinus) y
llamas (Llama glama) los cuales son utiles para cuidar al ganado del ataque de perros
ferales. El uso de sustancias quimicas como el methyl nonyl cetona utilizado como
repelente para los perros domésticos se ha utilizado para repeler a perros ferales , asi como
el uso de tdxicos como el M-44 (Cianuro de sodio) y 1080 (monofluoracetato de sodio) en
collares para uso en ganado, los cuales se rompen , intoxican y matan al animal agresor al
momento de que este ataque al animal domestico (Green and Gipson 1994), sin embargo la
alta toxicidad para especies no blanco impide que sea una solucidon ecoldgicamente
aceptable para el control de fauna nociva (Glen and Dickman 2003) y en muchos lugares
esta prohibido o reglamentado su uso.

El empleo de trampas es de utilidad para capturar cachorros y ocasionalmente adultos, uno
de los métodos mas efectivos utilizados en Alaska es el de capturar a un par de animales
previamente identificados con el dafio a fauna doméstica, a los que se les coloca un
radiotransmisor, para después liberarlos y asi poder localizar a la manada para
posteriormente controlar la poblacion (Green and Gipson 1994).

Preservar la salud humana evitando que las enfermedades zoonéticas sean contagiadas y
evitar las agresiones como las mordidas que los perros infieren hacia los humanos, son
una prioridad para los médicos veterinarios, los cuales deben de participar de manera

activa en el control de las poblaciones de perros, de una manera humanitaria.
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Antecedentes

2.0 El control reproductivo en perros

El control de la sobrepoblacion de perros sin duda es un reto en cada area donde este
problema es identificado, siendo la solucion de este diferente en cada locacion debido
principalmente del medio ambiente, idiosincrasia de la poblacion y recursos para llevarla a
cabo, diversos métodos de control poblacional de tipo reproductivo se estan investigando y

puestos en marcha en diferentes partes del mundo (Miller et al. 2003; Wang 2002).

2.1 Esterilizacion quirurgica

La esterilizacién temprana mediante cirugia en perros y gatos se realiza en cachorros antes
de la pubertad la cual se presenta de manera variable en las perras entre los 6 y 24 meses
de edad y en los perros entre los 6 y 12 meses, siendo realizada en las hembras entre los 3
y 6 meses y en los machos antes de los 4 meses de vida, debiendo de tener consideraciones
especiales en el manejo de los tejidos, los cuales son mas delicados comparados con los
tejidos de los perros adultos (Howe 2006 ; Preston and Bloomberg 1995). Este es un
procedimiento definitivo que requiere de instalaciones, equipo y personal capacitado para
realizarlo (Preston and Bloomberg 1995).

De la misma manera la esterilizacion de los adultos requiere técnicas quirdrgicas y
asépticas apropiadas para garantizar buenos resultados de manera permanente (Preston and
Bloomberg 1995).

Las técnicas quirurgicas disponibles para la esterilizacion masiva de perros, requieren del
manejo de los animales y cuidados especiales trans y post operatorios, estas técnicas se

resumen en la Cuadro 3.

2.2 Esterilizacion no quirargica

2.2.1 Hormonas, agonistas y antagonistas

Se ha reportado que la administracion exdgena de hormonas esteroidales, suprime de
manera indirecta la fertilidad, mediante la inhibicion de la secrecién de gonadotropinas
(Kutzler 2006).



2.2.1.1 Derivados de la Progesterona

El acetato de megestrol, se ha utilizado en las hembras como supresor del estro en dosis de
2.2mg/kg de peso durante 8 dias, se han reportado efectos secundarios con la
administracion prolongada de este producto, como lo son incremento de apetito y de peso,
letargica, neoplasias en las glandulas mamarias (Burke and Reynolds 1975).

En machos con dosis de 2 mg/kg de peso durante 7 dias no produce cambios en la calidad
del semen, sin embargo dosis de 4 mg/kg solo induce cambios en la morfologia de origen
epididimario en los espermatozoides (Kutzler 2006).

La medroxiprogesterona (MPA) se utiliza como supresor del celo en las hembras, siendo
su uso limitado por los efectos secundarios que produce como supresion adreno cortical y
lesiones uterinas (Kutzler 2006).

En machos la MPA a dosis de 20mg/kg reduce la motilidad y altera la morfologia

espermatica en 3 dias post inyeccion (England 1975).

2.2.1.2 Androgenos

El propionato de testosterona administrado por via intramuscular en dosis de 110 mg ha
demostrado su efectividad en la prevencion del estro en las perras, de igual manera la
administracion oral de 25-50mg de metil testosterona dos veces a la semana inhibe el estro
en las perras (Johnston et al. 2001).

En las perras el mibolerone, un andrégeno sintético comercializado para la supresion del
estro al ser administrado a una dosis promedio de 70ug/kg al dia por via oral 30 dias antes
de iniciar del pro estro puede alcanzar efectos hasta por 2 afios si la administracion es
continua, al descontinuarse el tratamiento el estro retorna en un tiempo de 70 dias como
promedio (Kutzler 2006).

En los machos la administracion subcutdnea de 5mg/kg de testosterona produce una
disminucion de la motilidad espermatica 3 semana después del tratamiento, la cual persiste
durante 3 meses, la administracion continua de 50mg de metiltestosterona por via oral
durante 90 dias reduce la produccion diaria de espermatozoides (Freshman et al. 1990), de
la misma manera la administracion créonica de danazol un derivado sintético del 17a-etinil
testosterona, induce azoospermia, la cual es reversible 60 dias después del tratamiento
(Kutzler 2006).



2.2.1.3 Agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) 7
Como es bien conocido la GnRH regula la liberacién por parte de la hipéfisis de hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH).

En los machos la LH regula la sintesis de testosterona necesaria para la espermatogénesis
y para el desarrollo de la conducta sexual y caracteres sexuales secundarios, mientras que
la FSH es necesaria para la iniciacion y mantenimiento de la espermatogenesis. En
hembras tanto la FSH, como la LH son necesarias para el desarrollo folicular y la
ovulacion (Kutzler 2006).

De manera similar al efecto de la GnRH nativa, los agonistas sintéticos como la etilamina
(Dubé et al 1987), nafarelin, leuprolide, deslorelin, buserelin y goserelin, estimulan la
produccion y liberacion de gonadotropinas, sin embargo estos productos a dosis sostenidas
inhiben el eje hipofisis-gonadal después de un periodo inicial de estimulacion, la
inhibicién se produce por la regulacion a la baja de los receptores para GnRH en la
hipdfisis anterior (Gobello 2006).

La aplicacion por via subcutanea de un implante de liberacion lenta de deslorelin suprime
el estro hasta por 27 semanas en perras. En machos la aplicacion de un implante de
liberacion prolongada de 6mg de deslore{in reduce las concentraciones de LH y
testosterona en plasma durante las 4 primeras semanas del tratamiento, causando
infertilidad dentro de las 6 semanas post implante , los perros regresan a la normalidad 60

semanas después de la aplicacion del implante (Kutzler 2006).

2.2.1.4 Antagonistas de la GhnRH

Los antagonistas bloquean de manera competitiva los receptores para GnRH en la
hipofisis anterior, la principal ventaja del uso de este tipo de productos sobre los agonistas,
es el blogueo inmediato del eje gonadal sin la presencia del efecto estimulante inicial que
se presenta con el empleo de agonistas (Valiente et al. 2007).

En hembras el empleo de acyline 110ug/kg por via subcutanea en los primeros tres dias
del pro estro, induce un estro corto y anovulatorio, retornando la hembra a pro estro en un
periodo de tres semanas post administracion (Kutzler 2006).

En machos la administracion subcutanea de 300ug/kg de acyline induce una disminucién
de la calidad del semen, como defectos primarios los cuales los mas caracteristicos fueron

la presencia de gotas proximales, asi con los defectos secundarios como colas dobladas y



gotas distales , sin haberse observado efectos secundarios sistémicos en los perros
(Valiente et al 2007).

2.2.2 Inmunoesterilizacion

2.2.2.1 Inmunizacién contra GnRH

El desarrollo de vacunas contra la GnRH ha presentado diversos problemas, estos son
derivados basicamente a que la GnRH no es inmunoldgica debido a que es una pequefia
hormona decapeptida la cual es bien conservada entre los diferentes mamiferos, siendo en
condiciones normales reconocida como hormona propia en el organismo y por
consiguiente no produce el animal anticuerpos contra ella. Sin embargo cuando se altera la
GnRH con sustancias capaces de generar respuesta inmune mediada por IgG tal es el caso
del inmunogeno formado por de la union de las proteinas de GnRH y el adyuvante T P35
derivado de la proteina F del virus del moquillo canino el cual es capaz de generar la
formacion de anticuerpos capaces de producir perdida de la funcion testicular en perros
(Jung et al. 2005).

De manera similar cuando se conjuga la GnRH con el toxoide tetanico se observan los
mismos resultados, con la disminucidn de los anticuerpos circulantes (Kutzler 2006).
Cuando se conjuga la GnRH con una proteina antiviral citotoxica (Pokeweed protein) la
cual actla sobre los receptores de la GnRH en los gonadotropos, produce en el perro una
disminucion de la LH vy testosterona sericas, de manera adicional el volumen testicular
también disminuye, el efecto persiste por 12 semanas posteriores a la segunda aplicacion
(Sabeur et al. 2003).

2.2.2.2 Inmunizacion contra Zona Pellucida

La Zona Pellucida (ZP) es una capa acelular de origen proteinaceo la cual cubre la parte
exterior del ovulo en los mamiferos, la cual es importante para el proceso de fertilizacion,
ya que el espermatozoide se une a al receptor de la ZP3, para de manera posterior tener la
reaccion acrosomal resultando en la liberacion de enzimas las cuales digieren a la ZP para
que el espermatozoide penetre al ovulo. Los anticuerpos contra ZP bloquean los receptores
ZP3 los cuales son el blanco ideal para la inmuno contracepcion (Dumbar et al. 2002). La
destruccion del complejo ovocito-granulosa y la infiltracion linfocitaria del ovario son las
alteraciones morfoldgicas mas observadas (Serrano and Garcia-Suarez 2001).

Sin embargo las proteinas de ZP de la misma especie son inefectivas para lograr la

produccién de anticuerpos, se deben de utilizar la ZP3 de origen porcino debido a que es
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muy similar a la de origen canino y los anticuerpos producidos son eficaces en los perros
(Serrano and Garcia-Suérez 2001; Fayrer-Hosken et al. 2000).

La vacunacién contra ZP3 en perras produce infertilidad en aproximadamente 75% de las
hembras vacunadas, induciendo quistes foliculares en el 64% de los animales inmunizados
(Kutzler 2006). Se requiere mas de una aplicacion del inmunogeno para observar los
efectos, los cuales son temporales al disminuir los anticuerpos circulantes (Serrano and
Garcia-Suarez 2001).

2.2.3 Sustancias de aplicacion local

El uso de sustancias de aplicacion local para producir esterilidad esta siendo empleado en
los perros machos, los cuales son inyectados dependiendo de la sustancia en el testiculo,
epididimo o en los conductos eferentes (Kutzler 2006).

El metil ciano acrilato aplicado en la cola del epididimo induce necrosis de la cola del
epididimo y azospermia 30 dias posteriores a la aplicacion (Esparza 1987).

Otro agente utilizado de manera reciente en campafias masivas de esterilizacion de perros
machos es el gluconato de zink y arginina el cual se aplica intratesticular induciendo
atrofia testicular y azospermia 90 dias posteriores a su administracion (Fahim et al. 1993).
La inyeccion intratesticular de cloruro de calcio en dosis de 10 a 20 mg por testiculo,
provoca necrosis total de las gonadas en 45 dias post tratamiento (Kuladip and Prabhat
2007).

De manera general el uso de sedacion conjuntamente con el procedimiento de inyeccion es
recomendado para la correcta aplicacion de la sustancia y minimizar las molestias por el
procedimiento, independientemente de la adiciéon en la formula de agentes anestésicos
locales (Fahim et al. 1993; Kuladip and Prabhat 2007).

Estas técnicas no estan libres de efectos secundarios como lo son la ulceracion escrotal y

dermatitis, auto mutilacion, vomito, letargia, anorexia entre otras (Kutzler 2006,53).

2.2.4 Sustancias de administracion oral

El empleo de plantas como la Embelia ribes la cual es utilizada en Asia para prevenir la
gestacion ha sido utilizada en perros machos por via oral a dosis de 80 mg/kg en dias
alternos durante 100 dias, produciendo disminucion del peso testicular y un grado variable

de disfuncion en la gonada, principalmente una disminucion de los espermatocitos en
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etapa de post meiosis, la cual regresa a la normalidad 8 meses posteriores al termino de la

ingestion de la planta (Kutzler 2006).

2.2.5 Fitoestrogenos

Los fitoestrdgenos son compuestos de origen vegetal con actividad similar a los
estrogenos, a pesar de que su estructura quimica es bastante diferente.

Existen tres grupos de estos compuestos, las isoflavonas, los coumestanos y los lignanos
cuyos principales representantes son la Genisteina, el Coumestrol y la Enterolactona
respectivamente (Whitten y Patisaul, 2001; Whitten et al. 2002).

Una planta puede tener mas de una clase de fitoestrégenos, por ejemplo las semillas de
soya Glycine sp son ricas en isoflavonas, mientras que su germen es rico en coumestanos
(Murkies et al. 1998), de manera similar el coumestrol también se encuentra en la alfalfa
medicago sativa (Jacob et al. 2001).

La importancia de los fitoestrogenos radica principalmente en que pueden actuar como
agonistas o antagonistas estrogénicos (Whitten et al. 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 et al. 2002).

Miller y Fagerstone (2000), mencionan la posibilidad de utilizar fitoestrogenos para
inducir infertilidad en animales. EI coumestrol (100ug / g) en la dieta altera el desarrollo
neuroendocrino en ratas lactantes de ambos sexos. Los efectos aditivos de coumestrol se
observan por via oral y no por la via parenteral, esto a consecuencia de la vida media
prolongada de eliminacion de este fitoestrogeno administrado por esta via; en machos se
reporta una disminucion importante de peso y de la libido (Whiten et al, 1994).

El empleo de fitoestrogenos administrados por via oral ha sido descrito como un método
de inducir alteraciones de tipo reproductivo en el vampiro comun (Desmodus rotundus), a
los cuales se les administro coumestrol 200ug en 15 ml de sangre de bovino desfibrinada
durante 30 dias, induciendo perdida del epitelio germinativo del testiculo y disminucién de
las células de Leydig (Serrano et al. 2007).

Es necesario investigar la efectividad del uso de fitoestrogenos, los cuales son sustancias
de origen natural, que se pueden administrar por via oral, y pueden ser de utilidad para el
control reproductivo de perros que por sus caracteristicas no es posible su esterilizacion

quimica o quirdrgica como lo son los no domiciliados y ferales.
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3.0 Los Receptores estrogenicos

El papel que juegan las hormonas esteroidales en la regulacion de la fisiologia
reproductiva y conductual de un individuo , es a través de sus receptores, estos pertenecen
a la super familia de receptores nucleares, la cual esta conformada por los receptores a
androgenos (AR), a estrogenos (ER), a progesterona (PG), a glucocorticoides (GR), a
hormonas tiroideas (TR), para el &cido retinoico (RXR) y los receptores para vitamina D3
(VDR), y otros méas agrupados y conocidos como receptores huérfanos(OR) para denotar
que se desconoce el ligando al cual responden. (Robinson-Rechavi et al. 2003).

Los miembros de esta super familia se encuentran en forma inactiva en el citoplasma
celular, unidos a las proteinas de choque térmico hsp70 y hsp90 que actlan como
chaperonas. Estas proteinas se disocian del receptor cuando este se une a su ligando; la
interaccion del ligando, junto con la separacion de las chaperonas permite que el receptor
cambie su conformacion. Al haber un cambio en la morfologia, quedan disponibles para
interactuar regiones del receptor que no lo estaban; una de ellas es la secuencia de
aminoacidos acidos conocida como secuencia de localizacion nuclear (SLN) que le
permite ser transportado hacia el nicleo para unirse al elemento de respuesta a la hormona
(ERH) e iniciar la transcripcion (Hughes et al. 2001).

Los AR, al igual que otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares, tiene dos
sitios de activacion el TAF1 localizado en la region A/B y TAF 2 en la region E.
Dependiendo de la naturaleza del ligando, ya sea agonista o antagonista, determina la
conformacion del TAF2 como coactivador o correpresor (Wilson, 2003)

Existen dos subtipos de ER el alfa (ERa) y el beta (ERB), ambos presentan seis dominios
funcionales (A-F), de los cuales el dominio C corresponde al de unién al DNA (DBD)
siendo el dominio E el que se une al ligando (LBD) ambos receptores tiene una homologia
del 97% con respecto al sitio de union al DBD y solo el 60 % en el LBD, esta
caracteristica les confiere variaciones en la afinidad a los diferentes tipos de ligando a los
cuales se uneny el efecto biolégico que producen en cada tejido (cuadro 2) (Hewitt, 2003).
Como ejemplo tenemos a los estrogenos los cuales en presencia de ERa producen
proliferacion tisular, sin embargo en presencia de ERR inhiben la proliferacion dando

ejemplo que una sola hormona presenta dos efectos contrarios (Immamov et al. 2005).
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4.0 Hipotesis

Existen Evidencias experimentales recientes que informan sobre la capacidad del
coumestrol para inducir alteraciones reproductivas en diferentes mamiferos como los
bovinos, ovinos, vampiro comun y roedores por su capacidad de unirse a los receptores
estrogenicos. Esta caracteristica puede ser utilizada para inducir alteraciones reproductivas

en el perro (Canis familiaris) macho y ser utilizada para su control poblacional.

5.0 Objetivo general

Determinar el efecto que tiene el tratamiento con coumestrol administrado por via oral en
el perro sobre la estructura histologica del testiculo, la calidad del semen, los niveles de
testosterona, la respuesta al olfateo de secreciones vaginales de hembras en estro y la union

del coumestrol al testiculo.

5.1 Objetivos especificos

5.1.1 Evaluar el efecto de la administracion oral de coumestrol a dosis de 300
Hg/Kg. de peso una vez a la semana durante 4 semanas a perros adultos sobre la estructura
microscopica del testiculo a los 35 dias.

5.1.2 Determinar el efecto que tiene el tratamiento con coumestrol sobre las
concentraciones sanguineas de testosterona de los grupos experimentales.

5.1.3 Determinar el efecto del coumestrol administrado sobre las caracteristicas
macroscdpicas y microscopicas del eyaculado de semen (espermatobioscopia) de los
grupos experimentales.

5.1.4 Evaluar el comportamiento de los grupos experimentales al ser expuestos a
secreciones de moco vaginal de hembras en estro

5.1.5 Determinar por métodos inmunohistoquimicos y de morfologia comparativa
la union del coumestrol en testiculos de los animales tratados y su correlaciéon con las

caracteristicas del eyaculado.
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6.0 Justificacion.

En la década de 1960, la investigacién en el manejo de fauna nociva se encamind en
disefiar la mejor forma de controlar las poblaciones a través de eliminarlos, aceptando las
consecuencias que esto generara, como la eliminacion de especies no blanco. Este enfoque
se modifico en la década de 1980 con el inicio de la regulacion de los plaguicidas. Se
empez0 a tomar en cuenta los entornos ecoldgicos y la calidad del medio ambiente; en la
década de 1990 y los primeros afios del nuevo milenio, se planteé la necesidad de nuevas
estrategias de control no letal de la fauna nociva (Curnow, 2001).

Las técnicas que se han empleado en el control poblacional de los perros han sido
diversas, van desde la administracion de agentes toxicos en carnadas con estricnina la cual
ademas de poner en peligro al ser humano y en especial a los nifios, esta mal vista por la
sociedad; las racias efectuadas por los centros antirrdbicos las cuales por lo general
también son criticadas por el manejo que se les da a los animales y las técnicas de
esterilizacion quirdrgica llevadas a cabo por las autoridades y las asociaciones protectoras
de animales con efectos secundarios diversos como lo son realizar Gnicamente la ligadura
del utero, o dejar uno o ambos ovarios en las hembras asociados a la mala preparacion del
personal.

Dentro del manejo poblacional no quirtrgico en los perros se encuentran actualmente en
desarrollo, con resultados inconsistentes en lo referente a las vacunas contra Zona
Pellucida y GnRH en donde la formacién de fibromas atribuibles al adyuvante empleado
en las vacunas, la necesidad de dosis de refuerzo y el manejo necesario para su aplicacion
genera la necesidad de contar con otras alternativas de control poblacional de facil acceso

y administracion, que no afecten especies no blanco y que mantengan estable la poblacion.
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7.0 Material y Métodos.

7.1 Animales

Se utilizaron 11 perros (Canis familiaris) machos de diferentes razas (6 mestizos, 2 cocker
spaniel, 1 yorkshire, 2 maltés) con peso promedio de 10.1 + 3.3Kg. Los criterios de
inclusion para este experimento fueron:

1.- Perros machos de entre 1 y 3 afios de edad, determinada por la dentadura segin la
metodologia descrita por (Blank, 1974).

2.- Con ambos testiculos escrotados.

3.-Sin problemas de salud ni reproductivos, para lo que se les realizaron un hemograma y
una espermatobioscopia inicial, encontrandose los resultados dentro de los parametros
fisioldgicos.

4.- Que el escroto fuera suave, no engrosado, que no estuvieran los testiculos adheridos al
mismao.

5.- Que los testiculos fueran de forma ovoide, de tamafio similar con la cola del epididimo
hacia atras, que uno este ligeramente méas adelante que el otro, que se sintieran firmes y
turgentes,

6.- Que no tuvieran anticuerpos contra Brucella canis.

Manejo general: Todos los perros se mantuvieron en aislamiento por 30 dias, tiempo en el
que recibieron tratamiento contra endo y ectoparasitos. Se les administro una dosis de
vacuna contra rabia, moquillo, hepatitis, parainfluenza y parvovirus y una dosis de
bacterina contra la leptospira canicola e icterohemorragica.

Se alojaron en instalaciones especialmente disefiadas para este fin. La muestra se
dividio al azar en dos grupos; el primero con 7 animales, los cuales recibieron el
tratamiento y el segundo con 4 perros, los que fueron el grupo testigo. Cada perro se
instalo en jaulas individuales, cada una marcada como testigo (t) o tratamiento (TX),
todos los perros recibieron el mismo manejo general bajo las mismas condiciones

ambientales, el cual consisti6 en:

15



1. ldentificacion de los animales: Con collar, el cual indicé dependiendo de su color a
que grupo experimental pertenece el perro; verde para testigos y amarillo para
tratados y placas a las cuales se les grabo el nimero de identificacion del perro.

2. Alimentacion: Con croquetas comerciales (Purina, México) y agua a libre acceso.

3. Higiene de instalaciones: Lavado con agua y jabon de jaulas y comederos
diariamente, desinfeccion de las mismas con agua clorada cada 5 dias.

4. Medio ambiente: cada perro tuvo una jaula individual y se les permitia salir a un
asoleadero varias horas diariamente.

5. A todos los perros se les proporciond un juguete para evitar conductas

estereotipadas.

7.2 Preparacion y administracion del coumestrol

En un micro tubo tipo eppendorff (1ml) se colocaron 50 mg de coumestrol puro (Fluka St
Louis, MO) los cuales fueron diluidos en 500pl de Dimetilsulfoxido (DMSO Sigma Chem
Co. St Louis, MO) para obtener una concentracion final de 100ug/1pl, se colocé la dosis
para cada animal en un “premio” para perro (Purina, México) y se ofrecio la pieza una vez
por semana por 4 semanas al momento de la comida y de manera posterior a cualquier
evaluacion que se realizara, para permitir de esta manera poder evaluar a los animales la
primera vez sin tratamiento alguno y las 4 veces subsecuentes evaluar el efecto que se

obtuvo con la administracion del tratamiento de la semana anterior.

7.3 Obtencidn de eyaculado de semen.

Previo a la obtencién de semen, se colectaron secreciones vaginales de 5 perras mestizas
en estro, previo diagnostico de su estado fisioldgico por citologia vaginal exfoliativa
(Kustriz,2005, Schute 1967) Para este fin, se colectaron con hisopos estériles las
secreciones contenidas en el vestibulo vaginal de las perras durante tres dias. Las puntas de
algodon impregnadas se depositaron en frascos viales estériles que se mantuvieron
cerrados a una temperatura de -20°C hasta que fueron usados para el experimento
(Goodwin et al. ,1979)

En ausencia de una hembra en celo, que estimulara la conducta de monta del perro, se
emplearon las secreciones vaginales colectadas como estimulante de la conducta sexual
(Freshman, 2002, Johnston. 2001; Kutzler. 2005) para facilitar la obtencion del eyaculado

como se describe en el capitulo de “Evaluacion del comportamiento”.
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El intervalo entre cada coleccion de semen fue de 7 dias, debido a que segun Freshman
(2002) para obtener semen de buena calidad, es necesario la abstinencia sexual de 4 a 5
dias, sin pasar de 10 dias para evitar la presencia de espermatozoides con anormalidades en
su morfologia.

Previo a la coleccion de semen se permitio a los perros salir a caminar para que orinaran,
posteriormente se coloco a cada perro en una mesa de exploracion amplia, se limpio el
prepucio con SSF y se seco totalmente. Mediante manipulacion digital se dio masaje de
manera vigorosa a la altura del bulbo del pene, cuando este inicio su congestionamiento
sanguineo, se retrajo el prepucio en direccion caudal a manera de que el pene quedara
totalmente descubierto, se mantuvo la presion digital a la altura del bulbo, en este
momento se cubrid el pene con un cono colector de semen desechable de vinilo con punta
cerrada (Kutzler, 2005), se mantuvo la manipulacion hasta que el perro presentara ereccion
total que es cuando salta el brazo para producir el bloqueo genital el que de manera
fisiologica se presenta cuando se realiza una monta natural con una hembra, en este
momento se rota caudalmente el pene del perro 180°, se continua la presion a la altura del
bulbo hasta que se obtiene el eyaculado de semen, se colectan Unicamente la primera
fraccion correspondiente a la pre espermatica y la segunda fraccion rica en
espermatozoides (Kutzler. 2005).

Al terminar la coleccion de la muestra el perro se mantiene en la mesa de exploracion, y se
vigila que el pene se descongestione y regrese completamente al prepucio, cuidando que el
prepucio no quede enrollado en el pene o que pelos del abdomen queden atrapados entre el
pene y el prepucio, lo que puede lesionar al pene y producir dolor al perro (Kutzler. 2005).
En caso que sucediere lo anterior es necesario lubricar con un gel base agua al pene y

colocar el prepucio en su posicion normal.

7.3.1 Evaluacion del eyaculado de semen

Color: Se determin6 por observacion directa del cono colector después de terminar la
obtencion del semen.

Motilidad: Una gota del eyaculado fue tomada del colector con una pipeta pasteur y
colocada en un portaobjetos previamente calentado a 37°C, el cual fue cubierto
inmediatamente con un cubreobjetos previamente calentado a la misma temperatura y
revisado con un microscopio Olympus de contraste de fases a 200X y 400X para evaluar la
motilidad, la cual se determind por rangos: mayor o igual a 75% de motilidad, mayor o

igual a 50%, mayor o igual de 25% y sin motilidad (Freshman, 2002).
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Volumen: Se midio la cantidad del eyaculado colectado con una pipeta graduada.

Ph: Se colocé una gota del eyaculado en una tira reactiva para medir PH.

Concentracion: Para calcular la concentracion se realizé el conteo de los espermatozoides
los cuales fueron diluidos 1:20 adicionando 50ul de eyaculado de semen tomado
directamente del cono colector en 950ul de una solucion fijadora (espermaticida)
compuesta por 1 mililitro formaldehido al 35% en 99 mililitros de SSF esteril (Hafez.
1993).

Para realizar el conteo de espermatozoides y poder evaluar su concentracion se utilizé un
hemocitometro de Neubauer al que se le colocé un cubreobjetos sobre sus dos caAmaras, se
tomo con una pipeta micrométrica calibrada de 10ul una alicuota de la dilucion
previamente homogenizada y se llend con ella el espacio comprendido entre las cdmara y
el cubreobjetos el cual es de 0.1mm en cada una de las camaras , se dejé reposar la
preparacion 30 minutos en una cdmara himeda para que los espermatozoides sedimentaran
y se realizo el conteo de las células con un microscopio de cortaste de fases a 400X.

Cada hemocitometro tiene 2 cdmaras de conteo con 9 cuadros mayores, dispuestos en tres
filas de 3 cuadros cada una, el cuadro central esta a su vez subdividido en 25 cuadros
menores, en este es donde se contd el nimero de espermatozoides en ambas camaras y se
saco la media (Hafez. 1993; Johnston. 2001), esta se multiplicé por el factor de dilucion
“20” y por el factor de la cAmara de neubauer “10,000” (Freshman, 2002).
Espermatozoides eyaculados: Se multiplicé la concentracion por el volumen eyaculado.
Morfologia de los espermatozoides: se coloco una gota de semen previamente fijado con
la solucion espermaticida en un portaobjetos, se protegié con un cubreobjetos y se
evaluaron 200 espermatozoides al microscopio de contraste de fases a 400X de
amplificacion total, tomandose nota de las anormalidades detectadas (Hafez. 1993;
Johnston. 2001; Freshman 2002).

7.4 Evaluacion del comportamiento

Los experimentos se efectuaron en una habitacién vacia y limpia de 9 m% En ésta se
colocaron en el suelo dos frascos de cristal con tapas perforadas a una distancia de 3
metros entre ellos, fijados al piso con cinta adhesiva; uno de los frascos contenia las
secreciones vaginales y el otro frasco solo contenia puntas de algodén humedecidas con
SSF estéril ( Kiddy, 1984).

Una vez por semana cada perro fue colocado en el cuarto de evaluacion durante cinco

minutos, tiempo en que se observo y se registrd con un cronometro la latencia de
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respuesta, la cual se definid como el tiempo que tard6 cada perro en manifestar interés por
explorar olfatoriamente el contenido de los recipientes y el nimero de veces que se
aproximd a cada uno de los dos frascos por mas de 5 segundos. Ademas se registré el
numero de veces en que los perros orinaron en el cuarto levantando la pata después de oler
el contenido de alguno de los recipientes. Las evaluaciones individuales eran seguidas de
aseo, desinfeccion con hipoclorito de sodio y ventilacion por al menos dos horas antes de

hacer la evaluacion del siguiente perro.

7.5 Histologia y Morfometria

A la quinta semana de tratamiento se realizo la orquiectomia bilateral la cual fue realizada
bajo anestesia general inducida con propofol intravenoso (7mg/kg) y mantenida por
inhalacién a base de una combinacion de isofluorano 1.5% y oxigeno 100cc por kg en
circuito cerrado con absorcion de bidxido de carbono, la técnica quirdrgica consistié en
depilacion y antisepsia de la zona operatoria, se colocaron campos quirurgicos y se realizo
una insicion de tejido celular cutaneo, y extraccion de los testiculos empleando técnica
cerrada, ligadura de paquete vascular y nervioso con PDS 1/0 , hemostasia de la zona y
sutura por capas del tejido celular cutaneo a los perros del grupo tratado y grupo testigo
(Howe,2006) , los testiculos fueron fijados en solucion de Bouin por 8 horas, a
continuacion se colocaron en etanol al 70% hasta su procesado convencional para
histologia, los tejidos se colocaron en cubos de parafina, se realizaron cortes transversales
entre 4 y 5 p de espesor, se desparafinizaron en xilol, se hidrataron en alcoholes graduales
(70% al 40%) y se tifieron con verde metil pironina para su evaluacion histologica.

Para el estudio morfoldgico, se seleccionaron 2 laminillas por testiculo de cada animal, de
las cuales se seleccionaron 10 campos de los tubulos seminiferos y del epididimo, que por
su conformacién fueran lo mas redondos posible y que entraran completos en el campo
seleccionado a 40X. De manera posterior se obtuvieron imagenes digitales con un
microscopio Olympus BX50 las cuales fueron evaluadas con el software LSM5 (Zeiss
Alemania) (Assinder, 2007), se utilizo el criterio de Johnsen modificado para su uso en
perros para cuantificar la espermatogénesis (Peters, 2000). Se midié el didmetro mayor
(D), didmetro menor (d), radio mayor (R) y radio menor ( r ) de los tabulos seminiferos
seleccionados, se utilizaron las ecuaciones ( A-a/m)R y (A-a/m)r para determinar el area del
epitelio germinal mayor y menor respectivamente y asi conocer el grosor del epitelio
germinal de los tubulos testigos y tratados, asi mismo se contd la cantidad de

espermatogonias, espermatocitos, espermatides redondas y alargadas, asi como los nacleos
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de las células de Sertoli en cada tdbulo seminifero y las células de Leydig en el espacio
intersticial, de manera similar se procedié con los conductos y células epididimales.
(Sprando et al., 2000; Gopalkrishnan et al. 1998).

7.6 Inmuno histoquimica para detectar receptores estrogénicos

Con los cubos de parafina que se utilizaron para el anélisis histoldgico se obtuvieron cortes
de 5um, a los cuales se les retir0 la parafina. Se utilizo un sistema comercial de deteccion
de receptores estrogénicos HER-2neu Polydetector HRP/DAB (Bio SB Santa Barbara
CA) tanto en los tabulos seminiferos como en el epididimo. Se siguieron las instrucciones
del fabricante que se detallan a continuacion:

Se colocaron las preparaciones en cajas de Coplin con solucion de Inmunoretriever de
citratos y se calentaron a 93°C durante 5 minutos en olla de presién, dejandolas enfriar a
temperatura ambiente. A continuacion se colocaron las preparaciones por un lapso de 5
minutos en un poli detector bloqueador de peroxidasas, al terminar este tiempo, los tejidos
se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente con un anticuerpo primario HER-2 o
con un control negativo segun el caso. Cumplido este periodo los tejidos se cubrieron con
un marcador Polydetector y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Al
terminar el periodo anterior se incubaron por 10 minutos con Poly detector DAB
(diaminobencidina), para visualizar la inmunotincién de receptores estrogénicos se tifio
para contraste con hematoxilina por 60 segundos y se evaluaron por microscopia de luz
(Parlevliet et al. 2006).

7.7 Deteccion por fluorescencia de coumestrol unido al receptor

Las preparaciones utilizadas para la deteccion inmunohistoquimica de los receptores
estrogénicos fueron observadas en un microscopio Axioplan 2 (Zeiss Alemania) a 10 y
40X con filtros para longitud de onda de 290-390 nm con la finalidad de detectar al
complejo coumestrol-receptor el cual emite fuerte sefial fluorescente al estar unido a su
proteina (Miksieseck, 1993). La intensidad de la fluorescencia expresada en pixeles se
compard entre los grupos experimentales y control por medio del software AxioVision 4.6

(Zeiss Alemania).
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7.8 Deteccidn de los niveles séricos de testosterona

Cada semana y antes de colectar el semen de los perros se obtuvo con un equipo
vacutainer sangre completa de la vena cefélica, de la cual se obtuvo suero el cual se
mantuvo a -20°C hasta su procesado por el método directo de ELISA.

Se utilizo un kit comercial (Diagnostic Automation Inc. Calabasas CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante, su sensibilidad para testosterona es de 0.05ng/ml y su
especificad es de 100%, presenta pobre reaccion cruzada del 0.86% contra otros

androgenos como la dehidrotestosterona y androstenadiona.

7.9 Anélisis de la informacion

Para todas las variables que fueron medidas de manera repetida (espermatobioscopia,
comportamiento y testosterona serica), se utilizo un andlisis de varianza de mediciones
repetidas de Friedman, para las variables que solo se evaluaron una sola vez (morfometria
y fluorescencia) se utilizd una prueba de “t”, para esto se empleo el Statistical Analisis
Software (Statistical Anélisis System Institute, 1993).

Se utilizd la descripcion para la deteccién de receptores estrogénicos y la unién del

coumestrol a los mismos.
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8.0 Resultados

8.1 Evaluacion del eyaculado de semen.

Color: La valoracion del color se llevo a cabo por observacion directa ordenando los
resultados de mayor a menor turbidez, los resultados se muestran en la Cuadro 4 y figura
namero 1.

Motilidad: El porcentaje de motilidad se muestra en la figura 2

Volumen: EIl volumen eyaculado se redujo, paso de 2.2+1.5 ml la semana cero a 1.2+0.7
ml la semana 4 (P< 0.05) como se muestra en la figura 3

pH : El pH del eyaculado de semen paso de 6.5+0 a 5.2+0.3 en la semana 4
Concentracién: La concentracién paso de 305.46+160.28 X10° la semana “cero” a
65.77+75.39 X10° (P<0.001) la semana 4, ver figura 4

El nimero total de espermatozoides eyaculados: pasaron de 518.44+215.44 X10° a
57.67+50.48 X10° (P<0.001) como se puede observar en la figura 4.

Alteraciones en la morfologia espermatica: En la semana “cero” fue de 14.7+3.3 % la
cual se incremento a 64.6+12.7% (P<0.001) a la cuarta semana, las alteraciones atribuibles
a defectos en la espermatogénesis y en la maduracion en el epididimo significativas se
enlistan en la figura 5 y cuadro 5, en la figura 6 se compara la concentracion total de

celulas espermaticas eyaculadas y con alteraciones.

8.2 Evaluacién del comportamiento

La frecuencia de olfateo del recipiente con las secreciones vaginales disminuy6
significativamente de la semana uno a la 4. Estos valores variaron de 2.6 + 1.95 veces en la
semana “0” a 0.6 + 0.55 en la semana 4 (P<0.01), De igual manera, la menor frecuencia de
marcado de territorio con orina de los perros se observo en la cuarta semana, iniciando en
2 £0.63 veces y culminando en 0.4 = 0.49 (P<0.005).

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en las respuestas a la SSE durante
el periodo de evaluacion como se observa en la figura 7.

El tiempo de latencia de respuesta de los perros hacia las secreciones vaginales aumenté de
manera significativa de la semana uno a la 3 y en la semana 4 se mantuvo (Figura 8). De
la misma manera aumento la latencia al marcado con orina estando ésta al inicio en 0.54 +

0.35 minutos y en la cuarta semana en 2.45 + 2.35 minutos (P<0.005).
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8.3 Histologia y Morfometria

Los resultados de la morfometria y la estimacion del area del epitelio germinal de los
tubulos seminiferos, epididimo y espacio intersticial se muestran en las cuadros 6 y 7 asi
como en las Figuras 9 a 13

El diametro de los conductos aferentes se incremento en los animales del grupo tratado con
coumestrol 39.1+11.9um comparado con los animales del grupo testigo 14.8+5.4um
(P<0.01) como se muestra en la Figura 14

El criterio de Johnsen (ver caracteristicas en el anexo 2) paso de 10+0 en los perros del
grupo testigo a 7+l la semana 5 de los animales del grupo tratado con coumestrol
(P<0.001).

8.4 Inmuno histoquimica para detectar receptores estrogénicos

Al comparar el marcaje para la deteccion de los receptores estrogénicos en los testiculos
entre los perros del grupo testigo y los tratados se observa mayor intensidad en estos
altimos, la sefal se detecta en las células de Leydig , espermatogonias, espermatocitos y
espermatides, en las células del epitelio de los conductos aferentes y en el tejido conectivo

del epididimo, como se observa en las Figuras 15y 16

8.5 Union del coumestrol al receptor estrogénico
La fluorescencia que emite el coumestrol al estar unido al receptor estrogenito se detecto
en el espacio intersticial y células de Leydig del testiculo y analizo en intensidad de pixeles
para el color verde entre el grupo testigo 58+13 pixeles y el tratado 177+41 pixeles, lo que
equivale a 73+£17% de intensidad para el color verde (Fluorescencia del coumestrol unido a
su proteina) por campo analizado para los animales del grupo tratado contra 24+5 de
intensidad para el color verde ( fondo del tejido excitado con el microscopio de
fluorescencia) para el grupo testigo (P=0.001), en el epididimo se detecto la sefial en el
tejido del intersticio, la intensidad de pixeles para el color verde fue de 49+15 para los
animales testigo y de 200+27 (P=0.001) para los animales tratados , como se puede
observar en las Figuras 17-19.

En el Cuadro 8 se muestra en resumen la localizacion de receptores estrogénicos

por ambas metodologias en el testiculo de perro.
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8.6 Niveles séricos de testosterona
Los valores de testosterona no mostraron cambios representativos durante las semanas de
tratamiento, los valores pasaron de de 1.5+0.4 ng la semana “0” a 2.2+1.1ng la semana 4

como se muestra en la figura 20 (P>0.05).
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9.0 Discusidn

El testiculo de los mamiferos cumple dos funciones primordiales, la sintesis de hormonas
esteroides y la produccion de espermatozoides. El desarrollo normal del testiculo y el
mantenimiento de la espermatogenesis es controlado por las gonadotropinas y la
testosterona, cuyos efectos son modulados por factores locales, uno de estos factores son
los estrogenos, los cuales son esenciales para mantener en funcionamiento el tracto
reproductivo en los machos. La exposicion a estrogenos exdgenos o la inhibicion de los
estrogenos enddgenos ya sea durante el desarrollo o en la vida adulta produce cambios
tanto estructurales como funcionales en el aparato reproductivo de los machos ( Assinder
2007).

Estos cambios han sido descritos en ratas y consisten en reduccion de la concentracion
espermética (Goyal et al., 2003), incremento de la apoptosis en células germinales
(Assinder 2007), disminucion de células de Sertoli (Atanassova et al. 2005), distension de
la red testicular y conductos aferentes, infertilidad (Hess et al. 2000 y 2001).

La conversion irreversible de andrégenos en estrogenos es catalizado por la citocromo
P450 aromatasa (P450aro) producto del gene denominado Cypl9, los estrégenos son
sintetizados en el aparato reproductor del macho por lo menos en las células de Leydig
(Abney . 1999), células de Sertoli, el aparato de Golgi de las espermatides redondas, en las
espermatides alargadas y en el flagelo de los espermatozoides maduros (Hess et al. 2001,
Saunders, 2005, Lambard et al. 2005).

En esos mismos sitios se ha detectado la presencia de ERa y ERR lo que sugiere una
estrecha relacion entre las células productoras y la presencia de receptores para estrogenos,
lo que permite suponer la presencia de un efecto paracrino y atocrino a nivel testicular.

La primera etapa en el desarrollo de un tratamiento especifico mediante coumestrol, esta
asociada con la presencia de receptores con los cuales pueda interactuar. A pesar de que en
la literatura aparecen informes de las alteraciones inducidas por fitoestrégenos en distintas
especies animales diferentes al perro como lo son el vampiro macho en el cual se describen
alteraciones en la morfologia de los tabulos seminiferos (Serrano 2007) y en los toros
donde se reporta baja en la motilidad espermatica (Romero 1997), son pocos los articulos
en los que se intenta la localizacién de receptores. Esto se debe principalmente a la
dificultad que implica manejar una poblacion heterogénea, como la de los receptores

estrogénicos o y B. En la literatura se encontraron pocos trabajos en los que se identifican
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los receptores estrogénicos en asociacion con la aplicacion de coumestrol. Dichos estudios
se efectuaron en tejido testicular de vampiros procesado por la técnica de squash utilizando
un marcado “in situ” con coumestrol para observar al microscopio de fluorescencia
convencional (Pérez-Rivero et al 2005), también se han localizado en cultivos de células
(Cos-7) y en receptores estrogenicos de origen humano (Miksicek, 1993; de Boer 2004)
En este trabajo se han detectado receptores estrogénicos en el perro a partir de cortes de
testiculo de 5um de espesor, combinando dos metodologias diferentes, la Inmuno
histoquimica (Nie et al. 2002) y por microscopia de fluorescencia (Miksicek, 1993; de
Boer 2004) aprovechando dos caracteristicas unicas del coumestrol las cuales son la
capacidad que tiene para unirse a ambas estirpes de receptores y su capacidad de auto
fluorescer con mayor intensidad al estar unido a su receptor (Aex 377 NM; Aer, 437 Nm), el
cual como método no isotdpico es til para la localizacion del complejo coumestrol-
receptores estrogénicosa y f3 .

En el testiculo de perro se ha reportado la presencia de ERa en células de Leydig, células
peri tubulares (mioides), red testicular, conductos aferentes tanto en las células ciliadas
como en las no ciliadas, en el musculo peri tubular del epididimo asi como en su tejido
conectivo finalizando en los conductos deferentes ( Nie et al., 2002), mismos sitios a
excepcion de los conductos deferentes los cuales no fueron analizados, se ha detectado
sefial para ER con las metodologias empleadas en este trabajo (Cuadro 8, figuras 15y 16).
También existen los ERB en espermatides redondas, espermatogonias y espermatocitos,
dentro del tdbulo seminifero de manera ocasional se detecta en células de Sertoli y en las
células de Leydig presentes en el intersticio, en la red testicular existen de manera
moderada estos receptores y en los conductos aferentes es muy intensa su sefial, en el
epididimo su presencia varia de moderada a fuerte, dependiendo del segmento analizado (
cabeza a cola), para finalizar en los conductos deferentes los cuales son positivos (Nie et
al., 2002) (cuadro 8 , figuras 15y 16).

Los diferentes mecanismos con que cuenta el organismo para la produccion y deteccion
de estrogenos se sabe que la P450aro, los ERa y ERR son codificados por diferentes genes,
sin embargo se expresan de manera conjunta con los AR en el tracto reproductivo del
macho (Akingbemi. 2005).

En modelos experimentales se ha podido identificar la importancia de los estrogenos en la
fisiologia reproductiva de los machos, como se menciono con anterioridad, esta hormona

actia como factor de supervivencia en las células germinales, la presencia de P450 aro
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promueve la maduracién espermatica y regula los mecanismos de absorcion en los
conductos aferentes (Lambard et al. 2005).

Es asi como utilizando ratones a los cuales se les suprimieron los genes que expresan la
aromatasa (ArKO), y ambos ER (ERKO) se han observado alteraciones en la morfologia
testicular y disminucién de la motilidad de los espermatozoides la que resulta en
imposibilidad de fertilizar al ovocito (Akingbemi. 2005, Lambard et al 2005).

En animales adultos ArKO la inhibicién de la biosintesis de estrogenos, tiene como
resultado alteraciones de la espermatogenesis consistentes en defectos en la
espermiogenesis, incremento de la apoptosis (Giampietri, 2005) vy la reduccion de la
fertilidad, la cual va acompafiada con la disminucién del comportamiento de copula,
( Robertson ,2002).

Se ha observado en espermatozoides con poca movilidad, una disminucion del 50% en la
actividad de la aromatasa, esto comparado con espermatozoides con movilidad normal
(Carreau, 2007)

En ausencia de ER (ERKO) se reduce la absorcion de fluidos en los conductos aferentes,
la red testicular y los tabulos seminiferos, a consecuencia de esta alteracion de la dindmica
de los fluidos, estos se acumulan en los testiculos dafiando el epitelio germinal de los
conductos seminiferos y por ende, provocan alteraciones en el desarrollo de los
espermatozoides (Hess et al. 2001).

Si bien el coumestrol presenta actividad similar a los estrogenos su importancia radica en
que se une a ambos receptores estrogénicos, aunque con mayor afinidad por los ER B
también se une a los ERa, su efecto es dosis dependiente, en dosis bajas actia como
agonista estrogenito y a dosis relativamente altas actia como antagonista estrogénico, lo
que produce un bloqueo del receptor. (Jacob et al. 2001, Whitten et al. 2002).Ademas se ha
reportado su efecto antagonico sobre la aromatasa y la 17BHSD también intimamente
ligadas a la produccion de estrogenos (Rice, 2008).

En el presente estudio se han descrito cambios tanto en la morfologia testicular, como es el
aumento del lumen en los tubulos seminiferos, la reduccion del numero de células
germinales , la disminucién tanto de la cuenta espermatica, como de su concentracion, el
incremento en alteraciones en la morfologia y motilidad del espermatozoide y cambios en
el comportamiento en los perros, los cuales son similares a los observados en ratas que
consumen cantidades equivalentes a 14mg /kg de fitoestrogenos al dia, induciendo

apoptosis, la cual es mediada por factores locales independientes al eje hipotalamo-
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hipofisis-testiculo, como lo es el bloqueo de la accion paracrina y/o autocrina de los
estrogenos( Assinder 2007).

En los animales ERa, ERapKO y ArKO, los cuales son incapaces de detectar o producir
estrogenos, se observan efectos similares a los encontrados en este trabajo, esto abre la
posibilidad de que el coumestrol a esta dosis antagonise el efecto de los estrogenos
endogenos mediante el bloqueo del receptor o interfiera con la aromatizacion de la
testosterona (Robertson, 2002) lo que al final genera un estado de “ausencia de
estrogenos” induciendo alteraciones asociadas a la falta de estos.

Al igual que en el testiculo, en el Sistema Nervioso Central del perro se ha demostrado la
existencia de ERa en los nacleos ventromedial y predptico medio del hipotdlamo. Estas
regiones anatomicas estan relacionadas con el olfato y el comportamiento sexual (Whitten,
2001). De igual manera, se ha demostrado la expresion y acumulo de ER B en sitios
relacionados con el comportamiento como la region predptica, implicada en la conducta
sexual del macho, ademas del ndcleo ventro medial, la amigdala y el bulbo olfatorio (BO)
que intervienen en la modulacion de la excitacion sexual (Bodo and Rissman, 2006;
Simpson and Davis ,2000), en ratones hembra se ha encontrado que el coumestrol antagoniza
los efectos neuroendocrinos de los estrogenos a través del receptor estrogénico tipo a
(Jacob et al. 2001).

El aumento en el periodo de latencia de respuesta a las secreciones vaginales observado en
el presente estudio es similar al que se presenta en ratas tratadas con COU en la
dieta.(Whiten et al. 1995) La perdida del comportamiento sexual en ratones se observa en
los modelos experimentales ERofKO, lo que indica que ambos receptores se
complementan para que el comportamiento sexual se lleve a cabo(Simpson and Davis
2000). La capacidad de union del COU a ambos receptores y su accion antagénica hacia
los mismos puede estar relacionada con las alteraciones en la conducta de exploracion
olfatoria a las secreciones de moco cervical de hembras en celo.

En el presente estudio se observo la presencia de receptores estrogénicos en el testiculo de
perro, y que el tratamiento de perros con una dosis de 300ug/kg de COU durante cuatro
semanas tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico, ademas ocasiona alteraciones en
la morfologia testicular y en la en la conducta de exploracion olfatoria, todas ellas
derivadas de alteraciones asociadas a diversos efectos negativos que tiene el coumestrol
sobre la produccion y deteccion de estrogenos que favorece el aumento de la apotosis a

nivel epitelio germinal y la perdida del comportamiento sexual.
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Modelo que se sugiere para el efecto del coumestrol en el perro macho.
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Conclusiones

Disponer de nuevas estrategias para el control de poblaciones de perros no domiciliados,
con un producto que se pueda administrar por via oral, que interfiera con la respuesta
sexual del macho, disminuya el conteo de espermatozoides eyaculados y que estos tengan
alteraciones en su morfologia, sera una herramienta Gtil para el control de la reproduccién
de poblaciones de perros que deambulan y se reproducen libremente.

El empleo de las propiedades antiestrogenicas del coumestrol para bajar la fertilidad de
perros no domiciliados y con ello poder proponer una alternativa de control de poblaciones
no letal para esta especie, no habia sido explorado por ningln grupo de investigacion, lo
cual deja campo feértil para la investigacion de los efectos de este compuesto de manera
especifica en perros (esto no cierra la oportunidad de hacerlo en otra especie considerada
fauna nociva).

Es importante conocer la dosis efectiva al 50% y la dosis Unica para inducir alteraciones
reproductivas, y la duracion de las mismas para poder calcular el intervalo entre dosis.

El desarrollo de un “pellet” con buena palatabilidad y propiedades de selectividad de
“especie blanco”, que sea desagradable para especies no blanco y por supuesto para el
humano en especial los nifios, ademas de encontrar un antidoto para hacer mas seguro y
atractivo este producto de control de fauna nociva al mercado.

Sin lugar a dudas es necesario conocer mas sobre su toxicidad general y efectos
especificos sobre sistemas como el endocrino, vascular y dseo, de la misma manera
explorar el comportamiento sexual con mas detalle y evaluar cual es su mecanismo de
accion.

En este trabajo se han dado los primeros pasos en el desarrollo de una metodologia alterna
no letal a base de coumestrol para el control de la poblacion canina, queda mucho camino
por recorrer para lograr frutos en la prevencion y control de la sobrepoblacion canina y con

ello la reduccion de los problemas de salud publica veterinaria en este rubro.
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11.0 CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1. Principales causas por la que los perros son abandonados. (Modificado de

Scarlett et al.1999).

Agresion hacia

el humano

Problemas de

comportamiento

Caracteristicas
del animal ( no
agresividad o

enfermedad)

Salud del

propietario

Agresion hacia

otros animales

Animales

enfermos

Cambio de casa

Necesidades

personales
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Cuadro 2. Agresiones por perro en diferentes paises.

Incidencia anual

Edad en afos

Localizacién de

Pais Casos/habitantes mas frecu_e,nte de la agresion Referencia
agresion
Sacks and
. Kresnow 1996.
Australia ND 0-4 cara Ozanne-Smith et
al. 2001.
o De Keuster et al.
Belgica 22/1000 <15 ND 2005,
- Mendez et al.
Espana ND <13 cabeza, cara 2002.
Guy et al. 2001.
Estados Unidos 18/1000 <14 ND Patronek and
Rowan 1995.
México 1.15/1000 <19 ND Abascal 1997.

ND: Dato no disponible
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Cuadro 3. Principales técnicas quirurgicas empleadas en la esterilizacion masiva de perros y

sus complicaciones (modificada de Howe 2006).

Hembras

Complicaciones

Machos

Complicaciones

Ovario histerectomia

por linea media

Hemorragia,
sindrome de ovario
remanente, pidometra
del mufidn, fistula,

infeccion.

Orquiectomia

Hemorragia,
hematoma y/o
inflamacion del

escroto, infeccion.

Ovario histerectomia

por el flanco

Hemorragia,
sindrome de ovario
remanente, piémetra
del mufién,

infeccion

Vasectomia

Persiste el
comportamiento
sexual, debido a la
presencia de

hormonas.
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Cuadro 4.- Color del eyaculado se semen. Blanco (+++), gris claro (++), traslucido (+),

cristalino (-).
SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA
PERRO

“O” “1" “2” ”3” “4”
1 +++ ++ + - ++
2 +++ ++ +++ - -
3 +++ ++ ++ - -
4 +++ ++ ++ ++ ++
5 +++ ++ ++ + ++
6 +++ + ++ ++ +
7 +++ ++ + + +
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Cuadro 5.- Alteraciones en la morfologia espermatica.

Cada semana se obtuvo semen y realizo la evaluacion morfoldgica, los datos se expresan

en porcentaje + Desviacion Estdndar y fueron analizados con un ANOVA de mediciones

repetidas P<0.01.

Dia 0 | 7 | 14 21 28
Alteraciones morfoldgicas totales (%)
Control 1742 1445 1845 1345 16+4
Coumestrol 15+3 37+19 43£17 60+20 65+13
Alteraciones por origen (%)
Espermatogénesis*
Control 13+4 1045 10+6 1146 1145
Coumestrol 9+3 23+19 21+8 39+17 46x15
Epididimales*

Control 3+2 4+2 716 2+1 4+3

Coumestrol 6+4 14+6 17+£11 1746 15+5

*Los tipos de alteraciones en los espermatozoides por origen se muestran en el Anexo
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Cuadro 6.-Morfometria testicular. Se muestra el valor de la media del nimero de células
presentes en los tabulos examinados y el espacio entre tabulos seminiferos de los grupos

Tratados y Testigo con su desviacion estandar.

TRATAMIENTO TESTIGO Prueba de “t”
Células de Leydig 4+3 9+2 P =0.001
Células de Sertoli 5+2 11+3 P =0.001
Espermatogonias 4+3 11+2 P =0.001
Espermatocitos 23+11 50 £16 P =0.001
Espermatides 43422 108+26 P = 0.001
Redondas
Espermatides 14410 47420 P = 0.001
Alargadas
Espacio entre 124299 58+40 P=0.02
tubulos (um)
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Cuadro 7.- Area del epitelio germinal de los tibulos seminiferos y epididimo.

Area Mayor X10° Area Menor X10° p
Epitelio germinal 14.36+9.61 12.28+10.98
Tratados
Epitelio germinal 40.11+0.73 58.01+1.14
Testigos
 Prueba de "t P =0.001 P = 0.001
Tubulos seminiferos
Epididimo
Microvellosidades 5.8+1.6 3.8+1.0
Tratados
Epididimo
Microvellosidades 17+4.6 11.4+2.7
Testigos
Prueba de “t” _ _
Epididimo P =0.001 P =0.001
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Cuadro 8.-Deteccion de receptores estrogénicos en testiculo de perro.

Empleando inmuno histo quimica (IHQ) y fluorescencia por union del receptor al

coumestrol.
IHQ Fluorescencia
Células de Leydig + +
Células peri tubulares ND ND
Red testicular + +
C_é_lulas + N
Conductos ciliadas
aferentes | Células NO
ey + +
ciliadas
Musculo
e peri ND ND
Epididimo tubular
Tejido
conejctivo * *
Conductos eferentes ND ND
Espermatides redondas + +
Espermatogonias + +
Espermatocitos + +
Células de Sertoli + +
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Figura 1.- Color del eyaculado de semen de los perros tratados con coumestrol.

Se nota el cambio de color conforme avanza el tratamiento con coumestrol,(+++)
corresponde a la mayor turbidez encontrada a la semana “1” de tratamiento y asi
sucesivamente (++)a la semana 2, (+) a la semana 3 y finalmente (-) a la semana 4. el
cambio de color es directamente proporcional a la concentracion de espermatozoides en el
eyaculado.
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Figura 2.- Motilidad espermatica de los perros tratados con coumestrol.
Conforme el tratamiento semanal con coumestrol avanzo, el porcentaje de

espermatozoides con motilidad fue reduciendo ( P<0.05).

51



Volumen del eyaculado de semen
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Figura 3.-Volumen del eyaculado de semen de los perros tratados con coumestrol. El
volumen expresado en mililitros se redujo de manera considerable después de la tercera
dosis de coumestrol. Los resultados fueron analizados con un ANOVA de mediciones

repetidas P<0.05
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Figura 4.- Espermatozoides eyaculados y su concentracion de los perros tratados con
coumestrol.
Conforme avanza el tratamiento con coumestrol la cantidad de espermatozoides

eyaculados y su concentracion se reduce (P<0.01)
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Figura 5.- Diferentes alteraciones en la morfologia espermatica en perros tratados
con coumestrol.
(1) Espermatozoides normales, (2) cabeza de flama y gota distal, (3) cola doblada, (4)

nudo proximal, (5) gota proximal.
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Figura 6.- Concentracion espermatica total, sin y con alteraciones morfoldgicas en
perros tratados con coumestrol.
Se observa que conforme avanza el tratamiento la concentracion espermatica disminuye y

aumenta la cantidad de espermatozoides con alteraciones en su morfologia (P<0.01).
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Figura 7. Frecuencia de exploracion olfatoria de perros tratados con coumestrol.
Perros adultos clinicamente sanos se retaron contra recipientes conteniendo secreciones
cervicales de hembras en estro (probando) o solucion salina (SSE). Los valores al inicio
del estudio se consideraron como valores basales. De la semana 1 a 4 se administré por via
oral a cada perro una dosis/semana (300pg/kg), durante 4 semanas. Cada punto representa

el promedio de las mediciones de los cinco animales.
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Figura 8. Latencia de respuesta olfatoria de perros tratados con coumestrol a
secreciones vaginales de perras en estro.

Se muestra el tiempo que tardaron en acercarse y olfatear el frasco conteniendo las
secreciones vaginales. Cada punto representa el promedio de los animales utilizados. El

mayor tiempo de latencia se alcanzo en la tercera semana del experimento (P<0.005).
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Morfometria testicular
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Figura 9. Morfometria testicular de los perros testigo y tratados con coumestrol.

Se redujeron los diferentes tipos celulares en el tubulo seminifero y espacio intersticial
entre los perros del grupo tratado con coumestrol y el grupo testigo (P<0.001).

(CL= Células de Leydig; SG= Espermatogonias; CS= Células de Sertoli; EZPC=

Espermatocitos; ER= Espermatides Redondas; EA= Espermatides Alargadas)
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Figura 10. Morfologia de tabulos seminiferos de los animales testigo y tratados con
coumestrol.

Se observa en la cuadro A un tdbulo seminifero activo (20X) donde se puede apreciar el
epitelio germinal integro, comparado con el tubulo de un animal control (20X) donde no
se aprecian células germinales y existe vacuolizacidn del epitelio. En Al se nota el grosor
del epitelio germinal y espermatozoides en el lumen (20X) en un animal del grupo control,
con B1 en donde el grosor del epitelio germinal ha disminuido (puntos rojos) y no existen

espermatozoides en el lumen (20X).
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Figura 11.-Morfologia del epididimo de animales control y tratados con coumestrol.

A3 corresponde a un animal del grupo testigo, la flecha indica el lumen del epididimo con
micro vellosidades en todo su espesor (40X), B3 es una muestra de animales del grupo
tratado, la flecha sefiala que no hay presencia de micro vellosidades (40X). En A4 se
muestra una vista panordmica (10X) de una muestra de epididimo del un animal del grupo
testigo, el cual se aprecia lleno de espermatozoides. B4 es de un animal del Grupo tratado

(10X) donde se observa pocos espermatozoides en el lumen del epididimo.
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Figura 12.- Morfometria de tdbulos seminiferos del grupo control y tratado con
coumestrol.

A5 se muestra vista panoramica 10X de tubulos seminiferos del grupo testigo, se ha
marcado los diametros y perimetros, al igual que en B5 el cual corresponde a un epitelio
de los animales tratados (barra=100pm).

A6 se distinguen los diferentes tipos celulares del epitelio germinal de los animales testigo:
Células de Sertoli (CS), espermatogonia (EZG), espermatocito (ECT), espermaétide

redonda (ER) y espermatozoides ( EZP), comparados con B6 del grupo tratado.
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Figura 12.- Morfometria de tabulos seminiferos del grupo control y tratado con
coumestrol.

En las fotos A7 (testigo) y B7 (tratado) se han marcado las &reas que ocupan las micro
vellosidades (estereocilios). En A8 (testigo) y B8 (tratado) se muestran microfotografias
con amplificacion donde se marca la longitud de las micro vellosidades donde se nota la
disminucién de las mismas en el epitelio del lumen del epididimo, de la misma manera se

identifican en rojo las células basales y en azul las células cilindricas altas.
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Figura 14. Epitelio de los tubulos aferentes de un perro del grupo testigo y uno del
grupo tratado..

En la cuadro A9 se muestra el epitelio de los tabulos aferentes de los animales del grupo
testigo (40X), en A10 se muestra en gran aumento (100X) se evidencia la presencia de
cilios. En la cuadro B9 que corresponde al grupo tratado con coumestrol se nota

disminuido el grosor del epitelio y la longitud de los cilios en B10.
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Figura 15. Deteccion de receptores estrogénicos en testiculo de perro mediante
inmunohistoquimica. Microfotografia de tubulo seminifero y espacio intersticial A1l en
la cual se detecta fuerte sefial de receptores estrogénicos ( puntilleo café) a lo largo de todo
el epitelio germinal, la cual se compara con el control negativo B11 en los que no se
detecta sefial. En A12 se detecta presencia de receptores estrogénicos en las células
intersticiales de Leydig, contrastado con la nula sefial el las mismas células en el control

negativo B12.
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Figura 16.- Deteccion de receptores estrogénicos mediante inmunohistoquimica en
epididimo y conductos aferentes:

Se observa fuerte sefial (colores sepia) en el tejido conectivo del epididimo de los animales
del grupo tratado (cuadro A13) mientras que en la imagen del control negativo B13 no se
detecta sefial en el tejido. En B14 se observa fuerte sefial para receptores estrogénicos en el

epitelio y tejido peri tubular de los tubulos aferentes.

65
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Figura 17.- Intensidad de sefial fluorescente en testiculos de perros tratados y no con

coumestrol.
Los testiculos del grupo tratado fluorescieron de manera significativa comparados con los

del grupo testigo (P<0.001).
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Figura 18.- Deteccion de receptores estrogénicos unidos a coumestrol en tibulos
seminiferos y epididimo de perro mediante autofluorescencia.

La fluorescencia que emite el coumestrol unido al receptor estrogenito se observa en las
células de Leydig en el testiculo de cuadros A15, comparado con testiculo de un perro del
grupo testigo, donde Unicamente se observa el fondo celular B15, de manera similar se
observa sefial fluorescente en el tejido conectivo del epididimo de la muestra del grupo

tratado A16 contrastado con la sefial negativa de la muestra del grupo testigo B16.
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Figura 19.- Deteccion de receptores estrogénicos unidos a coumestrol mediante

autofluorescencia en conducto aferente en perros tratados.
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Figura 20.- Valores de testosterona sérica de los animales del grupo tratado con
coumestrol.
Los valores de la testosterona se mantuvieron sin cambios estadisticamente demostrables

durante el tiempo de tratamiento (P>0.05).
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Efecto del coumestrol sobre la produccién espermatica y la conducta de
exploracion olfatoria de perros estimulados con moco vaginal estral

Juan José Pérez-Rivero* ™", José Juan Martinez-Maya™, Mario Pérez-Martinez"**, Alvaro
Aguilar-Setién', Héctor Serrano *

Abstract

Dog overpopulation is a major health problem in developing countries due to the existence
of some zoonotic diseases in which dogs act as reservoirs, besides the aggressive events to
humans. Distribution, behavior patterns and combined methodologies are needed aspects
in the design of successful dog population control programs. Coumestrol is a
phytoestrogen which induces alterations in the reproductive male system, when bind to
alpha and beta estrogen receptors acting as an agonist or antagonist fashion. Both receptor
types also exist in central nerve regions governing sexual behavior of those animals such
as the preoptic area, ventro medial nucleous, the amigdala and the olfactory bulb. In this
study, 300 pg/kg coumestrol was orally administered to male dogs, once a week for a 4
week period. Dogs were freed for 5 min in a 9 m? area having a recipient containing
vaginal discharges from estrous dog females and other similar vessel containing sterile

saline solution. Smelling latency time for each recipient, smelling frequency and territory
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marking in response to stimulus, was recorded. At the end of the test, semen was collected
and evaluated. A significative difference (p<0.005) in smelling latency time and smelling
frequency to the vaginal discharge was found; sperm count decreased from 518.4 + 215.4
x10° to 57.6 + 50.4 x10° at week 4 and the abnormal sperm morphology increased from
14.7 £ 3.3 % at 0 week to 60.0 + 20%. In conclusion, 300 pg/kg coumestrol given orally
to male dogs for 4 weeks induces alterations in the olfactory behavior along with an oligo
and teratospermic effect.

Keywords: OLFACTORY EXPLORATION, COUMESTROL, DOGS, SPERM

PRODUCTION, VAGINAL MUCUS.

Resumen

La sobrepoblacion canina es un problema importante de salud publica debido a la
transmision de enfermedades zoondticas y las agresiones hacia el humano. En el disefio de
programas para controlar la poblacion canina se requiere del conocimiento de su
distribucion, comportamiento y metodologias combinadas para tener éxito. EI coumestrol
es un fitoestrégeno que induce alteraciones en el aparato reproductor de los machos al
unirse a los receptores estrogénicos alfa y beta, en donde actia de manera dosis
dependiente como agonista 0 antagonista. Estos receptores también existen en las
estructuras del sistema nervioso que regulan el comportamiento sexual, como la region
preoptica, nucleo ventro medial, la amigdala y el bulbo olfatorio. En este estudio se
administrd6 coumestrol (300ug/kg) por via oral a perros machos, una vez por semana
durante cuatro semanas; los perros se colocaron por 5 minutos en un &rea aislada de 9 m?
en donde se coloc6 un frasco conteniendo secreciones vaginales obtenidas de perras en
estro y otro con solucion salina estéril. Se registro el tiempo de latencia de los perros para
olfatear cada frasco, su frecuencia de respuesta y la frecuencia con que se presento

conducta de marcaje en respuesta al estimulo. Una vez concluido el experimento se obtuvo
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semen y se evalud. Se encontrd diferencia significativa (p < 0.005) en el periodo de
latencia y frecuencia con la que el macho se acercé a oler las secreciones vaginales y el
conteo espermatico disminuy6 de 518.4 + 215.4 X 10° al inicio del estudio a 57.6 + 50.4
X 10° en la semana 4 y el porcentaje de anormalidades espermaticas aument6 de 14.7 +
3.3 % en la semana “0” a 60.0 = 20.0% la semana cuatro. Se concluye que el tratamiento
de perros con coumestrol durante cuatro semanas ocasiona alteraciones en la conducta de
exploracion olfatoria y tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico.

Palabras clave: EXPLORACION OLFATORIA, COUMESTROL, PERROS,

PRODUCCION ESPERMATICA, MOCO VAGINAL.

Introduccién

Los perros son una especie prolifica con caracteristicas reproductivas particulares. Se ha
estimado que en seis afios una perra y sus crias tienen el potencial para producir 67 mil
nuevos perros™? en este contexto la sobrepoblacion de perros que deambulan libremente en
la calle constituye un problema de salud publica como en la Ciudad de México. *

Los riesgos que implica la sobrepoblacion canina estriban en que esta especie
padece varias enfermedades de tipo zoonético, como rabia, # leptospirosis, ° y distintas
parasitosis®. Los perros pueden en ocasiones transmitir este tipo de enfermedades al
humano, ello aunado a los casos de agresiones fisicas que en ocasiones inflingen, en las
que los nifios son afectados con mayor frecuencia. "®

La elaboracion de programas de control de la poblacion de perros callejeros
requiere del conocimiento de su distribucion, patrones de comportamiento, asi como del
empleo de metodologias combinadas para lograr dicho objetivo con éxito.

Ademés de la esterilizacion quirturgica en ambos géneros y la inyeccion

intratesticular de diferentes agentes quimicos, las estrategias para poder controlar la
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funcidn reproductiva de esta especie incluyen el uso de diferentes preparaciones proteicas
de la zona peldcida porcina, ° de la hormona liberadora de gonadotropinas o incluso de las
propias gonadotropinas. 10 Actualmente se estudia el uso de algunos fitoestrogenos para el
control reproductivo en especies silvestres. ' En este sentido dentro de la lista de
fitoestrogenos conocidos, el coumestrol parece tener efectos prometedores.

El coumestrol (COU) es un fitoestrogeno perteneciente a la familia de los
coumestanos, se encuentra en plantas como la alfalfa (Medicago sativa) y en el germen de
soya.'? El coumestrol (68.8 mg/kg de alfalfa seca) altera el aparato reproductor de bovinos
y ovinos, ™ presentandose en hembras foliculos hemorragicos, Utero turgente, retencion
placentaria y disminucién de la libido en los machos. **

Ademas, se ha notificado que el coumestrol administrado en dosis de 100 ug/g en
la dieta, afecta el desarrollo neuroendocrino de ratas lactantes en ambos sexos. En hembras
adultas en lactancia, es posible inducir con varias exposiciones orales un sindrome
anovulatorio. Los efectos aditivos del coumestrol se han observado cuando ingresan por
via oral y no por la via parenteral, esto Ultimo a consecuencia de la prolongada vida media
de eliminacion. Yamada (1999) propone que este compuesto sufre modificaciones en su
estructura donde intervienen bacterias residentes en el tracto digestivo, procesos de
absorcidn y reabsorcion en el higado, transporte en arterias y venas para su acumulacion y
desecho en la orina. > En machos se ha informado que ocasiona una disminucién
importante de peso y de la libido. ***

El COU se une a los receptores estrogenicos beta (ERI) con mayor afinidad que el
17 estradiol asi como a los receptores estrogénicos alfa (ERa) con menor afinidad y tiene
efectos agonistas o antagonicos sobre ambos receptores, dependiendo de la dosis

administrada. 8
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Asimismo, los ERR se expresan en diferentes regiones en el testiculo asociados con
la espermatogénesis, como lo son los conductos eferentes, epididimo y conductos
deferentes, ademas de la prostata. * Igualmente, se ha demostrado su expresion y
acumulacidn en sitios relacionados con el comportamiento como la region predptica,
implicada en la conducta sexual del macho, ademas del nacleo ventromedial, la amigdala y
el bulbo olfatorio (BO), que intervienen en la modulacién de la excitacién sexual. 2%

El sistema olfatorio de los mamiferos tiene la capacidad de detectar diferentes
moléculas® por medio de los sistemas quimiosensoriales, como las feromonas. Estas
sustancias son secretadas hacia el exterior de un individuo y son captadas por un segundo
individuo de la misma especie, en el que inducen una conducta especifica,?® por ejemplo
la induccién del reflejo de Flehmen en muchas especies de rumiantes. ** Esa misma sefial
es captada por diversos sistemas quimiosensoriales, como el epitelio olfativo principal, el
cual, estd formado principalmente por neuronas sensoriales olfatorias ciliadas, cuyas
proyecciones llegan al BO y al 6rgano vomeronasal. %

La capacidad de los perros para detectar y asociar olores especificos esta bien
documentado *"* incluso desde el nacimiento pueden asociar olores de los alimentos a los
que su madre fue expuesta durante la gestacion. * La deteccién de feromonas no es la
excepcion, éstas contienen elementos volatiles de bajo peso molecular, capaces de ejercer
una accion atrayente desde distancias considerables a los machos hacia las hembras en
celo, estimulando la conducta de monta. %

A partir de las secreciones de moco vaginal de las hembras en estro, se ha podido
aislar una feromona identificada quimicamente como metil p-hidroxibenzoato la cual es

capaz de atraer sexualmente a perros machos. 3%
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del COU administrado por via oral
sobre la produccion espermatica y la conducta de exploracion olfatoria de perros

estimulados con moco vaginal de perras en estro.
Material y métodos

Las secreciones vaginales se obtuvieron a partir de cinco perras mestizas en estro, previo
diagnéstico de su estado fisiolégico por citologia vaginal exfoliativa 3*? Para este fin se
colectaron durante tres dias con hisopos estériles las secreciones contenidas en el vestibulo
vaginal de las perras, las puntas de algodon impregnadas se depositaron en frascos viales
estériles que se mantuvieron cerrados a -20°C, hasta que fueron usados para el
experimento.

La evaluacion del efecto de las secreciones vaginales se realizo de acuerdo con el
criterio descrito por Goodwin et al. 3 EI experimento se realizé utilizando cinco perros
mestizos clinica y reproductivamente sanos de 1.5 a 3 afios de edad y con un peso
promedio de 10.1 + 3.3kg. En estos machos se verificd la ausencia de anticuerpos contra
Brucella canis mediante la prueba de aglutinacion en placa. Durante el experimento, los
machos fueron alojados de manera individual en instalaciones con suficiente espacio para
hacer ejercicio, con agua y alimento de tipo comercial ad libitum. A todos los perros se les
proporciono un juguete para morder con el fin de enriquecer su medio ambiente. **

Antes de recibir el tratamiento con COU, se determinaron en los perros los
parametros a evaluar en el estudio: a este periodo se le consideré la semana cero de tal
manera que cada perro fuera su propio control y asi compararlo con el efecto del
tratamiento durante el tiempo del experimento. De esta manera los valores notificados
durante la semana cero corresponden a los perros sin tratamiento. A todos los animales se
les administro por via oral una dosis semanal de 300pug/kg de COU, durante cuatro

Semanas.
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Los experimentos se efectuaron en una habitacion vaciay limpia de 9 m?. En ésta
se colocaron en el suelo y equidistantes al Gnico acceso, dos frascos de cristal con tapas
perforadas a una distancia entre ellos de tres metros, fijados al piso con cinta adhesiva; uno
de los frascos contenia las secreciones vaginales y el otro frasco solo incluia puntas de
algoddén humedecidas con solucion salina estéril (SSE).

Una vez por semana cada perro fue colocado en el cuarto de evaluacion durante
cinco minutos, tiempo en que se observd y se registrd con un crondémetro la latencia de
respuesta la cual se definié como el tiempo que tardé cada animal en manifestar interés por
explorar olfatoriamente el contenido de los recipientes y el nimero de veces que se
aproximo a cada uno de los dos frascos por mas de cinco segundos. Ademas, se registro el
numero de veces en que los perros orinaron, levantando la pata en el cuarto después de oler
el contenido de alguno de los recipientes. Las evaluaciones individuales eran seguidas de
limpieza de la habitacién, con hipoclorito de sodio y ventilacién por al menos dos horas
antes de hacer la evaluacion del siguiente perro.

Una vez concluido el experimento, mediante estimulacion manual se colectd semen
de cada perro en un cono colector de nailon *. En cada eyaculado se determinaron de
manera manual, empleando un microscopio de contraste de fases y un hemocitémetro, los
nameros totales de espermatozoides y de espermatozoides con alteraciones morfoldgicas
36,37.

Para el anélisis estadistico de los resultados se emple6 un analisis de varianza de
mediciones repetidas, comparando el nimero total de espermatozoides de cada perro
durante las semanas del experimento; asimismo, se comparé el periodo de latencia, la
frecuencia de respuesta de la conducta de exploracién olfatoria asi como del marcado de
territorio con orina mediante prueba de Friedman de mediciones repetidas. Todo con las

facilidades del programa de estadistica SAS (SAS Institute, Cary, NC). %%
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Resultados

La frecuencia de olfateo del recipiente con las secreciones vaginales disminuy6
significativamente durante la primera a cuarta semanas. Estos valores variaron de 2.6 £
1.95 veces en la semana cero a 0.6 = 0.55 en la semana cuatro (P < 0.01), De igual manera,
la menor frecuencia de marcado de territorio con orina de los perros se observo en la
cuarta semana, iniciando en 2 +0.63 veces y culminando en 0.4 + 0.49 (P<0.005).

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en las respuestas a la SSE durante
el periodo de evaluacion.

El tiempo de latencia de respuesta de los perros hacia las secreciones vaginales
aument6 de manera significativa de la semana 1 a la 3 y se mantuvo en la semana 4. De la
misma manera, aumento la latencia al marcado con orina estando ésta al inicio en 0.54 +
0.35 segundos y en la cuarta semana en 2.45 £ 2.35 minutos (P < 0.005).

Respecto al nimero total de espermatozoides eyaculados éste disminuy6 de manera
significativa (P< 0.005) al pasar de 518.4 + 215.4 x 10° la semana “0” a 57.6 + 50.4 x 10°
hacia la semana 4. El porcentaje de espermatozoides que presentaron alteraciones en la
morfologia espermatica pasaron de 14.7 £+ 3.3 % en la semana cero a 60.0 + 20.0 % en la
semana cuatro (P< 0.005).

Discusion

Los estrogenos son esenciales para la espermatogénesis. En el modelo experimental de
ratones deficientes a los ERa. (ERaKO) se ha observado que son infértiles, debido a que el
ERa esté presente en los conductos deferentes, importantes para la reabsorcion de fluidos
provenientes de la red testicular. 40

La capacidad del COU para unirse a los ERa y ERR es conocida.** En los perros,
ambos tipos de receptores se hallan en los testiculos, *? por lo que este fitoestrégeno puede

actuar sobre ellos dependiendo de la dosis que se administre, como antagonista estrogénico
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sobre el Era. Esta interaccion induce un estado similar al del ERaKO en lo que se refiere a
la reabsorcion de fluidos a nivel de los conductos deferentes. Este efecto induce la
reduccion del nimero de espermatozoides que ingresan al epididimo. Como consecuencia
de la alteracion de la dinamica de los fluidos, éstos se acumulan en los testiculos dafiando
el epitelio germinal de los conductos seminiferos y, por ende, alteraciones en el desarrollo
de los espermatozoides *°*3. En este estudio no se efectud la evaluacion histopatolégica de
los testiculos, sin embargo, al igual que lo informado por Hess y colaboradores®, es
posible que estas alteraciones sean la causa de la oligospermia y teratospermia observada
en los animales del presente estudio.

Se ha demostrado la existencia de ERa en los ndcleos ventromedial y predptico
medio del hipotadlamo. Estas regiones anatomicas estan relacionadas con el olfato y el
comportamiento sexual. En ratones hembra se ha encontrado que el coumestrol antagoniza
los efectos neuroendocrinos de los estrégenos a través del receptor estrogénico tipo o .**

El aumento en el periodo de latencia de respuesta a las secreciones vaginales,
observado en el presente estudio, es similar al que se presenta en ratas tratadas con COU
en ladieta.’® La pérdida del comportamiento sexual en ratones se observa en los modelos
experimentales ERapKO, ello indica que ambos receptores se complementan para que el
comportamiento sexual pueda llevarse a cabo.?! La capacidad de unién del COU a ambos
receptores y su accion antagonica hacia éstos puede estar relacionada con las alteraciones
en la conducta de exploracion olfatoria a las secreciones de moco cervical de hembras en
celo que se encontraron en el presente estudio.

Ademas de las alteraciones en la respuesta a feromonas, en el presente estudio se
observo que el tratamiento de perros con dosis de 300 pg/kg de COU durante cuatro
semanas tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico. En conjunto, los cambios

etoldgicos y en las caracteristicas morfoldgicas de los espermatozoides observados en este
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estudio indica que potencialmente el uso de COU podria servir de base para el desarrollo
de nuevas estrategias para el control de poblaciones de perros no domiciliados, como un
producto que se administre por via oral, interfiera con la respuesta sexual del macho,
disminuya el conteo de espermatozoides eyaculados. Sin embargo, es necesario evaluar el
efecto del COU sobre otros aspectos de la fisiologia y endocrinologia del perro, para

delimitar su utilidad para este fin y determinar sus posibles efectos secundarios.
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Figura 1. Frecuencia de exploracion olfatoria de perros tratados con coumestrol.

Perros adultos clinicamente sanos se retaron contra recipientes conteniendo secreciones
cervicales de hembras en estro (probando) o solucién salina (SSE). Los valores al inicio
del estudio se consideraron como valores basales. De la semana 1 a 4 se administro por via
oral a cada perro una dosis/semana (300 pg/kg), durante cuatro semanas. Cada barra
representa el promedio de las mediciones de los cinco animales + DE.
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Figura 2. Latencia de respuesta olfatoria de perros tratados con coumestrol a secreciones
vaginales de perras en estro. Cinco perros machos fueron retados contra recipientes
conteniendo secreciones vaginales de perras en estro (probando) o solucion salina. Se
muestra el tiempo que tardaron en acercarse y olfatear el frasco conteniendo las
secreciones vaginales. Cada barra representa el promedio de los animales utilizados = DE.
El mayor tiempo de latencia se alcanzo en la tercera semana del experimento (P<
0.005).
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Figura 3. Numero total de espermatozoides en eyaculados obtenidos de perros tratados
con coumestrol. Cinco perros clinicamente sanos se eyacularon después de hacer la
evaluacion conductual. Se determin6 el nimero total de espermatozoides y el de los
espermatozoides con alteraciones morfologicas. Cada barra corresponde al promedio de
los cinco animales + DE.
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Figura 4. Morfologia de los espermatozoides en eyaculados obtenidos de perros tratados
con coumestrol. Cabeza de flama (1), Nudo proximal (2), Cola doblada (3),
espermatozoide normal (4), la flecha sefiala una gota proximal.
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REVISION

LOS FITOESTROGENOS Y EL EFECTO DE SU CONSUMO EN
DIFERENTES ORGANOS Y SISTEMAS DE ANIMALES DOMESTICOS

Phytoestrogens consumption and their effects in different organs and systems
of domestic animals

Juan Pérez-Rivero', Alvaro Aguilar-Setién?, José Martinez-Maya',
Mario Pérez-Martinez' y Héctor Serrano*”

ABSTRACT

Phytoestrogens are plant-derived compounds having
similar effects to estrogens. Several phytostrogen
groups have been identified being the most
characteristics the isoflavones like penistein,
coumestans like coumestrol, and lignans represented
by the enterolactone. Depending on the doses, they
can act as agonists or antagonists of steroidal
hormones. This apparently bimodal function is due to
their capacity to interact with the alpha form of the
estrogen receptor (ERa) in several organs of the
female reproductive tract and to the beta form ERJ
present in prostate, testis, ovaries, limph nodes and
brain regions. It has been observed that an increase in
genistein or coumestrol induces an increase in
haemorrhagic follicles, miscarriages, LH-FSH surge
suppression and even estrogenic syndrome, whereas
in males, induces alterations in testis development and
a decrease in sperm count. In this review, a panoramic
view of the actual research of phytostrogen impact on
the reproductive function and perspectives mainly for
domestic animals is presented.

Key words: coumestrol, genistein, estrogen receptors.

RESUMEN

Los fitoestroégenos son substancias de origen vegetal
con propiedades similares a los estrégenos. Se han
identificado diferentes grupos de fitoestrégenos entre
los que destacan las isoflavonas como la genisteina,
los coumestanos como el coumestrol, v los lignanos
representados por la enterolactona. Estos compues-
tos actllan como agonistas 0 como antagonistas de las
hormonas esteroidales dependiendo de la dosis que
se utilice. Esta accidn aparentemente contradictoria
se debe a su capacidad para unirse como ligandos a
los receptores estrogénicos alfa (ERa) del fitero, glin-
dula mamaria, sistema cardiovascular y hueso, y con
mayor afinidad a los receptores estrogénicos beta
(ER[) presentes en prostata, ovarios, testiculos, trac-
to urinario, tejido linfoide v algunas regiones del ce-
rebro como el hipotilamo. Se ha observado que a
medida que se incrementa la dosis de genisteina ¥
coumestrol, se inducen foliculos hemorragicos, abor-
tos, sindrome estrogénico, v supresién 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 esta
revision se presenta un panorama del estado actual de
las investigaciones respecto a las implicaciones de los
fitoestrogenos sobre la reproduccion y sus perspecti-
vas de estudio, poniendo énfasis en su importancia en
los animales domésticos.

Palabras clave: coumestrol, genisteina, receptores
estrogénicos
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INTRODUCCION

Una de las metas en el manejo del ganado vacuno u
ovino es generar, dentro de los margenes posibles,
el miximo rendimiento. Ocasionalmente, pueden
presentarse problemas reproductivos cuya causa es
dificil detectar. Una posibilidad es que no se trate
realmente de un problema asociado al mangjo re-
productivo u organico, sino que sea solo el reflejo
de la presencia de compuestos que simulan el efec-
to de las hormonas esteroides v que involuntaria-
mente se administran al ganado en el alimento. En
esta revision queremos hacer notar el papel que jue-
gan los fitoestrogenos en este problema v la posi-
ble repercusion econdmica que implicaria su efec-
to sobre la reproduccion.

Los fitoestrogenos son productos de origen vegetal
con actividad natural bactericida y fungicida de
patogenos vegetales (Pike efal, 1999). Estos com-
puestos presentan una actividad similar a los estro-
genos, a pesar de que la estructura quimica es bas-
tante diferente (Figura 1), Existen tres grupos de
estos compuestos: las isoflavonas, los coumestanos,
v los lignanos, cuyos principales representantes son
la genisteina (GEN), el coumestrol (COU) v la en-
terolactona, respectivamente (Whitten v Patisaul,
2001; Whitten er @/, 2002).

Una planta puede tener mas de una clase de fitoes-

trégenos, por gjemplo, las semillas de sova ( Giver-
e sp.). son ricas en isoflavonas, mientras que el

H
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Figura 1. Estructura de diferentes compuestos con
actividad estrogénica. Estructuras disponibles en
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/
Product Det ail/

Figure 1. Chemical structure of different estrogenic
activity compounds. Structure drawings available
at http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/
Product Detail/
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germen de soya es la principal fuente del coumes-
tano (Murkies erad . 1998). Asimismo, el COU tam-
bién se encuentra en la alfalfa (Wedicago sativa L)
(Jacob ef @f, 2001), v su concentracion aumenta
cuando se encuentra contaminada por el hongo
Frewdopeziza medicaginiy (Romero ef al, 1997).
En las plantas, las 1soflavonas GEN y daidzeina
(DEZ) estan presentes como glucosidos inactivos
(Rosselli ef @/, 2000).

La importancia de los fitoestrdgenos radica princi-
palmente en que pueden actuar como agonista oan-
tagonista estrogénico (Whitten ef @/, 2002), yva que
al igual que los estrogenos, ejercen su influencia
en tejidos donde existen receptores para estroge-
nos (ER), tanto en el macho como en la hembra
(Rosselli ef @/, 2000).

Como se sabe, los estrogenos favorecen la diferen-
ciacidon celular y el crecimiento de las glandulas
mamarias, atero, vagina, ovarios, testiculos, epidi-
dimo, prostata (Rosselli er @/, 2000), sistema vas-
cular (Dubey ef @/, 2000) v sistema nervioso
(McGarvey er @/, 2001).

Las 1soflavonas también se unen a los receptores
para androgenos (AR), no estando claro hasta el
momento cudl es el mecanismo del efecto antian-
drogeno de estos compuestos (Beck ef e/, 2005).

Se ha observado en ratas que el consumo de 40 a
50 mg de GEN, equivalentes a los niveles séricos
encontrados en humanos que consumen dietas ri-
cas en isoflavonas, diminuye el niamero de los AR
y los ER en la prostata. Asi mismo, algunos fitoes-
trigenos como las isoflavonas se unen en forma
débil a receptores para progesterona (PR) (Beck e
ai., 20035).

Hasta el momento no se conoce plenamente el me-
tabolismo de los fitoestrogenos. Respecto al COU,
Yamada e @l (1999) proponen que este compuesto
sufre modificaciones en su estructura, que van des-
de hidroxilaciones, desmetilaciones ¢ incluso hi-
drolisis, por lo gque se forman mis de diez interme-
diarios, de los cuales algunos son detectados en la
orna. Estas modificaciones incluyen algunas eta-
pas donde intervienen bacterias residentes del tracto
digestivo, procesos de absorcion y reabsorcion en
el higado, transporte en arterias vy venas para su
acumulaciom y desecho en la orina (Murkies ez all,
1998; Rosselli era/., 2000).
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Se sabe que el coumestrol (3,9-dihidroxi-6h-hen-
zofura[3.2-c][1]benzo-piran-6-ona) se une al ERJ
conuna afinidad similara la del 17§ estradiol (Mo-
rito ef @i, 2002), pero tres veces menos que el es-
tradiol para el ERa(Kuiper ef @/, 1998). La induc-
cion de la trascripeion es similar entre el COU v la
GEN, uniéndose el coumestrol con mayor afinidad
al ERa que la GEN, la cual lo hace preferentemen-
te al ER{ (Morito ef af, 2002).

Las isoflavonas tienen poca afinidad por la hormo-
na transportadora de esteroides (SHBG), va que se
han detectado fracciones ibres que varian entre el
45 al 50% tanto de COU como de GEN en suero
humano, mientras que solamente se ha encontrado
el 4% de estrogenos libres (Whitten v Patisaul, 2001 ).

ACCION DE LOS FITOESTROGENOS EN
DIFERENTES ORGANOS Y SISTEMAS

En el cerebro el ERP se expresa principalmente en
el drea preoptica, en el nicleo ventro-medial del
hipotilamo y en el tallo cerebral. Estudios realiza-
dos en ratones hembras utilizando COU indican gque
éste antagoniza la accion del estradiol mediante la
regulacion del mARN para el ERp en el nicleo pa-
raventrcular (Jacob ef g/, 2001).

De manera similar, las isoflavonas GEN y DEZ
tienen efectos en el nicleo paraventricular v ven-
tromedial, dreas gue regulan el comportamiento
sexual y la secrecion de gonadotro pinas, inducien-
do cambios en los receptores para PR v en los ERf
(Whitten er @i, 2002).

Se ha atribuido principalmente al fitoestrogeno
COU la capacidad de suprimir los picos de la hor-
mona luteinizante (LH) en ratas (McGarvey ef a/.,
2001), v en ovejas (Jacob er @, 2001). La presen-
cia de los ERa v ERf en las neuronas secretoras de
la hormona hiberadora de gonadotropinas (GnRH)
abre la posibilidad que los fitoestrogenos actien
directamente sobre ellas (McGarvey e @/, 2001).

Elsisternavascular expresa ¢l ER en su forma avy f,
al que los fitoestrogenos se unen con diferente afi-
nmidad, y ejercen su efecto biologico tanto en las cé-
lulas endotehales como en las del masculo liso. Al
respecto, se ha informado que la GEN inhibe la pro-
liferacion de las células endoteliales siendo capaz
de inhibir las sefiales de transduccion que estan invo-
lueradas en trastornos vaso-oclusivos asi como en
los procesos de carcimogénesis/angiogénesis ejercien-
do un efecto vaso protector (Dubey e @/, 2000).
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Las 1soflavonas tienen un efecto bifasico que favo-
rece la formacion de hueso cuando se encuentran
en bajas concentraciones o la reabsorcion del mis-
mo cuando estan presentes a altas concentraciones.
Esto se ha demostrado en el modelo de roedores
ovartectomizados a los que se les administraron
bajas dosis de GEN (0.5 mg d'), lo que promueve
la retencion Osea, no asi cuando se incrementa la
dosis a 5 mg 47, debido a que el tejido dseo es mas
sensible a las isoflavonas que el atero. El ERa esti
presente en el hueso v es el encargado de mediar
los efectos estrogénicos en el mismo. Sin embargo,
cuando existen concentraciones micromolares de
fitoestrogenos, las 1soflavonas se unen preferente-
mente a los ERP cuyo efecto es una funcion regu-
ladora negativa en ¢l tejido dsco. Este fenomeno
puede explicar en parte este efecto bifasico. Sin
embargo, el efecto antiestrogénico de las isoflavo-
nas también se debe a la competencia entre los fi-
toestrogenos v los estrogenos para unirse alos ER
(Dang v Lowik, 2005).

Los fitoestrogenos en el aparato reproductor
Se ha tratado de aprovechar el efecto de los fitoes-
trogenos con resultados poco alentadores. La pre-
misa en la cual se basan estos estudios es que a tra-
vis del uso de los fitoestrogenos es posible aumen-
tar la frecuencia de estros en el ganado vacuno, lo
que podria tener un impacto positivo en la produc-
ciom de productos carnicos o licteos. Sin embargo,
los resultados son totalmente diferentes. Asi, en
vacas Holstein que consumen 25 a 100 mg kg™' de
zearalenona por 42 dias, muestran genitales exter-
nos edematosos, como si fuesen a presentar un es-
tro fisiologico. Sin embargo, la duracion del ciclo
estral o el tiempo en ¢l que se presenta permanecen
inalterados (Mirocha eral, 1975).

En el otro extremo, se ha reportado que el COU
causa alteraciones reproductivas en hembras de di-
ferentes especies (Cuadro 1), Los ratones hembra
prepuberes de la cepa Swiss Webster que han sido
alimentados durante cinco dias con 20 g de alimento
que contenga intencionalmente 90 mg kg de
coumestrol, presentaron edema uterino (Galey 7
afl, 1993). Por su parte, la administracion de 100
pg de COU en ratones hembrade | a 5 dias de na-
cidos produce cambios en los ovarios como 5 la
presencia de foliculos hemorragicos y foliculos
poliovulares (Burroughs, 1995). En ratas Sprague-
Dawley se encontrd que el COU se une con afini-
dad similar al estradiol alos ER presentes en el atero
(Branham e af., 2000},
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Cuadro 1. Efecto de los fitoestrogenos en la fisiologia reproductiva de especies experimentales v de importancia

zontécnica,

Table 1. Phytoestrogen effects on reproductive physiology in experimental and zootechnical important species.

Animal Edad Sexo  Fitoestrogeno  Dosis v via Efecto Referencia
Rata Wistar 2 dias M Coumestrol 4mg kg'd’ Disminucion de umen de Atanassova
SC porlé dias tithulos seminiferos, ncre- eral., 2000
mento del indice apoptotico
en células germinales
Rata Wistar  Adulias H Coumestrol 0.4-1,6 mg IV Inhibicidn de la hormona MeGarvey,
por&5h luteinizante (LH) por inhibicion — eral, 2001
de Hormona Liberadora
H Cienisteina 16 mg IV de Gonadotropinas
por&3h {GnRH)
Rata Adultas H Coumestrol 100 mg kg Anovulaciin, supresion Shaw y
Sparapue en ladieta de LH MeCully,
Dawley 2002
M por 10 dias Supresion de conducta sexual
como monta y eyaculacion
Bovinos Adultes M Coumestrol 66,8 mg kg! Metaplasia glandular Pike er al,
enalfalfaseca v epitelial en prostata 1999
como pastura y glindulas bulbo-uretrales,
via oral disminuye la maduracion de
espermatozoides.
Owejas Adultos  H Coumestrol 25 mg kg Crecimiento uterino, descargas Adams,
oral en la vaginales, desarrollo mamario, 1995
pastura ovarios quisticos, estros iregulares

Abreviaturas utilizadas: [V intravenozo; H: hembms; M: machos; mg: miligramo; pg: microgramo; 5C: subcutinen,

Los fitoestrogenos se encuentran presentes en di-
ferentes plantas utihizadas como forraje para los
rumiantes, como la alfalfa que contiene COU, tré-
bol subterranco { Frefalium subterranenm) que con-
tiene las 1soflavonas formononetina, biochamina
A v GEN; el trébol rojo ( frefodium pratense) an-
tes de la floracion tiene un alto contenido de for-
mononeting, que se mantiene cuando es ensilado
o se convierte en forraje seco pero cuando el tré-
bol rojo florece, la cantidad de isoflavonas dismi-
nuye (Adams, 1995).

Adams (1995) encontrd una asociacion entre la es-
trogenicidad en ovejas v el consumo de tréboles.
Cuando la pastura con la cual se alimentaban las
hembras contenia 25 mg kg™ de COU, se presentd
una baja tasa de nacimientos, foliculos hemorra-
gicos, prolapso de atero, metritis y edema uteri-
no. En las vacas lecheras alimentadas con alfalfa
seca que tenia 68,8 mg COU kg' de alfalfa, se
presenta un sindrome estrogénico con caracteris-
ticas similares al descrito para ovejas (Romero e
alf., 1997).
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Por otra parte, los fitoestrogenos también alteran
la expresion de otros receptores nucleares impor-
tantes en la reproduccion de la hembra, como los
de oxitocina, los de testosterona ademais de los de
PR (Whitten ef @/, 2002). Los fitoestrogenos pue-
den influenciar de manera negativa los ciclos foli-
culares en los ovanos de los diferentes mamiferos,
va que éstos interactian con los ERP presentes de
manera abundante en las células de la granulosa, lo
que disminuye el efecto de los estrogenos en los
foliculos (Whitten v Patisaul, 2001).

Los ERf sc expresan en diferentes regiones en el tes-
ticulo, como los conductos eferentes, epididimo, con-
ductos deferentes y prostata (Saunders, 2005). Asi-
mismo se sabe que existen en las células de Sertoli
(Atanassova ef @/, 2000), espermatogonias v esper-
matocitos (Nie ef &', 2002). En las células de Leydig
de los adultos se expresan los ER o (Saunders, 2005).

£ witre, la GEN induce la apoptosis en lineas celu-
lares derivadas de células de Leydig de raton de
manera dependiente de la concentracion adminis-
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trada. Asimismo produce disminucion en el nime-
ro de montas y eyaculaciones en ratones (Iwase er
al., 2006). En ratas macho de 2 dias de nacidos a
los cuales se les inyectan 4 mg kg' de GEN por via
subcutinea durante 16 dias, se inhibe el desarrollo
testicular a corto v largo plazo. Asimismo, cuando
llegan a la edad adulta, se afecta el nimero de crias
por camada (Atanassova efal, 2000).

Enun estudio efectuado entoros, la ingestion de pas-
turas que contienen COL ocasiona metaplasia glan-
dular y epitelal tanto en prostata como glindulas bul-
bo-uretrales. Asimismo, se presenta mayor namero de
espermatozoides inmaduros ¥ con una disminucion
significativa en la movilidad (Romero er af, 1997).

El efecto del tratamiento con fitoestrogenos en el
ganado bovino es relativamente escaso, sin embar-
go, se puede estimar. Asi pues, en 608 vacas ali-
mentadas con alfalfa contaminada con el hongo
Frewdopeziza medicaginis, se obtuvo menos del
30% de gestaciones a pesar de haberse realizado
1264 inseminaciones en ¢l lapso de un afo. Este
porcentaje de gestaciones se redujo en un 10%; adi-
cional al incorporar el nomero de vacas que tuvie-
ron abortos espontaneos. Aun en las que presenta-
ron gestaciones normales, los niveles de estroge-
nos estaban alterados, sintomatologia caracteristi-
ca del sindrome estrogénico (Romero efal., 1997).
En cerdos, la ingesta de 25-50 mg kg™ de zearale-
nona promueve una disminucion en el nimero de
lechones nacidos asi como el tamafio de las crias
(Sharma es @/, 1994). 5i a estos resultados se in-
corpora la pérdida econdmica y los gastos de ma-
nutencion del ganado, es entendible la razén por la
cual es dificil realizar este tipo de estudios.

El impacto de la ingestion de fitoestrogenos sobre
la industria, puede ejemplificarse con lo que suce-
de en Australia. Rebafios de ovejas que fueron ali-
mentados con pastura conteniendo trébol rojo vie-
ron afectadas su capacidad reproductiva de tal for-
ma, que cerca de un millon de ovejas no pudieron
procrear, lo que disminuyd entre 5 a 8% las ganan-
cias brutas al considerar las pérdidas en inversion,
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alimentacion, cuidados, e incluso compra de gana-
do, ademas de la disminucion en la produccion de
lana ¥ la necesidad de comprar ¢ importar anima-
les (Adams, 1990).

CONCLUSIONES

Basado en la literatura consultada, se puede con-
cluir que los fitoestrogenos pueden inducir altera-
ciones en el sistema endocrino de los animales que
los consumen, o en los animales a los que se les
administran con fines experimentales. Desde el
punto de vista clinico, en bovinos v ovinos estos
productos pueden generar pérdidas econdmicas
considerables debido a las alteraciones reproducti-
wvas que ocasionan. 51 bien en la literatura se tienen
documentados los efectos que tienen los fitoestro-
genos en animales de laboratorio y, aungue de ma-
nera escasa en animales de importancia econdmi-
ca, es preocupante para el productor v el médico
encargado de la revision del ganado, la deteccion
de casos de alteracion reproductiva cuya causa no
pueda explicarse facilmente. Una de las alternati-
vas es a través de substancias con actividad estro-
génica proveniente del almento que, como hemos
mencionado, puede estar asociado a alguno de los
grupos de fitoestrogenos deseritos en esta revision.

La implementacion de metodologias que permitan
evaluar de manera simple, eficiente y de bajo costo
la presencia de fitoestrogenos estd ain en etapa de
investigacion. 51 bien los fitoestrogenos pueden
formar parte de los metabolitos secundarios o in-
ducidos en los vegetales ante la presencia de pato-
genos, o como parte normal de su desarrollo, la
evaluacion al menos ocular de aspectos simples que
estén asociados con la producciom o acumulacion
de fitoestrogenos, como la floracion del trébol rojo
o la infestacion de hongos en la alfalfa, permitira
un control que pueda reducir las pérdidas econd-
micas ocasionadas por los fitoestrogenos, Adn fal-
ta mucho por estudiar respecto al impacto que tie-
nen los fitoestrogenos en el desarrollo v funcion
reproductiva de los animales asi como la forma de
antagonizar su efecto.
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Cuadro anexo 1

Calificacion de Johnsen

Criterio de evaluacion

Espermatogenesis completa; algunos espermatozoides,

10 epitelio germinal organizado, lumen abierto en el tabulo
seminifero, suficientes espermatides redondas
Algunos espermatozoides, epitelio germinal

9 desorganizado, con disminucion u obliteracion del
lumen del tubulo seminifero

8 Entre 5y 10 espermatozoides en el tibulo seminifero

7 No hay espermatozoides, pero si hay espermatides.

5 No hay espermatozoides, solo pocas (entre 5y 10)
espermatides

5 No espermatozoides, no espermatides pero varios
espermatocitos presentes

4 Pocos espermatocitos ( menos de 5) no espermatozoides,
no espermatides

3 Solo espermatogonias

2 Solo células de Sertoli

1 Sin células

Criterio de Johnsen para cuantificar la espermatogénesis en cortes histologicos de
testiculo, modificado para su uso en perros (Peters et al., 2000)

Peters MAJ, et al., Journal of Reproduction and Fertility.2000; 120:443-452
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Imagen anexa 1

Deteccién de coumestrol unido al receptor estrogénico en testiculo de perro, mediante

el empleo de microscopia confocal.
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