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Resumen 
 
El problema de la sobrepoblación canina es grave, es necesario mantener  bajo  control y  

vigilancia a los cánidos 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 sobrepoblación 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 reproducción ya sea por técnicas 

quirúrgicas o no quirúrgicas todas tienen en común el requisito de captura y manejo de los 

animales y en ocasiones de tratamientos repetidos. En este trabajo se exploro una 

metodología base de coumestrol (300µg/kg) administrado en el alimento por vía 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 concentración 

y morfología espermática, 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 unión del coumestrol a receptores estrogénicos. Los resultados 

muestran cambios en la concentración espermática (p<0.001), alteraciones en la 

morfología espermática (P<0.001), disminución de la frecuencia de olfateo de las 

secreciones vaginales (P<0.01), disminución de la  frecuencia de marcado de territorio con 

orina (P<0.005).Se detectaron receptores estrogénicos en testículo y la unión del 

coumestrol a estos por fluorescencia, el epitelio germinal se redujo en espesor y el 

diámetro 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, 

testículo y el comportamiento sexual debido al efecto antagónico del coumestrol sobre los 

receptores estrogénicos. 

 

PALABRAS CLAVE  Coumestrol, sobrepoblación canina, receptores estrogénicos, 

testículo, fluorescencia  
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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 I explore a coumestrol (300µg/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. 
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1.0 Introducción 
 
El perro ha sido un compañero útil 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 cánidos no domiciliados, entre otras 

cosas para evitar que deambulen por la vía pública  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, así como afectación de la economía. 

A los perros que se mantienen en dichas condiciones los podemos clasificar en tres 

diferentes tipos (Slater 2001).  

1.- Perros que tienen  en apariencia dueño y este  les permite deambular libremente por la 

calle,  o  perros que tuvieron alguna vez dueño 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 o no  

estar vacunados contra la rabia (Slater 2001).  

2.- Perros sin dueño específico que no son domiciliados: estos son representados por los 

perros de la “cuadra”, calle o barrio, todos estos animales tienen diferentes grados de 

interacción 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 están 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 reproducción es libre y sin control,  no están vacunados contra rabia 

(Slater 2001). 

Aunque se dice que estos se reproducen y alimentan sin la intervención 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 carroña (Green and 

Gipson 1994; Butler et al. 2000). 
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1.1 Problemas asociados a los perros no controlados 

La agresión de perros hacia los humanos es un problema de gran relevancia sobre todo por 

su impacto desde el punto de vista de salud pública (Manteca 2003).  

Se ha visto que las principales causas que generan la agresión son: el miedo a personas 

desconocidas, socialización inadecuada, dolor, aprendizaje, entrenamiento, protección 

territorial e instintos maternos (Pal 2005; Landsberg 1991).  

No es poco frecuente que los dueños 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 así como a personas 

conocidas son la principal razón por lo que un perro es desechado por su dueño o ser 

remitido a consulta con el etólogo veterinario (Guy et al. 2001). 

Aun cuando la frecuencia de agresiones es muy alta, la poca notificación de casos de 

personas mordidas en Estados Unidos y México es elevado, esto debido a que únicamente 

los lesionados que requieren atención hospitalaria reportan la agresión a las autoridades, 

siendo estos el menor numero de los agredidos, los demás prefieren atenderse en casa, con 

el medico familiar y los que fueron atacados por su propio perro no desean informarlo. Los 

niños  son las victimas mas frecuentes de agresiones, como se muestra en la Cuadro 2 

(Patronek and Rowan 1995; Sacks et al. 1996). 

Además del daño físico, debe considerarse el impacto psíquico y emocional (De Keuster et 

al. 2005; Acha and Cifres 2003) derivado de la propia agresión así 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 consideración, así como el daño económico por 

las horas hombre perdidas en los tratamientos médicos y profilácticos antirrábicos (Acha 

and Cifres 2003). 

 

1.2 Transmisión de enfermedades zoonóticas 

La estrecha relación 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 epidemiológicos, el aéreo en donde el murciélago 

hematófago 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 habían disminuido de manera 

constante hasta 2005, sin embargo se incremento en el número 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 difícil 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 exposición, así como los de la atención medica hacia las 

personas agredidas son un gasto importante que hay que tener en cuenta, así como las 

medidas de prevención que inician con la educación de los habitantes, la vacunación de los 

perros y su esterilización (Meltzer and Rupprecht 1998). 

Para reducir la incidencia de esta zoonosis, teóricamente se debe de vacunar entre el 60 y 

el 70% de los perros para que la diseminación de la rabia se detenga entre estos animales. 

Aun así la presencia de un alto porcentaje de perros callejeros en donde no es posible la 

vacunación incrementa el riesgo de transmisión (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 América 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 síndrome denominado Larva Migrans Visceral  y Toxocarosis 

ocular (Castillo et al. 2001; Rubel and Wisnivesky 2005). En la Ciudad de México se ha 

detectado contaminación por huevecillos de Toxacara canis en el 14.6%  como media de 

los suelos estudiados en las delegaciones políticas Iztapalapa, Coyoacán, Tlalpan, 

Xochimilco, Tláhuac y Milpa Alta (Rubel and Wisnivesky 2005; Martinez-Barbabosa et al 

1998). 

 El perro es considerado la segunda fuente de infección hacia el humano de la leptospirosis 

principalmente por Leptospira interrogans serotipo canicola e icterohemorrágica (Brod et 

al 2005; Aslantaş et al. 2005). 
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Además de estas se menciona que puede participar en la transmisión 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 población canina  

La elaboración de estrategias de control de los perros no domiciliados y los ferales  

requiere del conocimiento de su distribución, sus patrones de comportamiento  y de 

metodologías combinadas para lograr el control con éxito. 

La población de perros en Norte América y Europa esta calculada aproximadamente entre 

el 9 y 14% de la población humana en la zona, en Asia, África y Latino América es del 

12.5% (Meltzer and Rupprecht 1998). 

El control de poblaciones caninas va encaminado a reducir su número y con ello la 

posibilidad de agresión al humano, así como minimizar la posibilidad de contagio de 

enfermedades zoonoticas, y la afectación de la economía  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 área mueren por diferentes causas 

como accidentes viales y enfermedades infecciosas, el problema de la sobrepoblación 

canina es grave (Pal 2005). 

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

esterilización quirúrgica, la hormonal la inmunológica y la química.  

 

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 insensibilización y la sobredosis de 

barbitúricos por vía endovenosa en perros mayores de 4 meses y en cachorros menores de 

esta edad previa tranquilización profunda se utiliza la sobre dosis de barbitúricos por vía 

intracardiaca (NOM-033-ZOO-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. 

 Según el comité de expertos en rabia de la organización Mundial de la Salud (OMS) no se 

encontró evidencia que la eliminación de perros de una zona determinada, afectara la 
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densidad poblacional del área, y tampoco impactara la propagación de la rabia (Meltzer 

and Rupprecht 1998; Aslantaş et al. 2005). 

De la misma manera, los programas de control de la Leishmaniasis en Brasil que incluyen 

la eliminación en masa de los perros seropositivos no han sido suficientes para reducir el 

número de casos en humanos. Adicionalmente la eliminación de los animales ha sido 

ineficaz debido a que los perros eliminados son rápidamente remplazados por  cachorros 

susceptibles  que nacen y por perros infectados que ocupan el nicho que quedo vacío por la 

eliminación de los perros (Moreira el al 2004;Leney 2002; Courtenay 2002). En 

comparación el tratamiento no letal empleando piretrinas tópicas para controlar al vector 

ha dado mejores resultados en el control de la leishmaniasis (Reithinger et al. 2001 ). Otro 

ejemplo es la eliminación del 76% de los perros ferales  en la zona rural de Australia, la 

cual también ha fallado ya que el número de estos perros retorno a las cantidades previas al 

programa de eliminación durante el primer año (Reece 2005). 

Debido a la problemática que representan los perros ferales se han utilizado diferentes 

métodos para su control, como lo son los implementos acústicos 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 útiles para cuidar al ganado del ataque de perros 

ferales. El uso de sustancias químicas como el methyl nonyl cetona utilizado como 

repelente para los perros domésticos se ha utilizado para repeler a perros ferales , así como 

el uso de tóxicos 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 solución ecológicamente 

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 daño a fauna doméstica, a los que se les coloca un 

radiotransmisor, para después liberarlos y así poder localizar a la manada para 

posteriormente controlar la población (Green and Gipson 1994).  

Preservar la salud humana evitando que las enfermedades zoonóticas 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 sobrepoblación de perros sin duda es un reto en cada área donde este 

problema es identificado, siendo la solución de este diferente en cada locación debido 

principalmente del medio ambiente, idiosincrasia de la población y recursos para llevarla a 

cabo, diversos métodos de control poblacional de tipo reproductivo se están investigando y 

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

 

2.1 Esterilización quirúrgica 

 La esterilización temprana mediante cirugía 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 esterilización de los adultos requiere técnicas quirúrgicas y 

asépticas apropiadas para garantizar buenos resultados de manera permanente (Preston and 

Bloomberg 1995). 

Las técnicas quirúrgicas disponibles para la esterilización 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 Esterilización no quirúrgica 

2.2.1 Hormonas, agonistas y antagonistas 

Se ha reportado que la administración exógena de hormonas esteroidales, suprime de 

manera indirecta la fertilidad, mediante la inhibición de la secreción de gonadotropinas 

(Kutzler 2006).  
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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 días, se han reportado efectos secundarios con la 

administración prolongada de este producto, como lo son incremento de apetito y de peso, 

letárgica, neoplasias en las glándulas mamarias (Burke and Reynolds 1975). 

En machos con dosis de 2 mg/kg de peso durante 7 días no produce cambios en la calidad 

del semen, sin embargo dosis de 4 mg/kg  solo induce cambios en la morfología 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 supresión adreno cortical y 

lesiones uterinas (Kutzler 2006). 

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

espermática en 3 días post inyección (England 1975). 

 

2.2.1.2 Andrógenos 

El propionato de testosterona administrado por vía intramuscular en dosis de 110 mg ha 

demostrado su efectividad en la prevención del estro en las perras, de igual manera la 

administración 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 andrógeno sintético comercializado para la supresión del 

estro al ser administrado a una dosis promedio de 70µg/kg al día por via oral 30 días antes 

de iniciar del pro estro puede alcanzar efectos hasta por 2 años si la administración es 

continua, al descontinuarse el tratamiento el estro retorna en un tiempo de 70 días como 

promedio (Kutzler 2006). 

En los machos la administración subcutánea de 5mg/kg de testosterona produce una 

disminución de la motilidad espermática 3 semana después del tratamiento, la cual persiste 

durante 3 meses, la administración continua de 50mg de metiltestosterona por vía oral  

durante 90 días reduce la producción diaria de espermatozoides (Freshman et al. 1990), de 

la misma manera la administración crónica de danazol un derivado sintético del 17α-etinil 

testosterona,  induce azoospermia, la cual es reversible 60 días después del tratamiento 

(Kutzler 2006). 
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2.2.1.3 Agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) 

Como es bien conocido la GnRH regula la liberación por parte de la hipófisis de hormona 

folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). 

En los machos la LH regula la síntesis 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 iniciación y mantenimiento de la espermatogenesis. En 

hembras tanto la FSH, como la LH son necesarias para el desarrollo folicular y la 

ovulación (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 

producción y liberación de gonadotropinas, sin embargo estos productos a dosis sostenidas 

inhiben el eje hipófisis-gonadal después de un periodo inicial de estimulación, la 

inhibición se produce por la regulación a la baja de los receptores para GnRH en la 

hipófisis anterior (Gobello 2006). 

La aplicación por vía subcutánea de un implante de liberación lenta de deslorelin suprime 

el estro hasta por 27 semanas en perras. En machos la aplicación de un implante de 

liberación prolongada de 6mg de deslorelin 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 aplicación del implante (Kutzler 2006). 

 

2.2.1.4 Antagonistas de la GnRH 

Los antagonistas  bloquean de manera competitiva los receptores para GnRH en la 

hipófisis anterior, la principal ventaja del uso de este tipo de productos sobre los agonistas, 

es el bloqueo 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 110µg/kg por vía subcutánea en los primeros tres días 

del pro estro, induce un estro corto y anovulatorio, retornando la hembra a pro estro en un 

periodo de tres semanas post administración (Kutzler 2006). 

En machos la administración subcutánea de 300µg/kg   de acyline  induce una disminución 

de la calidad del semen, como defectos primarios los cuales los mas característicos fueron 

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

7
1

1 
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gotas dístales , sin haberse observado efectos secundarios sistémicos en los perros 

(Valiente et al 2007). 

 

2.2.2  Inmunoesterilización 

2.2.2.1 Inmunización contra GnRH 

El desarrollo de vacunas contra la GnRH ha presentado diversos problemas, estos son 

derivados básicamente a que la GnRH no es inmunológica debido a que es una pequeña 

hormona decapeptida la cual es bien conservada entre los diferentes mamíferos, 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 unión de las proteínas de GnRH y el adyuvante T P35 

derivado de la proteína F del virus del moquillo canino el cual es capaz de generar la 

formación de anticuerpos capaces de producir perdida de la función 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 disminución de los anticuerpos circulantes (Kutzler 2006). 

Cuando se conjuga la GnRH con una proteína antiviral citotóxica (Pokeweed protein) la 

cual actúa sobre los receptores de la GnRH en los gonadotropos, produce en el perro una 

disminución de la LH y testosterona sericas, de manera adicional el volumen testicular 

también disminuye, el efecto persiste por 12 semanas posteriores a la segunda aplicación 

(Sabeur et al. 2003). 

 

2.2.2.2 Inmunización contra Zona Pellucida 

La Zona Pellucida (ZP) es una capa acelular de origen proteinaceo la cual cubre la parte 

exterior del ovulo en los mamíferos, la cual es importante para el proceso de fertilización, 

ya que el espermatozoide se une a al receptor de la ZP3, para de manera posterior tener la 

reacción acrosomal  resultando en la liberación 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 contracepción (Dumbar et al. 2002). La 

destrucción del complejo ovocito-granulosa y la infiltración linfocitaria del ovario son las 

alteraciones morfológicas más observadas (Serrano and García-Suárez  2001). 

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

producción 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 García-Suárez  2001; Fayrer-Hosken et al. 2000). 

La vacunación 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 más de una aplicación del inmunogeno para observar los 

efectos, los cuales son temporales al disminuir los anticuerpos circulantes (Serrano and 

García-Suárez  2001). 

 

2.2.3 Sustancias de aplicación local 

El uso de sustancias de aplicación local para producir esterilidad esta siendo empleado en 

los perros machos, los cuales son inyectados dependiendo de la sustancia en el testículo, 

epidídimo o en los conductos eferentes (Kutzler 2006). 

El metil ciano acrilato aplicado en la cola del epidídimo induce necrosis de la cola del 

epidídimo y azospermia 30 días posteriores a la aplicación (Esparza 1987). 

Otro agente utilizado de manera reciente en campañas masivas de esterilización de perros 

machos es el gluconato de zink y arginina el cual se aplica intratesticular induciendo 

atrofia testicular y azospermia 90 días posteriores a su administración (Fahim et al. 1993).  

La inyección intratesticular de cloruro de calcio en dosis de 10 a 20 mg por testículo, 

provoca necrosis total de las gónadas en 45 días post tratamiento (Kuladip and Prabhat 

2007). 

De manera general el uso de sedación conjuntamente con el procedimiento de inyección es 

recomendado para la correcta aplicación de la sustancia y minimizar las molestias por el 

procedimiento, independientemente de la adición en la formula de agentes anestésicos 

locales (Fahim et al. 1993; Kuladip and Prabhat 2007). 

Estas técnicas no están libres de efectos secundarios como lo son la ulceración escrotal y 

dermatitis, auto mutilación, vomito, letárgia, anorexia entre otras (Kutzler 2006,53). 

 

 

2.2.4 Sustancias de administración oral 

El empleo de plantas  como la Embelia ribes  la cual es utilizada en Asia para prevenir la 

gestación ha sido utilizada en perros machos por vía oral  a dosis de 80 mg/kg  en días 

alternos durante 100 días, produciendo disminución del peso testicular  y un grado variable 

de disfunción en la gónada,  principalmente una disminución 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 

ingestión de la planta (Kutzler 2006).  

 

2.2.5 Fitoestrógenos  

Los fitoestrógenos son compuestos de origen vegetal con actividad similar a los 

estrogenos, a pesar de que su estructura química 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 fitoestrógenos, 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 fitoestrógenos para 

inducir infertilidad en animales. El coumestrol (100μg / g)  en la dieta altera el desarrollo 

neuroendocrino en ratas lactantes de ambos sexos. Los efectos aditivos de coumestrol se 

observan  por vía oral y no por la vía parenteral, esto a consecuencia de la vida media 

prolongada de eliminación de este fitoestrógeno administrado por esta vía; en machos  se 

reporta una disminución importante de peso y de la libido (Whiten  et al, 1994). 

El empleo de fitoestrogenos administrados por vía oral ha sido descrito como un método 

de inducir alteraciones de tipo reproductivo en el vampiro común (Desmodus rotundus), a 

los cuales se les administro coumestrol 200µg en 15 ml de sangre de bovino desfibrinada 

durante 30 días, induciendo perdida del epitelio germinativo del testículo y disminución 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 vía oral, y pueden ser de utilidad para el 

control reproductivo de perros que por sus características no es posible su esterilización 

química o quirúrgica como lo son los no domiciliados y ferales. 
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3.0 Los Receptores estrogénicos 

 
El papel que juegan las hormonas esteroidales en la regulación de la fisiología 

reproductiva y conductual de un individuo , es a través de sus receptores, estos pertenecen 

a la súper familia de receptores nucleares, la cual esta conformada por los receptores a 

andrógenos (AR),  a estrógenos (ER), a progesterona (PG), a glucocorticoides (GR), a 

hormonas tiroideas (TR), para el ácido retinoico (RXR) y los receptores para vitamina D3 

(VDR), y otros más 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 súper familia se encuentran en forma inactiva en el citoplasma 

celular, unidos a las proteínas de choque térmico hsp70 y hsp90 que actúan como 

chaperonas. Estas proteínas se disocian del receptor cuando este se une a su ligando; la 

interacción del ligando, junto con la separación de las chaperonas permite que el receptor 

cambie su conformación. Al haber un cambio en la morfología, quedan disponibles para 

interactuar regiones del receptor que no lo estaban; una de ellas es la secuencia de 

aminoácidos ácidos conocida como secuencia de localización nuclear (SLN) que le 

permite ser transportado hacia el núcleo para unirse al elemento de respuesta a la hormona 

(ERH) e iniciar la transcripción  (Hughes et al. 2001). 

Los AR, al igual que otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares, tiene dos 

sitios de activación el TAF1 localizado en la región A/B y TAF 2 en la región E. 

Dependiendo de la naturaleza del ligando, ya sea agonista o antagonista, determina la 

conformación del TAF2 como coactivador o correpresor (Wilson, 2003) 

Existen dos subtipos de ER el alfa (ERα) y el beta (ERβ), ambos presentan seis dominios 

funcionales (A-F), de los cuales el dominio C corresponde al de unión al DNA (DBD) 

siendo el dominio E el que se une al ligando (LBD) ambos receptores tiene una homología 

del 97% con respecto al sitio de unión al DBD y solo el 60 % en el LBD, esta 

característica les confiere variaciones en la afinidad a los diferentes tipos de ligando a los 

cuales se unen y el efecto biológico que producen en cada tejido (cuadro 2) (Hewitt, 2003). 

Como ejemplo tenemos a los estrógenos los cuales en presencia de ERα producen 

proliferación tisular, sin embargo en presencia de ERß inhiben la proliferación dando 

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

 
Existen Evidencias experimentales recientes que informan sobre la capacidad del 

coumestrol para inducir alteraciones reproductivas en diferentes mamíferos como los 

bovinos, ovinos, vampiro común y roedores por su capacidad de unirse a los receptores 

estrogénicos. Esta característica 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 vía oral en 

el perro sobre la estructura histologica del testículo, la calidad del semen, los niveles de 

testosterona, la respuesta al olfateo de secreciones vaginales de hembras en estro y la unión 

del coumestrol al testículo.   

 

 

5.1 Objetivos específicos 

 
5.1.1 Evaluar el efecto de la administración oral de coumestrol a dosis de 300 

µg/Kg. de peso una vez a la semana durante 4 semanas a perros adultos sobre la estructura 

microscópica del testículo a los 35 días. 

5.1.2 Determinar el efecto que tiene el tratamiento con coumestrol sobre las 

concentraciones sanguíneas de testosterona de los grupos experimentales. 

5.1.3 Determinar el efecto del coumestrol administrado sobre las características 

macroscópicas y microscópicas del eyaculado de semen (espermatobioscopía) 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 inmunohistoquímicos y de morfología comparativa 

la unión del coumestrol en testículos de los animales tratados y su correlación con las 

características del eyaculado.  
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6.0 Justificación. 

 
En la década de 1960, la investigación en el manejo de fauna nociva se encaminó en 

diseñar la mejor forma de controlar las poblaciones a través de eliminarlos, aceptando las 

consecuencias que esto generara, como la eliminación de especies no blanco. Este enfoque 

se modificó en la década de 1980  con el inicio de la regulación de los plaguicidas. Se 

empezó a tomar en cuenta los entornos ecológicos y la calidad del medio ambiente; en la 

década de 1990 y los primeros años del nuevo milenio, se planteó 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 administración de agentes tóxicos en carnadas con estricnina la cual 

además de poner en peligro al ser humano y en especial a los niños,  esta mal vista por la 

sociedad; las racias efectuadas por los  centros antirrábicos las cuales por lo general 

también son criticadas por el manejo que se les da a los animales y las técnicas de 

esterilización quirúrgica llevadas a cabo por las autoridades y las asociaciones protectoras 

de animales con efectos secundarios diversos como lo son realizar únicamente la ligadura 

del útero, o dejar uno o ambos ovarios en las hembras asociados a la mala preparación del 

personal. 

Dentro del manejo poblacional no quirúrgico 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 formación de fibromas atribuibles al adyuvante empleado 

en las vacunas, la necesidad de dosis de refuerzo y el manejo necesario para su aplicación 

genera la necesidad de contar con otras alternativas de control poblacional de  fácil acceso 

y administración, que no afecten especies no blanco y que mantengan estable la población. 
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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 

inclusión para este experimento fueron: 

1.- Perros machos de entre 1 y 3 años de edad, determinada por la dentadura según la 

metodología descrita por (Blank, 1974). 

2.- Con ambos testículos escrotados. 

3.-Sin problemas de salud ni reproductivos, para lo que se les realizaron un hemograma y 

una espermatobioscopia inicial, encontrándose los resultados dentro de los parámetros 

fisiológicos. 

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

mismo. 

5.-  Que los testículos fueran de forma ovoide, de tamaño similar con la cola del epidídimo 

hacia atrás, que uno este ligeramente más 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 días, tiempo en el 

que recibieron tratamiento contra endo y ectoparásitos. Se les  administro una dosis de 

vacuna contra rabia, moquillo, hepatitis, parainfluenza y parvovirus y una dosis de 

bacterina contra la leptospira canicola e icterohemorrágica. 

Se alojaron en instalaciones especialmente diseñadas  para este fin. La muestra se 

dividió 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 consistió en: 
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1. Identificación de los animales: Con collar, el cual indicó 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 grabó el número de identificación del perro.  

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

3. Higiene de instalaciones: Lavado con agua y jabón de jaulas y comederos 

diariamente, desinfección de las mismas con agua clorada cada 5 días. 

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 proporcionó un juguete para evitar conductas 

estereotipadas. 

 

7.2 Preparación y administración 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 500µl de Dimetilsulfoxido (DMSO Sigma Chem 

Co. St Louis, MO) para obtener una concentración final de 100µg/1µl, se colocó la dosis 

para cada animal en un “premio” para perro (Purina, México) y se ofreció la pieza una vez 

por semana por 4 semanas al momento de la comida y de manera posterior a cualquier 

evaluación 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 administración del tratamiento de la semana anterior. 

 

7.3 Obtención de eyaculado de semen. 

Previo a la obtención de semen, se colectaron  secreciones vaginales de 5 perras mestizas 

en estro, previo diagnóstico de su estado fisiológico por citología vaginal exfoliativa  

(Kustriz,2005, Schute 1967)  Para este fin, se colectaron con hisopos estériles las 

secreciones contenidas en el vestíbulo vaginal de las perras durante tres días. Las puntas de 

algodón impregnadas se depositaron en frascos viales estériles que se mantuvieron 

cerrados a una temperatura de -20ºC 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 obtención del eyaculado 

como se describe en el capitulo de “Evaluación del comportamiento”. 
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El intervalo entre cada colección de semen fue de 7 días, debido a que según Freshman 

(2002) para obtener semen de buena calidad, es necesario la abstinencia sexual de 4 a 5 

días, sin pasar de 10 días para evitar la presencia de espermatozoides con anormalidades en 

su morfología.  

Previo a la colección de semen se permitió a los perros salir a caminar para que orinaran, 

posteriormente se colocó a cada perro en una  mesa de exploración amplia, se limpio el 

prepucio con SSF y se secó totalmente. Mediante manipulación digital  se dio masaje de 

manera vigorosa a la altura del bulbo del pene, cuando este inicio su congestionamiento 

sanguíneo, se retrajo el prepucio en dirección caudal a manera de que el pene quedara 

totalmente descubierto, se mantuvo la presión digital  a la altura del bulbo, en este 

momento se cubrió el pene con un cono colector de semen desechable de vinilo con punta 

cerrada (Kutzler, 2005), se mantuvo la manipulación hasta que el perro presentara erección 

total que es cuando salta el brazo para  producir el bloqueo genital el que de  manera 

fisiológica 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 presión a la altura del 

bulbo hasta que se obtiene el eyaculado de semen, se colectan únicamente la primera 

fracción correspondiente a la pre espermática y la segunda fracción rica en 

espermatozoides (Kutzler. 2005). 

Al terminar la colección de la muestra el perro se mantiene en la mesa de exploración, 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 posición normal. 

 

7.3.1 Evaluación del eyaculado de semen 

Color: Se determinó por observación directa del cono colector después de terminar la 

obtención del semen. 

Motilidad: Una gota del eyaculado fue tomada del colector con una pipeta pasteur y 

colocada en un portaobjetos previamente calentado a 37ºC, 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 determinó 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 midió la cantidad del eyaculado colectado con una pipeta graduada.  

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

Concentración: Para calcular la concentración se realizó el conteo de los espermatozoides 

los cuales fueron diluidos 1:20 adicionando 50μl de eyaculado de semen tomado 

directamente del cono colector en 950μl de una solución fijadora (espermaticida) 

compuesta por 1 mililitro formaldehído  al 35% en 99 mililitros de SSF esteril (Hafez. 

1993). 

Para realizar el conteo de espermatozoides y poder evaluar su concentración se utilizó un 

hemocitometro de Neubauer al que se le colocó un cubreobjetos sobre sus dos cámaras,  se 

tomo con una pipeta micrométrica calibrada de 10μl una alícuota de la dilución 

previamente homogenizada y se llenó con ella el espacio comprendido entre las cámara y 

el cubreobjetos el cual es de 0.1mm en cada una de las cámaras , se dejó reposar la 

preparación 30 minutos en una cámara húmeda para que los espermatozoides sedimentaran 

y se realizó el conteo de las células con un microscopio de cortaste de fases a 400X. 

Cada hemocitometro tiene 2 cámaras 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 contó el número de espermatozoides en ambas cámaras y se 

saco la media (Hafez. 1993; Johnston. 2001), esta se multiplicó por el factor de dilución 

“20” y por el factor de la cámara de neubauer “10,000” (Freshman, 2002). 

Espermatozoides eyaculados: Se multiplicó la concentración por el volumen eyaculado. 

Morfología de los espermatozoides: se colocó una gota de semen previamente fijado con 

la solución espermaticida en un portaobjetos, se protegió con un  cubreobjetos y se 

evaluaron 200 espermatozoides al microscopio de contraste de fases a 400X de 

amplificación total, tomándose nota de las anormalidades detectadas (Hafez. 1993; 

Johnston. 2001; Freshman 2002). 

 

7.4 Evaluación del comportamiento 

Los experimentos se efectuaron en una habitación vacía y  limpia de 9 m2. 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 contenía las 

secreciones vaginales y el otro frasco solo contenía puntas de algodón humedecidas con 

SSF estéril ( Kiddy, 1984). 

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

minutos, tiempo en que se observó y se registró con un cronómetro la latencia de 
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respuesta, la cual se definió como el tiempo que tardó cada perro en manifestar interés por 

explorar olfatoriamente el contenido de los recipientes y el número de veces que se 

aproximó a cada uno de los dos frascos por mas de 5 segundos. Además se registró el 

número 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,  desinfección con hipoclorito de sodio y ventilación por al menos dos horas antes de 

hacer la evaluación del siguiente perro.  

 

7.5 Histología y Morfometría 

A la quinta semana de tratamiento se realizó la orquiectomía bilateral la cual fue realizada 

bajo anestesia general inducida con propofol intravenoso (7mg/kg) y mantenida por 

inhalación a base de una combinación de isofluorano 1.5% y oxigeno 100cc por kg  en 

circuito cerrado con absorción de bióxido de carbono, la técnica quirúrgica consistió en 

depilación y antisepsia de la zona operatoria, se colocaron campos quirúrgicos y se realizo 

una insición de tejido celular cutáneo, y extracción de los testículos  empleando técnica 

cerrada, ligadura de paquete vascular y nervioso con PDS 1/0 , hemostasia de la zona y 

sutura por capas del tejido celular cutáneo a los perros del grupo tratado y grupo testigo 

(Howe,2006) , los testículos fueron fijados en solución de Bouin por 8 horas, a 

continuación se colocaron en etanol al 70% hasta su procesado convencional para 

histología, los tejidos se colocaron en cubos de parafina, se realizaron cortes transversales 

entre 4 y 5 µ de espesor, se desparafinizaron en  xilol, se hidrataron en alcoholes graduales 

(70% al 40%) y se tiñeron con verde metil pironina para su evaluación histológica. 

Para el estudio morfológico, se seleccionaron 2 laminillas por testículo de cada animal, de 

las cuales se seleccionaron 10 campos de los túbulos seminíferos y del epidídimo, que por 

su conformación  fueran lo mas redondos posible y que entraran completos en el campo 

seleccionado a 40X. De manera posterior se obtuvieron imágenes digitales con un 

microscopio Olympus BX50 las cuales fueron evaluadas con el software LSM5 (Zeiss 

Alemania) (Assinder, 2007), se utilizó el criterio de  Johnsen  modificado para su uso en 

perros para cuantificar la espermatogénesis (Peters, 2000). Se midió el diámetro mayor 

(D),  diámetro menor (d), radio mayor (R) y radio menor ( r ) de los túbulos seminíferos 

seleccionados, se utilizaron las ecuaciones ( A-a/π)R y (A-a/π)r para determinar el área del 

epitelio germinal mayor y menor respectivamente y así conocer el grosor del epitelio 

germinal de los túbulos testigos y tratados, así mismo se contó la cantidad de 

espermatogonias, espermatocitos, espermatides redondas y alargadas, así como los núcleos 
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de las células de Sertoli en cada túbulo seminífero y las células de Leydig en el espacio 

intersticial, de manera similar se procedió con los conductos y células epididimales. 

(Sprando et al., 2000; Gopalkrishnan et al. 1998). 

 

7.6 Inmuno histoquímica para detectar receptores estrogénicos 

Con los cubos de parafina que se utilizaron para el análisis histológico se obtuvieron cortes 

de 5µm, a los cuales  se les retiró la parafina. Se utilizo un sistema comercial de detección 

de receptores estrogénicos HER-2neu Polydetector HRP/DAB (Bio SB Santa Barbara  

CA) tanto en los túbulos seminíferos como en el epidídimo. Se siguieron las instrucciones 

del fabricante que se detallan a continuación: 

Se colocaron las preparaciones en cajas de Coplin con solución de Inmunoretriever de 

citratos y  se calentaron a 93ºC durante 5 minutos en olla de presión, dejándolas enfriar a 

temperatura ambiente. A continuación 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 según 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 inmunotinción de receptores estrogénicos se tiñó 

para contraste con hematoxilina por 60 segundos y se evaluaron por microscopia de luz 

(Parlevliet et al. 2006). 

 

7.7 Detección por fluorescencia de coumestrol unido al receptor 

Las preparaciones utilizadas para la detección 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 señal fluorescente  al estar unido a su 

proteína (Miksieseck, 1993). La intensidad de la fluorescencia expresada en píxeles se 

comparó entre los grupos experimentales y control por medio del software  AxioVision 4.6 

(Zeiss Alemania). 

 

 

 

 



21 
 

7.8 Detección 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 cefálica, de la cual se obtuvo suero el cual se 

mantuvo a -20ºC 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 reacción cruzada del 0.86% contra otros 

andrógenos como la dehidrotestosterona y androstenadiona. 

 

7.9 Análisis de la información 

Para todas las variables que fueron medidas de manera repetida (espermatobioscopia, 

comportamiento y testosterona sérica), se utilizo un análisis de varianza de mediciones 

repetidas de Friedman, para las variables que solo se evaluaron una sola vez (morfometría 

y fluorescencia) se utilizó una prueba de “t”, para esto se empleo el Statistical Análisis 

Software (Statistical Análisis System Institute, 1993). 

Se utilizó la descripción para la detección de receptores estrogénicos y la unión del 

coumestrol a los mismos. 
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8.0 Resultados 

 
8.1 Evaluación del eyaculado de semen. 

Color: La valoración del color se llevo a cabo por observación directa ordenando los 

resultados de mayor a menor turbidez, los resultados se muestran en la Cuadro 4 y figura 

número 1. 

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

Volumen: El 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 

Concentración: La concentración paso de 305.46±160.28 X106 la semana “cero” a 

65.77±75.39 X106 (P<0.001) la semana 4, ver figura 4 

El número total de espermatozoides eyaculados: pasaron de 518.44±215.44 X106 a 

57.67±50.48 X106  (P<0.001) como se puede observar en la figura 4. 

Alteraciones en la morfología espermática: 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 maduración en el epidídimo significativas se 

enlistan en la figura 5 y cuadro 5, en la figura 6 se compara la concentración total de 

células espermáticas eyaculadas y con alteraciones. 

 

8.2 Evaluación del comportamiento 

La frecuencia de olfateo del recipiente con las secreciones vaginales disminuyó 

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 observó 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 período de evaluación como se observa en la figura 7. 

El tiempo de latencia de respuesta de los perros hacia las secreciones vaginales aumentó de 

manera significativa de la semana uno a la 3 y en la semana 4 se mantuvo (Figura  8). De 

la misma manera aumentó 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 Histología y Morfometría 

Los resultados de la morfometría y la estimación del área del epitelio germinal de los 

túbulos seminíferos, epidídimo y espacio intersticial  se muestran en las cuadros 6  y 7 así 

como en las Figuras 9 a 13 

El diámetro de los conductos aferentes se incremento en los animales del grupo tratado con 

coumestrol 39.1±11.9µm comparado con los animales del grupo testigo 14.8±5.4µm 

(P<0.01) como se muestra en la Figura 14 

El criterio de Johnsen (ver características en el anexo 2) paso de 10±0 en los perros del 

grupo testigo a   7±1 la semana 5 de los animales del grupo tratado con coumestrol 

(P<0.001). 

 

8.4 Inmuno histoquímica para detectar receptores estrogénicos 

Al comparar el marcaje para la detección de los receptores estrogénicos en los testículos 

entre los perros del grupo testigo y los tratados se observa mayor intensidad en estos 

últimos, la señal se detecta en las células de Leydig , espermatogonias, espermatocítos y 

espermátides, en las células del epitelio de los conductos aferentes y en el tejido conectivo 

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

 

8.5 Unión 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 testículo y analizo en intensidad de píxeles 

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 proteína) 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 epidídimo se detecto la señal en el 

tejido del intersticio, la intensidad de píxeles 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 localización de receptores estrogénicos 

por ambas metodologías en el testículo 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 Discusión 

 
El testículo de los mamíferos cumple dos funciones primordiales, la síntesis de hormonas 

esteroides y la producción de espermatozoides. El desarrollo normal del testículo 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 estrógenos, los cuales son esenciales para mantener en funcionamiento el tracto 

reproductivo en los machos. La exposición a estrogenos exógenos o la inhibición de los 

estrogenos endógenos 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 reducción de la concentración 

espermática (Goyal et al., 2003), incremento de la apoptosis en células germinales 

(Assinder 2007), disminución de células de Sertoli (Atanassova et al. 2005), distensión de 

la red testicular y conductos aferentes, infertilidad (Hess et al. 2000 y 2001).   

La conversión irreversible de andrógenos en estrógenos  es catalizado por la citocromo  

P450 aromatasa (P450aro) producto del gene  denominado Cyp19, los estrógenos 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 ERα y ERß lo que sugiere una 

estrecha relación 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 específico mediante coumestrol, está 

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 fitoestrógenos en distintas 

especies animales diferentes al perro como lo son el vampiro macho en el cual se describen 

alteraciones en la morfología de los túbulos seminíferos (Serrano 2007) y en los toros 

donde se reporta baja en la motilidad espermática (Romero 1997), son pocos los artículos 

en los que se intenta la localización de receptores. Esto se debe principalmente a la 

dificultad que implica manejar una población heterogénea, como la de los receptores 

estrogénicos α y β. En la literatura se encontraron pocos trabajos en los que se identifican 
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los receptores estrogénicos  en asociación con la aplicación 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 estrogénicos de origen  humano (Miksicek, 1993; de Boer 2004) 

En este trabajo se han detectado receptores estrogénicos en el perro a partir de cortes de 

testículo de 5µm de espesor, combinando dos metodologías diferentes, la Inmuno 

histoquímica (Nie et al. 2002) y por  microscopía de fluorescencia (Miksicek, 1993; de 

Boer 2004) aprovechando dos características únicas 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 (λex 377 nm; λem 437 nm), el 

cual como método no isotópico es útil para la localización del complejo coumestrol- 

receptores estrogénicos α y β . 

En el testículo de perro se ha reportado la presencia de ERα en células de Leydig, células 

peri tubulares (mioides),  red testicular, conductos aferentes tanto en las células ciliadas 

como en las no ciliadas,  en el músculo peri tubular del epidídimo así como en su  tejido 

conectivo finalizando en los conductos deferentes ( Nie et al., 2002), mismos sitios a 

excepción de los conductos deferentes los cuales no fueron analizados, se ha detectado 

señal para ER con las metodologías empleadas en este trabajo (Cuadro 8, figuras 15 y 16).  

También existen los ERβ en espermatides redondas, espermatogonias y espermatocitos, 

dentro del túbulo seminífero 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 señal, en el 

epidídimo 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 15 y 16).   

Los diferentes  mecanismos con que cuenta el organismo para la producción y detección 

de estrogenos se sabe que la P450aro, los ERα y ERß 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 

fisiología reproductiva de los machos, como se menciono con anterioridad, esta hormona 

actúa como factor de supervivencia en las células germinales, la presencia de P450 aro 
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promueve la maduración espermática y regula los mecanismos de absorción en los 

conductos aferentes (Lambard et al. 2005).  

Es así 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 morfología 

testicular y disminución 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 inhibición de la biosíntesis de estrógenos, tiene como 

resultado alteraciones de la espermatogenesis consistentes en defectos en la 

espermiogenesis, incremento de la apoptosis (Giampietri, 2005)  y la reducción de la 

fertilidad, la cual va acompañada con la disminución del comportamiento de copula,          

( Robertson ,2002). 

Se ha observado en espermatozoides con poca movilidad, una disminución 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 absorción de fluidos en los conductos aferentes, 

la red testicular y los túbulos seminíferos, a consecuencia de esta alteración de la dinámica 

de los fluidos, estos se acumulan  en los testículos dañando el epitelio germinal de los 

conductos seminíferos 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 β 

también se une a los ERα,  su efecto es dosis dependiente, en dosis bajas actúa como 

agonista estrogenito y a dosis relativamente altas actúa como antagonista estrogénico, lo 

que produce un bloqueo del receptor. (Jacob et al. 2001, Whitten et al. 2002).Además se ha 

reportado su efecto antagónico sobre la aromatasa y la 17βHSD también íntimamente 

ligadas a la producción de estrogenos (Rice,  2008). 

En el presente estudio se han descrito cambios tanto en la morfología testicular, como es el 

aumento del lumen en los túbulos seminíferos, la reducción del numero de células 

germinales , la disminución tanto de la cuenta espermática, como de su concentración, el 

incremento en alteraciones en la morfología 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 día, induciendo 

apoptosis, la cual es mediada por factores locales independientes al eje hipotalamo-
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hipofisis-testículo, como lo es el bloqueo de la acción paracrina y/o autocrina de los 

estrogenos( Assinder 2007). 

En los animales ERα, ERαβKO 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 testículo, en el Sistema Nervioso Central del perro se ha demostrado la 

existencia de ERα en los núcleos ventromedial y preóptico medio del hipotálamo. Estas 

regiones anatómicas están relacionadas con el olfato y el comportamiento sexual (Whitten, 

2001). De igual manera, se ha demostrado la expresión y acumulo de ER β en sitios 

relacionados con el comportamiento como la región preóptica, implicada en la conducta 

sexual del macho, además del núcleo ventro medial, la amígdala y el bulbo olfatorio (BO) 

que intervienen en la modulación de la excitación sexual (Bodo and Rissman, 2006; 

Simpson and Davis ,2000), en ratones hembra se ha encontrado que el coumestrol antagoniza 

los efectos neuroendocrinos de los estrógenos a través del receptor estrogénico tipo α 

(Jacob et al. 2001). 

El aumento en el período 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 ERαβKO, lo que indica que ambos receptores se 

complementan para que el comportamiento sexual se lleve a cabo(Simpson and Davis 

2000). La capacidad de unión del COU a ambos receptores y su acción antagónica hacia 

los mismos puede estar relacionada con las alteraciones en la conducta de exploración 

olfatoria a las secreciones de moco cervical de hembras en celo. 

En el presente estudio se observó la presencia de receptores estrogénicos en el testículo de 

perro, y que el tratamiento de perros con una dosis de 300µg/kg de COU durante cuatro 

semanas tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico, además ocasiona alteraciones en 

la morfología testicular y en la en la conducta de exploración olfatoria, todas ellas 

derivadas de alteraciones asociadas a diversos efectos negativos que tiene el coumestrol  

sobre la producción y detección de estrogenos que favorece el aumento de la apotosis a 

nivel epitelio germinal y la perdida del comportamiento sexual.   
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Resumen de resultados y discusión 
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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 vía oral, que interfiera con la respuesta 

sexual del macho, disminuya el conteo de espermatozoides eyaculados y que estos tengan 

alteraciones en su morfología, será una herramienta útil para el control de la reproducción 

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 había sido explorado por ningún grupo de investigación, lo 

cual deja campo fértil para la investigación 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 única para inducir alteraciones 

reproductivas,  y la duración 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 niños, además de encontrar un antídoto para hacer más 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 

específicos sobre sistemas como el endocrino, vascular y óseo, de la misma manera 

explorar el comportamiento sexual con más detalle y evaluar cual es su mecanismo de 

acción. 

En este trabajo se han dado los primeros pasos en el desarrollo de una metodología alterna 

no letal a base de coumestrol para el control de la población canina, queda mucho camino 

por recorrer para lograr frutos en la prevención y control de la sobrepoblación canina y con 

ello la reducción de los problemas de salud pública 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agresión hacia 

el humano 

Problemas de 

comportamiento

Características 

del animal ( no 

agresividad o 

enfermedad) 

Salud del 

propietario 

Agresión hacia 

otros animales 

Animales 

enfermos 
Cambio de casa 

Necesidades 

personales 
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Cuadro 2. Agresiones por perro en diferentes países. 

 

País Incidencia anual 
Casos/habitantes 

Edad en años 
mas frecuente de 

agresión 

Localización de 
la agresión Referencia 

Australia ND 0-4 cara 

Sacks and 
Kresnow 1996. 

Ozanne-Smith et 
al. 2001. 

Bélgica 22/1000  <15 ND De Keuster et al. 
2005. 

España ND <13 cabeza, cara Mendez et al. 
2002. 

Estados Unidos 18/1000 <14 ND 
Guy et al. 2001. 

Patronek and 
Rowan 1995. 

México 1.15/1000 <19 ND Abascal 1997. 

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

sus complicaciones (modificada de Howe 2006).  

Hembras Complicaciones Machos Complicaciones 

Ovario histerectomía 

por línea media 

Hemorragia, 

síndrome de ovario 

remanente, piómetra 

del muñón, fístula, 

infección. 

Orquiectomía 

Hemorragia, 

hematoma y/o 

inflamación del 

escroto, infección. 

Ovario histerectomía 

por el flanco 

 

Hemorragia, 

síndrome de ovario 

remanente, piómetra 

del muñón,  

infección 

 

 
Vasectomía 

 
 
 

 
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 (-). 

PERRO 
SEMANA 

“0” 

SEMANA 

“1” 

SEMANA 

“2” 

SEMANA 

”3” 

SEMANA 

“4” 

1 +++ ++ + - ++ 

2 +++ ++ +++ - - 

3 +++ ++ ++ - - 

4 +++ ++ ++ ++ ++ 

5 +++ ++ ++ + ++ 

6 +++ + ++ ++ + 

7 +++ ++ + + + 
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Cuadro 5.- Alteraciones en la morfología espermática.  

Cada semana se obtuvo semen y realizo la evaluación morfológica, los datos se expresan 

en porcentaje ± Desviación Estándar  y fueron analizados con un ANOVA de mediciones 

repetidas P<0.01. 

 

 
Dia 0 7 14 21 28 

Alteraciones morfológicas totales (%) 

Control 17±2 14±5 18±5 13±5 16±4 
Coumestrol 15±3 37±19 43±17 60±20 65±13 

Alteraciones por origen (%) 

Espermatogénesis* 
      

Control 13±4 10±5 10±6 11±6 11±5 
Coumestrol 9±3 23±19 21±8 39±17 46±15 

Epididimales*  

Control 3±2 4±2 7±6 2±1 4±3 
Coumestrol 6±4 14±6 17±11 17±6 15±5 
 
*Los tipos de alteraciones en los espermatozoides por origen se muestran en el Anexo 
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Cuadro 6.-Morfometría testicular. Se muestra el valor de la media del número de células 

presentes en los túbulos examinados y el espacio entre túbulos seminíferos de los grupos 

Tratados y Testigo con su desviación estándar. 

 

 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 

Espermátides 
Redondas 43±22 108±26 P = 0.001 

Espermátides 
Alargadas 14±10 47±20 P = 0.001 

Espacio entre 
túbulos (µm) 124±99 58±40 P = 0.02 
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Cuadro 7.- Área del epitelio germinal de los túbulos seminíferos y epidídimo. 
 
 

 
Área Mayor X106 µ 

 
Área Menor X106   µ 

Epitelio germinal 
Tratados 14.36±9.61 12.28±10.98 

Epitelio germinal 
Testigos 40.11±0.73 58.01±1.14 

Prueba de “t” 
Túbulos seminíferos P = 0.001 P = 0.001 

Epidídimo 
Microvellosidades 

Tratados 
5.8±1.6 3.8±1.0 

Epidídimo 
Microvellosidades 

Testigos 
17±4.6 11.4±2.7 

Prueba de “t” 
Epidídimo P = 0.001 P = 0.001 
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Cuadro 8.-Detección de receptores estrogénicos en testículo de perro. 

Empleando inmuno histo química (IHQ) y fluorescencia por unión del receptor al 

coumestrol.  

 IHQ Fluorescencia 
Células de Leydig + + 

Células peri tubulares ND ND 
Red testicular + + 

Conductos 
aferentes 

Células 
ciliadas + + 

Células NO 
ciliadas + + 

Epidídimo 
 

Músculo 
peri 

tubular 
ND ND 

Tejido 
conectivo + + 

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 así 

sucesivamente (++)a la semana 2, (+) a la semana 3 y finalmente (-) a la semana 4. el 

cambio de color es directamente proporcional a la concentración de espermatozoides en el 

eyaculado. 
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Figura 2.- Motilidad espermática de los perros tratados con coumestrol. 

Conforme el tratamiento semanal con coumestrol avanzo, el porcentaje de 

espermatozoides con motilidad fue reduciendo ( P<0.05). 
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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 concentración de los perros tratados con 

coumestrol. 

Conforme avanza el tratamiento con coumestrol la cantidad de espermatozoides 

eyaculados y su concentración se reduce (P<0.01) 
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Figura 5.- Diferentes alteraciones en la morfología espermática 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.- Concentración espermática total, sin y con alteraciones morfológicas en 

perros tratados con coumestrol.  

Se observa que conforme avanza el tratamiento la concentración espermática disminuye y 

aumenta la cantidad de espermatozoides con alteraciones en su morfología (P<0.01). 
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Figura 7. Frecuencia de exploración olfatoria de perros tratados con coumestrol. 

Perros adultos clínicamente sanos se retaron contra recipientes conteniendo secreciones 

cervicales de hembras en estro (probando) o solución salina (SSE). Los valores al inicio 

del estudio se consideraron como valores basales. De la semana 1 a 4 se administró por vía 

oral a cada perro una dosis/semana (300µg/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 alcanzó en la tercera semana del experimento  (P<0.005). 
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Figura 9. Morfometría testicular de los perros testigo y tratados con coumestrol.  

Se redujeron los diferentes tipos celulares en el túbulo seminífero 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. Morfología de túbulos seminíferos de los animales testigo y tratados con 

coumestrol. 

Se observa en la cuadro A un túbulo seminífero activo (20X) donde se puede apreciar el 

epitelio germinal integro,  comparado con el túbulo de un animal control (20X) donde no 

se aprecian células germinales  y existe vacuolización del epitelio. En A1 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.-Morfología del epidídimo de animales control y tratados con coumestrol. 

A3 corresponde a un animal del grupo testigo, la flecha indica el lumen del epidídimo con  

micro vellosidades en todo su espesor (40X), B3 es una muestra de animales del grupo 

tratado, la flecha señala que no hay presencia de micro vellosidades (40X). En A4 se 

muestra una vista panorámica (10X) de una muestra de epidídimo 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 epidídimo.   
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Figura 12.- Morfometría de túbulos seminíferos del grupo control y tratado con 

coumestrol.  

A5 se muestra vista panoramica 10X de túbulos seminíferos del grupo testigo, se ha 

marcado los diámetros  y perímetros, al igual que en B5 el cual corresponde a un epitelio 

de los animales tratados (barra=100µm). 

A6 se distinguen los diferentes tipos celulares del epitelio germinal de los animales testigo: 

Células de Sertoli (CS), espermatogónia (EZG), espermatocíto (ECT), espermátide 

redonda (ER) y espermatozoides ( EZP), comparados con  B6 del grupo tratado. 
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Figura 12.- Morfometría de túbulos seminíferos del grupo control y tratado con 

coumestrol.  

En las fotos A7 (testigo) y B7 (tratado) se han marcado las áreas  que ocupan las micro 

vellosidades (estereocilios). En A8 (testigo) y B8 (tratado) se muestran microfotografías 

con amplificación donde se marca la longitud de las micro vellosidades donde se  nota la 

disminución de las mismas en el epitelio del lumen del epidídimo, de la misma manera se 

identifican en rojo las células básales y en azul las células cilíndricas altas. 
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Figura 14. Epitelio de los túbulos aferentes de un perro del grupo testigo y uno del 

grupo tratado.. 

En la cuadro A9 se muestra el epitelio de los túbulos 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. Detección de receptores estrogénicos en testículo de perro mediante 

inmunohistoquímica. Microfotografía de túbulo seminífero y espacio intersticial A11 en 

la cual se detecta fuerte señal 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 señal.  En A12 se detecta presencia de receptores estrogénicos en las células 

intersticiales de Leydig, contrastado con la nula señal el las mismas células en el control 

negativo  B12. 
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Figura 16.- Detección de receptores estrogénicos mediante inmunohistoquímica en 

epidídimo y conductos aferentes:  

Se observa fuerte señal (colores sepia) en el tejido conectivo del epidídimo de los animales 

del grupo tratado (cuadro A13) mientras que en la imagen del control negativo B13 no se 

detecta señal en el tejido. En B14 se observa fuerte señal para receptores estrogénicos en el 

epitelio y tejido peri tubular de los túbulos aferentes. 
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Figura 17.- Intensidad de señal fluorescente en testículos de perros tratados y no con 

coumestrol. 

Los testículos del grupo tratado fluorescieron de manera significativa comparados con los 

del grupo testigo (P<0.001). 
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Figura 18.- Detección de receptores estrogénicos unidos a coumestrol en túbulos 

seminíferos 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 testículo de cuadros A15, comparado con testículo de un perro del 

grupo testigo, donde únicamente se observa el fondo celular B15, de manera similar se 

observa señal fluorescente en el tejido conectivo del epidídimo de la muestra del grupo 

tratado A16 contrastado con la señal negativa de la muestra del grupo testigo B16. 
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Figura 19.- Detección 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 estadísticamente demostrables 

durante el tiempo de tratamiento (P>0.05). 
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Efecto del coumestrol sobre la producción espermática y la conducta de 
exploración olfatoria de perros estimulados con moco vaginal estral 
 
Juan José Pérez-Rivero∗ ,**, José Juan Martínez-Maya∗∗, Mario Pérez-Martínez∗∗∗, Álvaro 
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 μg/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 m2 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 

x106 to 57.6  ± 50.4 x106 at week 4 and the abnormal sperm morphology increased from 

14.7 ± 3.3 %  at 0 week to 60.0 ± 20%. In conclusion, 300 μg/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 sobrepoblación canina es un problema importante de salud pública debido a la 

transmisión de enfermedades zoonóticas  y las agresiones hacia el humano. En el diseño de 

programas para controlar la población canina se requiere del conocimiento de su 

distribución, comportamiento  y metodologías combinadas para tener éxito. El coumestrol 

es un fitoestrógeno que induce alteraciones en el aparato reproductor de los machos al 

unirse a los receptores estrogénicos alfa y beta, en donde actúa de manera dosis 

dependiente como agonista o antagonista. Estos receptores también existen en las 

estructuras del sistema nervioso que regulan el comportamiento sexual, como la región 

preoptica, núcleo ventro medial, la amígdala y el bulbo olfatorio. En este estudio se 

administró coumestrol (300µg/kg)  por vía oral a perros machos, una vez por semana 

durante cuatro semanas; los perros se colocaron por 5 minutos en un área aislada de  9 m2 

en donde se colocó un frasco conteniendo secreciones vaginales obtenidas de perras en 

estro y otro con solución salina estéril. Se registró el tiempo de latencia de los perros para 

olfatear cada frasco, su frecuencia de respuesta y la frecuencia con que se presentó 

conducta de marcaje en respuesta al estímulo. Una vez concluido el experimento se obtuvo 
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semen y se evaluó. Se encontró diferencia significativa (p < 0.005) en el período de 

latencia y frecuencia con la que el macho se acercó a oler las secreciones vaginales y el 

conteo espermático disminuyó de 518.4 ± 215.4  X 106 al inicio del estudio a 57.6 ± 50.4 

X 106  en la semana 4 y el porcentaje de anormalidades espermáticas aumentó 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 

exploración olfatoria y tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico. 

Palabras clave: EXPLORACIÓN OLFATORIA, COUMESTROL, PERROS, 

PRODUCCIÓN ESPERMÁTICA, MOCO VAGINAL. 

 

Introducción 
 
Los perros son una especie prolífica con características reproductivas particulares. Se ha 

estimado que en seis años una perra y sus crías tienen el potencial para producir  67 mil 

nuevos perros1,2 en este contexto la sobrepoblación de perros que deambulan libremente en 

la calle constituye un problema de salud pública  como en la Ciudad de México.  3  

Los riesgos que implica la sobrepoblación canina estriban en que esta especie 

padece varias enfermedades de tipo zoonótico, como  rabia, 4 leptospirosis, 5 y distintas 

parasitosis6. Los perros pueden en ocasiones transmitir este tipo de enfermedades al 

humano, ello aunado a los casos de agresiones físicas que en ocasiones inflingen, en las 

que los niños son  afectados con mayor frecuencia. 7,8 

La elaboración de programas de control de la población de perros callejeros 

requiere del conocimiento de su distribución, patrones de comportamiento,  así como del 

empleo de metodologías combinadas para lograr dicho objetivo con éxito. 

Además de la esterilización quirúrgica en ambos géneros y la inyección 

intratesticular de diferentes agentes químicos, las estrategias para poder controlar la 
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función reproductiva de esta especie incluyen el uso de diferentes preparaciones proteicas 

de la zona pelúcida porcina, 9 de la hormona liberadora de gonadotropinas o incluso de las 

propias gonadotropinas. 10  Actualmente se estudia el uso de algunos fitoestrógenos para el 

control reproductivo en especies silvestres. 11 En este sentido dentro de la lista de 

fitoestrógenos 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.12 El coumestrol (68.8 mg/kg de alfalfa seca) altera el aparato reproductor de bovinos  

y ovinos, 13  presentándose en hembras folículos hemorrágicos, útero turgente, retención 

placentaria y disminución de la libido en los machos. 14 

Además, se ha notificado que el coumestrol administrado en dosis de 100 μg/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 síndrome 

anovulatorio. Los efectos aditivos del coumestrol se han observado cuando ingresan por 

vía oral y no por la vía parenteral, esto último a consecuencia de la prolongada vida media 

de eliminación. Yamada (1999) propone que este compuesto sufre modificaciones en su 

estructura donde intervienen bacterias residentes en el tracto digestivo, procesos de 

absorción y reabsorción en el hígado, transporte en arterias y venas para su acumulación y 

desecho en la orina. 15 En machos  se ha informado que ocasiona una disminución 

importante de peso y de la libido. 16,17 

El COU se une a los receptores estrogénicos beta (ERß) con mayor afinidad que el 

17β estradiol así como  a los receptores estrogénicos alfa (ERα) con menor afinidad y tiene 

efectos agonístas o antagónicos sobre ambos receptores, dependiendo de la dosis 

administrada. 18 
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Asimismo, los ERß se expresan en diferentes regiones en el testículo asociados con 

la espermatogénesis, como lo son los conductos eferentes, epidídimo y conductos 

deferentes, además de la próstata. 19 Igualmente, se ha demostrado su expresión y 

acumulación en sitios relacionados con el comportamiento  como la región preóptica, 

implicada en la conducta sexual del macho, además del núcleo ventromedial, la amígdala y 

el bulbo olfatorio (BO), que intervienen en la modulación de la excitación sexual. 20,21 

El sistema olfatorio de los mamíferos tiene la capacidad de detectar diferentes 

moléculas22 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,23 por ejemplo 

la inducción del reflejo de Flehmen en muchas especies de rumiantes. 24 Esa misma señal 

es captada por diversos sistemas quimiosensoriales, como el epitelio olfativo principal, el 

cual, está formado principalmente por neuronas sensoriales olfatorias ciliadas, cuyas 

proyecciones llegan al BO y al órgano vomeronasal. 25,26 

La capacidad de los perros para detectar y asociar olores específicos está bien 

documentado 27-29 incluso desde el nacimiento pueden asociar olores de los alimentos a los 

que su madre fue expuesta durante la gestación. 30  La detección de feromonas no es la 

excepción, éstas contienen elementos volátiles de bajo peso molecular, capaces de ejercer 

una acción atrayente desde distancias considerables a los machos  hacia las hembras en 

celo, estimulando la conducta de monta. 23 

A partir de las secreciones de moco vaginal de las hembras en estro, se ha podido 

aislar una feromona identificada químicamente como  metil p-hidroxibenzoato la cual es 

capaz de atraer  sexualmente a perros machos. 31,32 
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del  COU administrado por vía oral 

sobre la producción espermática y la conducta de exploración 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 

diagnóstico de su estado fisiológico por citología vaginal exfoliativa 31,32  Para este fin se 

colectaron durante tres días con hisopos estériles las secreciones contenidas en el vestíbulo 

vaginal de las perras, las puntas de algodón impregnadas se depositaron en frascos viales 

estériles que se mantuvieron cerrados a -20ºC, hasta que fueron usados para el 

experimento. 

La evaluación del efecto de las secreciones vaginales se realizó de acuerdo con el 

criterio descrito por Goodwin et al. 33  El experimento se realizó utilizando cinco perros 

mestizos clínica y reproductivamente sanos de 1.5 a 3 años de edad y con un peso 

promedio de 10.1 ± 3.3kg. En estos machos se verificó la ausencia de anticuerpos contra 

Brucella canis mediante la prueba de aglutinación 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. 34  

Antes de recibir el tratamiento con COU, se determinaron en los perros los 

parámetros a evaluar en el estudio: a este periodo se le consideró la semana cero de tal 

manera que cada perro fuera su propio control y así 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 administró por vía oral una dosis semanal de 300µg/kg de COU, durante cuatro 

semanas. 
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Los experimentos se efectuaron en una habitación vacía y  limpia de 9 m2. En ésta 

se colocaron en el suelo y equidistantes al único 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 contenía las secreciones vaginales y el otro frasco solo incluía puntas de 

algodón humedecidas con solución salina estéril (SSE). 

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

cinco minutos, tiempo en que se observó y se registró con un cronómetro la latencia de 

respuesta la cual se definió como el tiempo que tardó cada animal en manifestar interés por 

explorar olfatoriamente el contenido de los recipientes y el número de veces que se 

aproximó a cada uno de los dos frascos por mas de cinco segundos. Además, se registró el 

número 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 habitación,  con hipoclorito de sodio y ventilación por al menos dos horas 

antes de hacer la evaluación del siguiente perro.  

Una vez concluido el experimento, mediante estimulación manual se colectó semen 

de cada perro en un cono colector de nailon 35. En cada eyaculado se determinaron de 

manera manual, empleando un microscopio de contraste de fases y un  hemocitómetro, los 

números totales de espermatozoides y de espermatozoides con alteraciones morfológicas 

36,37.  

Para el análisis estadístico de los resultados se empleó un análisis de varianza de 

mediciones repetidas, comparando el número total de espermatozoides de cada perro 

durante las semanas del experimento; asimismo, se comparó el periodo de latencia, la 

frecuencia de respuesta de la conducta de exploración olfatoria  así como del marcado de 

territorio con orina mediante prueba de Friedman de mediciones repetidas.  Todo con las 

facilidades del programa de estadística SAS (SAS Institute, Cary, NC). 38,39 
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Resultados  

La frecuencia de olfateo del recipiente con las secreciones vaginales disminuyó 

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 observó 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 período de evaluación. 

El tiempo de latencia de respuesta de los perros hacia las secreciones vaginales 

aumentó de manera significativa de la semana 1 a la 3 y se mantuvo en la semana 4. De la 

misma manera, aumentó 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 número total de espermatozoides eyaculados éste disminuyó de manera 

significativa (P< 0.005) al pasar de  518.4 ± 215.4 x 106 la semana “0” a 57.6 ± 50.4 x 106  

hacia la semana 4. El porcentaje de espermatozoides que presentaron alteraciones en la 

morfología espermática pasaron de 14.7 ± 3.3 % en la semana cero a 60.0 ± 20.0 % en la 

semana cuatro (P< 0.005).  

Discusión 

Los estrógenos son esenciales para la espermatogénesis. En el modelo experimental  de 

ratones deficientes a los ERα (ERαKO) se ha observado que son infértiles, debido a que el 

ERα está presente en los conductos deferentes, importantes para la reabsorción de fluidos 

provenientes de la red testicular. 40 

La capacidad del COU para unirse a los ERα y ERß es conocida.41 En los perros, 

ambos tipos de receptores se hallan en los testículos, 42 por lo que este  fitoestrógeno puede 

actuar sobre ellos dependiendo de la dosis que se administre, como antagonista estrogénico 
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sobre el Erα. Esta interacción induce un estado similar al del ERαKO en lo que se refiere a 

la reabsorción de fluidos a nivel de los conductos deferentes. Este efecto induce la 

reducción del número de espermatozoides que ingresan al epidídimo. Como consecuencia 

de la alteración de la dinámica de los fluidos, éstos se acumulan  en los testículos dañando 

el epitelio germinal de los conductos seminíferos y, por ende, alteraciones en el desarrollo 

de los espermatozoides 40,43.  En este estudio no se efectuó la evaluación histopatológica de 

los testículos, sin embargo, al igual que lo informado por Hess y colaboradores40, 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 ERα en los núcleos ventromedial y preóptico 

medio del hipotálamo. Estas regiones anatómicas están relacionadas con el olfato y el 

comportamiento sexual. En ratones hembra se ha encontrado que el coumestrol antagoniza 

los efectos neuroendocrinos de los estrógenos a través del receptor estrogénico tipo α .44  

El aumento en el período 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.16   La pérdida del comportamiento sexual en ratones se observa en los modelos 

experimentales ERαβKO, ello indica que ambos receptores se complementan para que el 

comportamiento sexual pueda llevarse a cabo.21 La capacidad de unión del COU a ambos 

receptores y su acción antagónica hacia éstos puede estar relacionada con las alteraciones 

en la conducta de exploración olfatoria a las secreciones de moco cervical de hembras en 

celo que se encontraron en el presente estudio.     

Además de las alteraciones en la respuesta a feromonas, en el presente estudio se 

observó que el tratamiento de perros con dosis de 300 µg/kg de COU durante cuatro 

semanas tiene un efecto oligospérmico y teratospérmico. En conjunto, los cambios 

etológicos y en las características morfológicas de los espermatozoides observados en este 
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estudio indica que potencialmente el uso de COU podría 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 vía 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 fisiología y endocrinología del perro, para 

delimitar su utilidad para este fin y determinar sus posibles efectos secundarios. 
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Figura 1. Frecuencia de exploración olfatoria de perros tratados con coumestrol.  
Perros adultos clínicamente sanos se retaron contra recipientes conteniendo secreciones 
cervicales de hembras en estro (probando) o solución salina (SSE). Los valores al inicio 
del estudio se consideraron como valores básales. De la semana 1 a 4 se administró por vía 
oral a cada perro una dosis/semana (300 µg/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 solución 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 alcanzó en la tercera semana del experimento                (P < 
0.005).  
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Figura 3. Número total de espermatozoides en eyaculados obtenidos de perros tratados 
con coumestrol. Cinco perros clínicamente sanos se eyacularon después de hacer la 
evaluación conductual. Se determinó el número total de espermatozoides y  el de los 
espermatozoides con alteraciones morfológicas. Cada barra corresponde al promedio de 
los cinco animales ± DE.  
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Figura 4. Morfología 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 señala una gota proximal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



90 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



91 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



92 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



93 
 

 
 
 
 
 
 
 



94 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



95 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



96 
 

 
 
 
 
 
 
 



97 
 

Presentaciones en congresos 
III ACC&D of non surgical contraceptive methods  

 
 
 

 
 
 
 



98 
 

 
Congreso Internacional de Epidemiología AMEV 2007 

 



99 
 

Cuadro anexo 1   
 
 
 
 
Calificación de Johnsen Criterio de evaluación 

10 
Espermatogenesis completa; algunos espermatozoides, 
epitelio germinal organizado, lumen abierto en el túbulo 
seminífero, suficientes espermátides redondas 

9 
Algunos espermatozoides, epitelio germinal 
desorganizado, con disminución  u obliteración del 
lumen del túbulo seminífero 

8 Entre 5 y 10 espermatozoides en el túbulo seminífero 
7 No hay espermatozoides, pero si hay espermátides. 

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

5 No espermatozoides, no espermátides pero varios 
espermatocitos presentes 

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

3 Solo espermatogonias 
2 Solo células de Sertoli 
1 Sin células 

 
Criterio de Johnsen para cuantificar la espermatogénesis en cortes histológicos de 
testículo, 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 

 
Detección de coumestrol unido al receptor estrogénico en testículo de perro, mediante 

el empleo de microscopia confocal. 
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