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Resumen

Los fitoestrogenos son compuestos no esteroidales derivados de las plantas, los
cuales tienen actividad similar a los estrégenos. El coumestrol pertenece al grupo
de los coumestanos y se conoce que tiene alta actividad estrégenica. Los
fitoestrégenos tienen la capacidad de unirse a los receptores estrogénicos; los
mecanismos por los cuales pueden actuar los fitoestrégenos es porque al unirse
con los receptores estrogénicos estos actian como agonistas y/o antagonistas
estrogénicos dependiendo de la dosis empleada. Su efecto depende de factores
como la especie, el nivel reproductivo del individuo, el tiempo de exposiciéon y/o
la via de administracion. Cuando son consumidos en cantidades elevadas pueden
alterar el comportamiento sexual, asi como generar cambios anatémicos y
tisiol6gicos de los 6rganos reproductivos. En este estudio se propuso determinar la
efectividad del coumestrol, administrado por via oral a dosis tinica de 600 pg/Kg
de peso, para producir cambios en la conducta sexual, inducir oligospermia y
teratospermia en perros machos adultos. Se estudiaron 5 perros tratados con
coumestrol y 3 perros testigos semanalmente durante 9 semanas; se evalué el
comportamiento sexual, la concentracion y morfologia espermaética. Los resultados
no mostraron cambios significativos (P>0.05) en el volumen del eyaculado, pH,
concentracién espermdtica, tamafio de ambos testiculos. Sin embargo, se
encontraron cambios significativos (P<0.05) en el porcentaje de motilidad, en
alteraciones de la morfologia espermatica y el tiempo que tardaron en acercarse a
la feromona. Se concluye que la administraciéon de una dosis de 600 ng/Kg de
coumestrol por via oral en perros machos no produce cambios significativos en el
comportamiento, sin embargo produce cambios en el porcentaje de motilidad y
morfologia espermatica.

PALABRAS CLAVE Coumestrol, receptores estrogénicos, agonista, antagonistas,
comportamiento.



Abstract

Phytoestrogens are nonsteroidal compounds derived from plants, which have
estrogen-like activity. The coumestrol belongs to the group coumestans and is
known to have high estrogenic activity. Phytoestrogens have the ability to bind to
estrogen receptors, the mechanisms by which phytoestrogens may act is that by
binding with estrogen receptors they act as agonist and / or anti-estrogenic,
depending on the dose used. Its effect depends on factors such as species, the
reproductive level of the individual, the exposure time and / or route of
administration. When consumed in high amounts can alter sexual behavior, and
generate anatomical and physiological changes of the reproductive organs. In this
survey was to determine the effectiveness of coumestrol, orally administered
single dose of 600 mg / kg, to effect changes in sexual behavior and induce
oligospermia teratospermia in adult male dogs. 5 dogs were studied coumestrol-
treated and 3 control dogs weekly for 9 weeks and assessed sexual behavior, sperm
concentration and morphology. The results showed no significant changes (P>
0.05) in ejaculate volume, pH, sperm concentration, size of both testicles. However,
significant changes were found (P <0.05) in the percentage of motility, alterations
in sperm morphology and the time it took to approach the pheromone. We
conclude that administration of a dose of 600 mg / kg oral coumestrol in dogs
produced no significant changes in behavior, yet it produces changes in the

percentage of sperm motility and morphology.

KEYWORDS coumestrol, estrogen receptor, agonist, antagonist, behavior



1.0 Introducciéon

Desde la antigtiedad el hombre ha estado en estrecha relacién con los
canidos, esto tiene sus origenes en la domesticacion de los animales.
Inicialmente, los perros fueron de importancia para ayudar al ser humano en
diversas tareas como los combates, traccion de trineos, la caza entre otras.

En la actualidad, los perros se han utilizado para actividades como son:
guardia y proteccion, deteccion de drogas, lazarillos y como animales de
compania.

Desafortunadamente no todos los perros tienen duefio responsables
algunos inicialmente contaron con un hogar y un duefio, pero por diversos
motivos son abandonados en las calles; otros salieron de sus hogares y no
pudieron regresar; no importando cudl sea el motivo, estos perros se convierten
en perros sin duefio que deambulan por la calle. Existen diversas clasificaciones
para nombrar este tipo de perros entre ellas la que realiz6 la Organizacion

Mundial de la Salud en el afio de 1990:

1. Perros restringidos o supervisados. Son perros que son completamente

dependientes de sus duefios y sus movimientos son restringidos.

2. Perros de familia. Perros dependientes de sus duefios, con movimientos

parcialmente restringidos.

3. Perros del vecindario o comunales. Perros parcialmente dependientes del

humano, con movimientos no restringidos.
4. Perros ferales. Perros independientes los cuales se pueden alimentar de

basura, los cuales sus movimientos son no restringidos.

Por su parte en México la Ley de proteccién a los animales del Distrito
Federal y la Ley General de Vida Silvestre ptblicada en el Diario Oficial de la
Federacion (Julio 2000) mencionan que los animales ferales son especies
domesticas que al estar fuera del control del hombre, se establecen en su hébitat
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natural el cual comparten con fauna silvestre. El término de perro feral puede
ser sustituido por algunos autores por el término de perros callejeros (Torres,
2006).

En la Ciudad de México, (D. F.) en el 2003 se calculé que existia una
poblacién de perros de aproximadamente un millén 393 mil perros, lo que nos
da una media de un perro por cada 7 habitantes (Gobierno del Distrito Federal

2003)

1.1 Problemas de salud publica

La sobrepoblacién de perros representa un problema de salud publica ya
que al deambular por la via publica pueden ser reservorios de enfermedades
zoonoticas como la rabia, brucelosis, leptospirosis (Suk, et al 2006), parasitosis
(Dypilidium caninum, Dirofilaria immitis y Toxocara canis), entre otras (Acha PN,
1986). Lo anterior, aunado a la gran cantidad de excretas y orina que son
liberadas al ambiente, sobre todo si se calcula que al dia en promedio en el D. F.
se generan hasta 696,915 kg de excremento y 1,222,388 litros de orina al dia
(Gobierno del Distrito Federal, 2003), ocasionando asi un problema grave de

contaminacion ambiental.

2.0 Aspectos Conductuales
2.1 Agresividad

Dentro del comportamiento de los perros estos en ocasiones expresan
agresividad dirigida hacia las personas; para esta conducta agresiva la Sociedad
Americana de Veterinarios Especialistas en Comportamiento Animal (AVSAB)
propuso una clasificacion con la finalidad de proporcionar un diagnoéstico y

tratamiento adecuado.



En esta clasificacion encontramos los siguientes tipos de agresividad:
I.  por miedo

II.  intrasexual
III.  por dominancia
IV. maternal
V.  por proteccién del propietario
VI.  territorial

VII.  por causa organica

VIII.  por proteccién de recursos
IX. depredadora.

La agresividad por dominancia tiene diferentes causas como las de

naturaleza genética; por aprendizaje la cual se manifiesta mas cuando los
animales llegan a su madurez sexual. Ademas, existen factores hormonales por
la accion de los andrégenos en el sistema nervioso central, este tipo de agresion
se observa mads en perros machos que no han sido castrados.
La agresividad por miedo se presenta principalmente hacia personas que son
desconocidas para el animal, al igual que en la agresividad territorial, pero esta
tltima se presenta cuando la persona desconocida penetra en el territorio del
perro (Galindo, 2004).

Por otra parte, cuando los animales entran en celo se tornan agresivos, es
de tipo circunstancial y estd dirigida a individuos de la misma especie y sexo,
sin embargo, la presencia de personas puede alterar su comportamiento y
canalizar la agresiéon hacia ellos, por miedo o por dominio de territorio
(Manteca, 2003). En el macho es donde se presenta mas la agresion
intraespecifica (Mertens, 2006), lo anterior puede generar un aumento en el
nimero de mordidas hacia las personas. En México la Secretaria de Salud
registra 110 mil agresiones al afio lo que implica que 46 mil personas reciban
atencion preventiva contra rabia, generando un costo de 16.8 millones de
atenciéon médica y el costo por vacuna representa un poco mas de 30 millones

de pesos (Oscar Velasquez 2006).



2.2 Marcaje de territorio

Otra problemaética es el marcaje de territorio, el orinar dentro de la casa
se observa mas en los machos sexualmente activos. En el perro una feromona
sexual es producida por la hembra la cual sirve para que el macho identifique
que se encuentra receptiva (Kustriz, 2005); esta es eliminada por la orina y
debido a su bajo peso molecular y a su caracteristica de ser volatil; puede ser
atrayente a un a distancias largas (Pérez-Rivero et al, 2009). La feromona en el
perro ha sido identificada quimicamente como metil-p-hidroxibenzoato.
(Goodwin, 1979).

El macho al captar la feromona presente en la orina de las hembras,
puede orinar encima de esta con la finalidad de sobreponer su olor y no tener
competencia con otros machos (Kustriz, 2005); ademas de que esta feromona
estimula la conducta de monta del macho (Goodwin, 1979).

La castraciéon es uno de los métodos utilizados en la practica clinica en
pequenias especies para controlar algunos comportamientos inadecuados de los
perros machos como el orinar (marcaje de territorio), el deambular por las
calles, la monta y las agresiones (Maarschalkerweerd, 1997). La técnica es
simple, minimamente invasiva, pero se requiere de equipo y personal

capacitado.

3.0 Control Reproductivo

Por lo anterior, es necesario buscar alternativas viables que permitan
inhibir la reproduccién en los canidos domésticos y la disminucién de los
animales callejeros. El control de la reproducciéon en la actualidad tiene un
enfoque dirigido a cuestiones de ética y de bienestar animal. Por lo que se
deben de considerar diversos aspectos, antes de elegir un método de inhibicién
de la reproduccién que sea eficiente y esté acorde a los principios de bienestar

animal y de protecciéon del medio ambiente que la sociedad moderna exige.
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3.1 Métodos de esterilizacion en caninos

Tradicionalmente la esterilizacion de animales de compafiia se han
realizado por métodos quirdrgicos, pero también existen los métodos no
quirargicos como lo son los farmacolégicos o fisicos que permiten realizar la

anticoncepcion en el macho.

3.2 Esterilizacion quirargica

Existen diferentes métodos para el control de la fertilidad, en caninos
machos, el mdas comin es la esterilizacion quirdrgica (vasectomia y
orquiectomia) (Sorribas, 2005); estas se utilizan para disminuir Ia
sobrepoblacion de animales de compafila y la orquiectomia de manera
adicional es de utilidad, para prevenir enfermedades como la hiperplasia
prostatica no benigna (Howe L.M, 2006). El costo de este tipo de técnica no es
muy elevado en promedio 900 pesos; pero se requiere de personal capacitado y
de instalaciones adecuadas para poder realizarlo, y de esta forma evitar
complicaciones secundarias como pueden ser, en el caso de la orquiectomia, la
presencia de hemorragia, hematomas, inflamacion del escroto o infecciones, por
realizar de manera inadecuada el procedimiento quirtrgico (Howe, 2006).
Mientras que en la vasectomia, un inconveniente es la persistencia del
comportamiento sexual, debido a que contintan presentes las hormonas

sexuales.
3.3 Esterilizacién no quirargica.
Dentro de la esterilizacién no quirtrgica se encuentra la inyecciéon de

hormonas esteroides (andrégenos, progestagenos) la cual es una alternativa

para la supresiéon de hormonas que intervienen en la fertilidad; estas acttan



indirectamente a través de la inhibiciéon de la secreciéon de gonadotropinas,
principalmente la LH por lo que se ve afectada la espematogénesis (Kutzler et
al, 2006) En caninos machos la administracion de acetato de menengestrol
(MPA) a dosis de 4 mg/kg de peso diariamente durante 7 dias produce
pequeiias alteraciones secundarias en los espermatozoides, mientras que la
administraciéon subcutdnea de MPA a dosis de 20 mg/kg de peso provoca
cambios en la morfologia y motilidad espermética, lo que disminuyé la
reproduccién (Kutzler et al, 2006). En cambio, la administracién de andrégenos
ha sido mas eficaz que la de progestagenos; la aplicaciéon de propionato de
testosterona a dosis de 0.6 mg/kg de peso en caninos machos causé una
disminucién significativa en la motilidad espermatica a tres semanas de haber
sido administrada, ademads de persistir su efecto durante tres meses (Kutzler et

al, 2006)

Otro método es el inmunolégico a partir de la inmunizacién contra la
hormona luteinizante (LH) canina, utilizando LH bovina, la cual produce
anticuerpos que acttan contra la LH canina, anulando la eyaculacion
aproximadamente durante 6 semanas ocasionando una disminucién de la
funciéon reproductiva durante casi un afio (Sorribas, 2005). Otra es la
inmunizacién contra espermatozoides lo que afecta la fecundacién y la
fertilidad; los principales antigenos que se utilizan son el lactato
deshidrogenasa y acrosina, no se utiliza todo el espermatozoide por que
comparte varios antigenos con células somaticas (Kutzler et al, 2006). También
se ha utilizado la inyecciéon de agentes quimicos en el epididimo, testiculo o en
conducto deferente (Kutzler et al, 2006), como son: glicerol (Immegart, 2000),
gluconato de zinc, tanato de zinc o arginina de zinc, estos quimicos producen
azoospermia ya que al ser aplicados en la cola del epididimo causan irritacion,
inflamacién y cicatrizacién lo cual cierra la luz de los conductos deferentes de
forma irreversible. Una desventaja de este tipo de procedimiento es que el

aplicar un quimico directamente en el testiculo causa una respuesta
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inflamatoria local lo cual permite a las células linfoides acceder al tejido
testicular, lo que puede provocar una respuesta autoinmune (Kutzler et al
2006). Ademas se da un aumento de tamafio gonadal, lo cual no se ve estético
en los animales de compafiia, ademas de ser un procedimiento doloroso el cual
requiere que los animales sean anestesiados (Fahim et al. 1993). Otras
reacciones sistémicas que se pueden observar son ulceraciones, dermatitis
escrotal, automutilaciéon y letargo; sin embargo este tipo de castracion no

elimina las fuentes de testosterona. (Kutzler et al 2006).

4.0 Receptores Estrogénicos

Los receptores estrogénicos (ER) pertenecen al grupo de receptores
nucleares los cuales presentan una estructura modular (Pérez-Rivero et al.
2007); los receptores nucleares estan conformados por los receptores para
andrégenos (AR), estrégenos (ER), progesterona (PG), glucocorticoides (GR),
hormonas tiroideas (TR), para vitamina D3 (VDR), 4cido retinoico (RXR) y otros
receptores conocidos como huérfanos (OR) debido a que se desconoce el
ligando al cual responden (Robinson-Rechavi et al. 2003)

De los receptores estrogénicos se han identificado dos isoformas, la a
(ERa) y B (ERP) las cuales se pueden distinguir por que presentan diferentes
secuencias de aminodcidos. Los ER al ser receptores nucleares modulan la
transcripcion por la unién especifica a secuencias del genoma a co-receptores y
co-activadores regulando asi la accién del complejo ARN polimerasa.

Cuando se unen los ER con los estrogenos se producen cambios en la
conformacién del receptor, lo que le permite separarse del complejo co-represor
y asi poder unirse con un complejo co-activador, proporcionandole asi la
trascripcion de genes que contienen elementos de respuesta a los estrégenos.
Por lo que en ausencia de estrégenos los ER se unen con los co-represores

inhibiendo asi la trascripcién (Pérez-Rivero et al. 2007).



5.0 Fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son compuestos no esteroidales derivados de las
plantas, que tienen actividad similar a los estrégenos (Pérez-Rivero et al 2007), y
pueden ser clasificados dependiendo de su estructura quimica en tres diferentes
grupos: isoflavonas, coumestanos y lignanos (Opalka et al, 2006). Estos
compuestos se encuentran de forma natural en pequefas cantidades en frutas,
vegetales y legumbres, en los cuales acttian como fungicidas y antimicrobianos.
El coumestrol pertenece al grupo de los coumestanos y se conoce que tiene alta
actividad estrégenica (Romero et al, 1997) se puede encontrar de forma natural
en la alfalfa (Medicago sativa L.) y el germen de soya (Pérez-Rivero et al 2007)

Los fitoestrogenos tienen la capacidad de unirse a los receptores
estrogénicos por lo cual al ser consumidos en grandes cantidades puede
generar cambios alterando el comportamiento sexual, asi como generar
cambios anatémicos y fisiologicos de los 6rganos reproductivos.

Se ha detectado la presencia de receptores estrogénicos en diferentes
6rganos (Couse, 2001); los receptores estrogénicos a (ER a) se encuentran en el
atero, glandula mamaria, hueso y en el sistema cardiovascular (Pérez-Rivero et
al 2007) y los receptores estrogénicos 3 (ER ) en érganos como prostata,
conducto deferente, diferentes regiones del testiculo que participan en la
espermatogénesis (Pérez-Rivero et al 2009), asi como en ovarios, tracto urinario
y algunas regiones del cerebro como la regién preédptica (relacionada con el
comportamiento sexual), ndcleo ventro medial, amigdala y bulbo olfatorio.
(Pérez et al 2009) Los mecanismos por el cual pueden actuar los fitoestrégenos
es porque al unirse con los receptores estrogénicos estos actdan como agonistas
y/o antagonistas estrogénicos dependiendo de la dosis empleada. El efecto de
estos depende de factores como la especie, el nivel reproductivo del individuo,
el tiempo de exposicién y la via de administracién (Opalka et al. 2006). La
mayor actividad del coumestrol se observa cuando es administrado por via
oral, y debido a la vida media de eliminacion se ha propuesto que el coumestrol
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tiene modificaciones en el tracto digestivo (por bacterias residentes) y después
de procesos de absorcion en el higado es transportado por arterias y venas por
lo que hay acumulacién y finalmente este es desechado por la orina (Pérez-
Rivero et al 2009).

Por lo que el coumestrol al igual que el estradiol y otros fitoestrégenos,
tiene afinidad por los receptores estrogénicos y puede inhibir el desarrollo y
proliferaciéon de los tejidos del tracto reproductivo y esto tiene un efecto
negativo en la espermatogénesis (Serrano et al. ,2007).

La administracion de cantidades elevadas de coumestrol por via oral
causa alteraciones reproductivas como el sindrome estrogénico reportado en
vacas lecheras por (Romero et al 1997) quienes observaron cambios del ciclo
estral, disminucién en la tasa de concepcion, quistes ovaricos, e hiperplasia del
utero en los animales que consumian alfalfa con altas cantidades de
fitoestrogenos.

En los machos con dosis similares, se ha observado baja de peso y de la
libido; los fitoestrégenos pueden ademads causar cambios fisiologicos en el
tracto reproductivo como es la metaplasia glandular de préstata y del bulbo
uretral, dificultad en la maduracién y movilidad de los espermatozoides, ya
que causan alteraciones en la espermatogénesis lo que puede causar infertilidad
(Romero et al. 1997).

Por su parte, se ha demostrado que los fitoestrogenos en las hembras
pueden causar cornificaciéon vaginal persistente, foliculos ovaricos
hemorragicos, y apertura vaginal prematura cuando se administran
fitoestrégenos a dosis de 50 a 100 ng (Burroughs 1995).

La administracion de 200 pg de coumestrol en la dieta por 30 dias en
murciélagos hematéfagos, induce alteraciones en la histoarquitectura testicular

(Pérez-Rivero et.al, 2007; Serrano et al. 2007)

Los fitoestrogenos reducen la sintesis de hormonas esteroides como los

andrégenos, estos son los causantes de estimular la conducta sexual en machos
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(Opalka et al. 2006), si bien la cantidad de estos no esta relacionada con la
presencia o ausencia de la conducta sexual, la cual depende de la respuesta del
sistema nervioso central a los andrégenos (Manteca 2003).

En estudios previos utilizando 300pg/kg de coumestrol por via oral en
perros machos, se han observado alteraciones en la morfologia testicular y en la
cuenta de espermatozoides eyaculados (Pérez-Rivero. et al. 2008), ademas de
cambios en el comportamiento reproductivo (Pérez-Rivero. et al 2009) por lo
que es necesario evaluar la dosis optima de coumestrol como un posible
producto para el control de poblaciones de perros.

Por lo anterior, es necesario buscar otras alternativas que sean menos
traumaéticas y menos invasivas. En este sentido se ha explorado la utilizaciéon de
titoestr6genos como el coumestrol por via oral, el cudl ha demostrado ser
efectivo para inducir alteraciones en la morfologia testicular y espermaética en
diversos animales las cuales han sido asociadas con alteraciones en la

reproduccién (Pérez-Rivero et al. 2008, Serrano et al. 2007).
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6.0 Hipotesis

El Coumestrol es un fitoestrogeno que altera la fertilidad en algunos
mamiferos, por lo que al ser administrado por via oral en caninos machos adultos,
disminuira significativamente los pardmetros conductuales y reproductivos para

llevar a cabo la reproduccion.

7.0 Objetivo general

Determinar le efectividad del coumestrol administrado por via oral en una
tnica dosis de 600 ng/Kg de peso, para disminuir la la conducta sexual, inducir
oligo y teratospermia en perros (Canis familiaris) machos y evaluar su efecto sobre

el conteo espermatico.
7.1 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la administracién oral de coumestrol a dosis tnica de
600 png/Kg de peso en perros machos adultos sobre su comportamiento sexual al

ser sensibilizados con a la feromona artificial.

Determinar el efecto del coumestrol administrado por via oral en una dosis
de 600 pg/Kg de peso sobre algunas caracteristicas fisicas y microscépicas del

eyaculado de semen (espermatobioscopia) de los grupos experimentales.

Determinar el efecto que tiene el tratamiento con coumestrol a dosis tnica

de 600 ng/Kg de peso sobre el tamafio testicular de los perros tratados.
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8.0 Justificacion

El comportamiento antisocial de los perros es causa importante para que en
ocasiones sean abandonados en las calles, lo que trae como consecuencia que estos
coman en basureros, defequen en las calles y lo mas importante la sobrepoblaciéon
de perros callejeros; de los cuales la mayoria no se encuentran esterilizados y por lo
tanto aumente este tipo de poblacién. Por ello es que es necesario buscar métodos
de esterilizaciéon que permitan disminuir este tipo de conductas, ademas de que

sean de fécil aplicacion.
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9.0 Material y Métodos

9.1 Animales

Se utilizaron 8 perros (Canis familiaris) machos de raza indistinta con peso

promedio de 16 + 5.23 Kg, los criterios de inclusién para el trabajo fueron:

a) Perros machos con edades entre 1 a 5 afios, la cual fue determinada por la
dentadura segtn la metodologia descrita por (Blank, 1974) y confirmada por

los duefios de los perros.

b) Perros clinicamente sanos; para lo cual se realiz6 un examen clinico general
en el cual se verific6é que el peso correspondiera a la talla y edad del animal;
que se encontraran en una condiciéon corporal adecuada, basada en la escala

utilizada por ProPlan* (Figura 1).

Se verific6 que la frecuencia cardiaca y respiratoria se encontrara dentro de los
pardmetros fisiol6gicos normales, asi como un buen funcionamiento del aparato
locomotor, prestando especial atencion a la integridad de los miembros

posteriores, columna vertebral y las articulaciones (Birchard, 1994).

Se examinaron los érganos genitales; para esto se verificO que el escroto se
encontrara suave no engrosado y que no estuvieran adheridos los testiculos al
mismo; que los testiculos tuvieran forma ovoide y en posiciéon oblicua, con la cola

del epididimo hacia atras, de consistencia firme y turgente (Galina, 2006).

*Empresa dedicada a la elaboracion de alimento para pequefias especies
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Se palp6 el epididimo en todo su trayecto, revisando particularmente la cola la cual
debia sentirse llena; que el prepucio cubriera por completo el pene y que
permitiera la salida completa de este; se revis6 por via rectal que la prostata fuera

simétrica y que no existiera dolor al momento de la palpacion.

Por otra parte en los machos se verifico su libido antes de ser tratados con
coumestrol, para lo cual se impregno a una perra ovariosalpingohisterectomizada
con feromona artificial para verificar que los perros mostraran interés “deseo
sexual” el cual se describié como el acto de detectar, dominar, montar, desvainar e

intentar penetrar a la perra (Galina, 2006), antes de ser tratados con el coumestrol.

De manera previa, se realiz6 un conteo espermatico para verificar que los perros
tuvieran un conteo espermatico al menos de 170 millones de espermatozoides por

mL (Johnston, 2001).

La muestra fue dividida en dos grupos, el primero compuesto por 5 perros los
cuales recibieron el tratamiento de coumestrol a dosis tnica de 600 pg/Kg y un

grupo de 3 perros los cuales recibieron un placebo dimetil sulfoxido (DMSO¥)

9.2 Preparacion de feromona artificial

En un vaso de precipitados se realiz6 una dilucién de 1 parte de Methyl 4-
hydroxybenzoate por 400 partes de agua purificada (Sigma Aldrich), para ser
utilizado como feromona artificial en perros, siguiendo la metodologia propuesta

por Goodwin.(1979). Posteriormente se coloco en un frasco estéril.

* Aldrich Chemical Company Ind LQ Lote No. 18525]Q
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9.3 Preparaciéon y administracion de coumestrol

En tubo Eppendorf (1.5 mL) se colocaron 50 mg de coumestrol puro (Fluka St
Louis; MO) el cual fue diluido con DMSO para obtener una concentracion final de
100 pg/pl. Posteriormente se coloc6é la dosis calculada para cada animal en un
“premio” el cual se proporciono a cada perro y se verifico que lo ingiriera en su

totalidad.
9.4 Evaluacién del comportamiento canino

El experimento se realiz6é en una habitaciéon de 9 m? en la que se colocaron dos
frascos de plastico, uno contenia la feromona artificial (metil 4 hidroxibenzoato) la
cual se encontraba contenida en un algodon dentro del frasco estéril y el otro frasco
contenia algodén impregnado con solucién salina fisiolégica. Teniendo una

distancia de 3 metros entre los frascos (Kiddy, 1984)

Cada semana se evalud el comportamiento del perro en la habitacion durante 5
minutos, registrandose con crondémetro el tiempo en que se tardé en acercarse al
frasco que contenia la feromona artificial; también se registré el nimero de veces
que se acerco a cada uno de los frascos, tenia que ser por mas de 5 segundos.
Ademas de registrar el nimero de veces que orino en el cuarto, después de oler
alguno de los frascos. Antes de ingresar a otro perro para su evaluacién el cuarto
fue desinfectado con hipoclorito de sodio y ventilado por al menos dos horas antes

de hacer la evaluacién del siguiente perro.

9.5 Obtencion del eyaculado

Para obtener el semen se estimulé al perro con la feromona artificial la cual se

coloco en un frasco a 15 cm cerca del perro y de esta forma obtener el eyaculado. Se
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coloc6 al perro sobre una mesa de exploracién y se limpié el prepucio con solucién
salina fisiologica, posteriormente se dio masaje de forma constante sobre el bulbo
del pene, y cuando comenzé el congestionamiento se retrajo el prepucio en
direccién caudal; para que el pene quedara completamente expuesto, se continu6
con la presién en el bulbo; para posteriormente colocar un cono colector de semen
desechable de vinilo con punta cerrada. Cuando el perro presento erecciéon
completa, se permiti6 que el perro saltara el brazo del colector para simular el
bloqueo genital, el cual ocurre de manera natural cuando se realiza la monta con
una hembra, en este momento se rota 180° caudalmente el pene y se contintia con
la presiéon en el bulbo, proporcionando estimulos pulsatiles hasta obtener el
eyaculado, tnicamente se colecta la primera y segunda fracciéon del eyaculado

canino.

Finalmente se retir6 el cono de coleccién y se proporcioné un masaje leve con
lubricante para asegurarse que el pene se descongestionara e invaginara dentro del

prepucio.

. El intervalo entre cada coleccion de semen fue de 7 dias como lo recomienda
Freshman (2002), y asi obtener un eyaculado de buena calidad; y con esto se evita

encontrar anormalidades en los espermatozoides.

9.5.1 Evaluacién del eyaculado canino.

Color: Este se determind por observacion directa del cono colector después de

terminar la colecciéon del semen. La coloracién normal del eyaculado canino es

blanco lechoso (Galina, 2006).

Motilidad: Se tom¢ una gota del eyaculado con una pipeta Pasteur directamente

del cono colector y se colocé en un portaobjetos, fue calentado previamente en una
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parrilla a una temperatura de 37°, cubriéndose inmediatamente por un porta
objetos el cual también tenia la misma temperatura y se reviso en un microscopio
Olympus de contraste de fases a 200X y 400X para evaluar la motilidad. Esta fue
determinada por rangos como lo indica Freshman (2002), los cuales son: mayor o
igual a 75% de motilidad, mayor o igual al 50%, mayor o igual al 25% y sin
motilidad. Siendo la motilidad ideal mayor o igual al 75% y con movimiento

progresivo (Galina, 2006).

Volumen: Se midi6 la cantidad del eyaculado con una pipeta estéril. El volumen
del eyaculado canino es de 2 a 30 ml dependiendo del tamafio del animal (Galina,

2006).

pH: Este se midi6 colocando una gota de semen sobre una tira reactiva para medir
pH y posteriormente se compar6é con la tabla contenida en el frasco. El pH

adecuado se encuentra entre el rango de 6.5 a 7 (Galina, 2006).

Concentracion de espermatozoides/mL: Para calcular la concentracion de
espermatozoides, se realizé una diluciéon 1:20 esto fue adicionando 50 pL de
eyaculado de semen tomado directamente del cono colector en 95 pL de solucién
tijadora (espermaticida) la cual estd preparada con 1 mL de formaldehido al 35 %
en 99 mililitros de solucion salina fisiologica estéril (Hafez, 1993). La concentracién

debe ser superior a 100 millones de espermatozoides/ml (Galina, 2006).

Para realizar el conteo se utiliz6 un hemocitémetro de Neubauer se le colocé un
cubreobjetos sobre cada una de sus dos camaras, se tom6é con una pipeta
micrométrica de 10 pL la dilucién previamente homogenizada y se llené con ella el
espacio comprendido entre las cdmaras y el cubreobjetos el cual es de 0.1 mm en
cada una de las cdmaras, se dejo reposar la preparacién por 30 minutos en una
cdmara htimeda para que los espermatozoides sedimentaran y se realiz6 el conteo

de las células con un microscopio de contraste de fases a 400X.
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Morfologia: Se colocé una gota de eyaculado previamente fijado con la solucién
espermatica en un portaobjetos, se cubrié con un cubreobjetos y posteriormente se
evaluaron 200 espermatozoides al microscopio de contraste de fases a 400X de
amplificacion total, para el conteo de anormalidades (Hafez, 1993; Freshman,

2002)
9.6 Morfometria testicular

Para medir los testiculos se colocé al perro en posicion vertical sobre los miembros
posteriores y se midi6 el didmetro de ambos testiculos con un vernier (Figura 2).
Cabe mencionar que el examinador era el mismo en cada una de las mediciones,

para evitar variables en las medidas y en los resultados.

9.7 Analisis estadistico

Todas las variables de comportamiento y espermatobioscopia fueron medidas de
manera repetida cada 7 dias. Se elaboré una base de datos en Excel 2007 de

Microsoft con los datos obtenidos de los perros con y sin tratamiento.

Utilizando el programa “SSPS 10.0 for Windows” se realizo la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov (Pagano, 2001) se observo que no tenian
distribuciéon normal, por lo que se analizaron los datos con la prueba no

paramétrica de Mann-Whitney (Pagano, 2001) para comparar ambos grupos.
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10.0 Resultados

10.1 Evaluacion del comportamiento

Tiempo en que tardo en acercarse a la feromona

En los perros con tratamiento en promedio el tiempo que tardaron en acercarse a la
feromona artificial en la primera semana sin tratamiento fue de 32.6 + 28 segundos
y para la semana ocho después del tratamiento fue de 33.6 £ 25.79 segundos.
Mientras que en los perros sin tratamiento en promedio el tiempo que tardaron en
acercarse a la feromona artificial en la primera semana sin tratamiento fue de 162
51.1 segundos y para la semana ocho después de la administracion del placebo fue

de 224 + 38.1 segundos(Grafica 1).
Numero de veces que se acercé a la feromona

En los perros con tratamiento en promedio el niimero de veces que se acercaron a
la feromona artificial en la primera semana sin tratamiento fue de 2.8 + 0.84 y para
la semana ocho después del tratamiento fue de 2.6 £ 0.55. Mientras que en los
perros sin tratamiento en promedio el nimero de veces que se acercaron a la
feromona artificial en la primera semana sin tratamiento fue de 10 + 0.6 y para la

semana ocho después de la administracion del placebo fue de 4 + 0.6 (Grafica 2).
Numero de veces que se acerco a la solucion salina fisioldgica (SSF)

En los perros con tratamiento en promedio el niimero de veces que se acercaron a
la SSF en la primera semana sin tratamiento fue de 1.2 + 1.3 y para la semana ocho
después del tratamiento fue de 0.8 + 0.84. Mientras que en los perros sin
tratamiento en promedio el ntimero de veces que se acercaron a la SSF en la
primera semana sin tratamiento fue de 2 + 0.6 y para la semana ocho después de la

administracion del placebo fue de 2 £ 0.6 (Grafica 3).
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Orina

El nimero de veces que orinaron los perros al ser expuestos a la feromona se

observa en el Cuadro 2.
10.2 Evaluacion del eyaculado canino

Color: Se determin6 por observacién directa en donde se ordenaron de mayor a
menor claridad, para lo cual se dio la siguiente clasificacion; blanco lechoso, blanco

opaco, blanco grisidceo y cristalino (Grafica 4 y Figura 3).
Motilidad: El porcentaje de motilidad se observa en la Grafica 5

Volumen: El volumen del semen obtenido en los perros con tratamiento paso de
1.88 + 1.07 ml en la semana cero a 1.86 £ 1.15 mL en la semana ocho, en los perros
testigos el volumen de semen inicial fue de 0.9 + .36 mL en la semana cero y para la

semana ocho el volumen fue de 0.83 + 0.28 mL (Gréfica 6).

pH: En cuanto al pH no se observaron cambios en ninguno de los grupos, en todos
los perros el pH se mantuvo constante comparando la medicién inicial, con las

mediciones subsecuentes.

En el grupo control el pH se mantuvo en promedio en 6.5, y en el grupo de
animales tratados el promedio fue de 6.7 debido a que dos perros mostraron pH de
7 antes y durante el tratamiento. Al comparar ambos grupos no se encontr

diferencia significativa entre ambos grupos (Cuadro 1).

Concentracion de espermatozoides/ml: En los perros testigos la concentracion de
espermatozoides/ml paso de 4.4 + 6.4 X108 a 4.8 + 8.1 X108 y en los perros con
tratamiento la concentracion de espermatozoides/ml paso de 5 +2.21 X108 a 4.3 +

1.2 X108 (Grafica 7)
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Morfologia: El porcentaje de morfologia normal en los perros sin tratamiento en la
semana cero fue de 82.66 + 2.75 % para la semana ocho fue de 86 5.5 % y en los
perros tratados con coumestrol en la semana cero fue de 81.6 + 6.36% y para la

semana ocho fue de 71.60 £ 6.22 % (Gréafica 8).

El porcentaje de morfologia anormal en los perros sin tratamiento en la semana
cero fue de 17.34 + 2.75 % para la semana ocho fue de 14 + 5.5 % y en los perros
tratados con coumestrol en la semana cero fue de 18.4 + 6.36% y para la semana

ocho fue de 28.4 + 6.22 % (Gréfica 9 y Figura 4)
10.3 Evaluacion del tamano testicular

En cuanto al tamafio testicular no se observaron cambios en ninguno de los
grupos, en todos los perros el tamafio testicular se mantuvo constante comparando
la medicién inicial, con las mediciones subsecuentes. Al comparar ambos grupos

no se encontrd diferencia significativa entre ambos grupos (Cuadro 1).
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11.0 Discusion

Los caninos machos requieren de la exposicién a la testosterona antes e
inmediatamente al nacimiento para poder llevar a cabo un desarrollo normal y
un comportamiento sexual adecuado en la etapa adulta (Kustritz, 2005). Para
que un animal responda adecuadamente a los estrégenos y a la testosterona es
necesario tener la exposicion previa a estos, la falta de esta exposiciéon podria
causar un retraso en la pubertad (Kustritz, 2005). Es por ello que en este estudio
se utilizaron perros adultos para confirmar que tuvieran un comportamiento
sexual adecuado.

Los receptores de andrégenos y de estrégenos son importantes en el control
neuroendocrino del comportamiento sexual en machos (Phillips, 2008) En
roedores el uso de isoflavonoides afecta el comportamiento sexual al actuar de
igual forma en hipotdlamo y pituitaria. En los caninos se han encontrado
receptores estrogénicos alfa y beta en regiones que estan relacionadas con el
comportamiento sexual como son: ERa en el nicleo ventro medial y el
hipotalamo medio (Whitten, 2001) y ERp en el ntcleo ventro medial, amigdala,
bulbo olfatorio y region predptica (Bodo and Rissman, 2006). El
comportamiento de los caninos machos, como el marcaje de territorio y la
agresividad pueden causar problemas de salud publica; por lo que se han hecho
estudios para conocer la influencia de la castraciéon en los comportamientos
inconvenientes de los caninos machos adultos (Neilson et al. 1997)(
Maarschalkerweerd et al. 1997). Estos estudios han demostrado que el
comportamiento sexual inadecuado disminuyo de un 60 a 90 %, aun cuando
algunos perros continuaron presentando comportamiento sexual, mientras que
el marcaje de territorio disminuyo en un 16% y las agresiones en casa
disminuyeron en un 26% y 52% fuera de casa; es importante mencionar que
estos estudios se realizaron por medio de cuestionarios via telefénica después
de seis a doce meses de haber realizado la castracion (Maarschalkerweerd, et al

1997). En un estudio en donde se administrarén 300 pg/kg de coumestrol
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durante cuatro semanas por via oral a perros machos, se observaron cambios en
el comportamiento reproductivo (Pérez-Rivero. et al 2009). En este estudio al
administrar una tnica dosis de 600 pg/kg de coumestrol no se observaron
cambios inmediatos en el comportamiento, los cambios observados en el
marcaje de territorio fueron dnicamente en la primera y sexta semana, en
cuanto al tiempo que tardaron en acercarse a la feromona se observaron los
cambios en la primera y tercera semana posterior a la administracion del
coumestrol y el nimero de veces que se acercaron a la feromona se afecto hasta
la semana 8 después de la administraciéon del coumestrol; por ello es importante
mencionar que en estudios donde se evalu6 el comportamiento sexual en
caninos machos, se ha observado que este se desvanece poco a poco después de
la castracién; por lo que es adecuado valorar el comportamiento seis meses
después de haber realizado la castracion.

La testosterona en sangre influye en la intensidad de los estimulos olfativos, por
lo que si se disminuyen los niveles de testosterona en sangre, es necesario que el
estimulo sea fuerte para evocar un comportamiento (Maarschalkerweerd, et al
1997). Tomando en cuenta que el coumestrol ocupa los receptores estrogénicos
y que esto tiene como consecuencia que disminuya la concentracién de
testosterona en sangre, seria conveniente para posteriores estudios medir la
concentracion de la testosterona y evaluar el comportamiento sexual
exponiendo al perro con una hembra en celo para que el estimulo sea mayor; ya
que de esta forma podré realizar un examen de la libido que comprende en
detectar, dominar, montar, desvainar, penetrar (Galina, 2006)

Existen estudios que mencionan las alteraciones que causan los fitoestrogenos
en el tracto reproductivo de los machos como es la disminucién en la
maduracion y motilidad de los espermatozoides en toros (Romero et al. 1997) y
disminucién en la cuenta de espermatozoides eyaculados en perros (Pérez-
Rivero. et al. 2007). Esto es por que inhiben el desarrollo y proliferacion del
tracto reproductivo causando un efecto negativo en la espermatogénesis

(Serrano et al. ,2007). Como en otros estudios, en este trabajo se observd que
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hubo disminucién en el porcentaje de motilidad en la quinta y octava semana,
después de administrar el coumestrol y que aumenté el ntmero de
espermatozoides anormales. Sin embargo, en este estudio no se presentaron
cambios en la concentraciéon de espermatozoides/ml; debido a que conforme
pasé mas tiempo desde la administracién, los animales fueron recuperando el
nimero de espermatozoides, ademas de que el volumen del eyaculado no se
vio afectado.

Conjuntamente no se encontraron cambios en el tamafio testicular de los perros
después de la administracion del coumestrol, sin embargo, otros estudios
mencionan que el tamafio testicular estd relacionado con la promiscuidad que
puedan llegar a tener los mamiferos y no a la talla, peso o cantidad de

testosterona que pueda tener el individuo (Woodall et al, 1988)
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12.0 Conclusion

Son pocos los trabajos que hablan del efecto que tiene el coumestrol sobre el
comportamiento sexual y la espermatogénesis en caninos machos, por lo que el
presente estudio proporciona informacién importante para conocer los efectos
del coumestrol al ser administrados en dosis tinica. Los resultados mostraron
cambios en el porcentaje de motilidad, alteraciones en la morfologia
espermatica, y en el tiempo que tardaron en acercarse a la feromona. Sin
embargo no mostraron cambios significativos en el volumen eyaculado, pH en
la concentracién espermatica y el tamafio testicular de ambos testiculos. Por lo
que se puede concluir que una sola dosis de 600 ng/Kg de peso de coumestrol
no produjo cambios significativos en el comportamiento sexual, sin embargo
produce cambios en el porcentaje de motilidad y morfologia espermatica.

Por lo que seria conveniente continuar con més estudios enfocados a la dosis y

frecuencia de administracién del coumestrol.
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14.0 Cuadros y figuras

;SABES COMO EVALUARA TU RO DE ACUERDO
AL SISTEMA DE CONDICION CORPORAL DE PURINA®?

Huesos evidentes desde lejos, no hay grasa, pérdida
del tefido muscular,

Huesos ficiles de ver, no hay grasa palpable, poca
pérdida del tejido muscular.

SUBALIMENTADD

&

Costillas y vértebras Faciimente palpables y visibles,
cintura y abdemen firme y contralds.

Costillas faciles de palpar con un minimo de grasa,
cintura visible, abdomen contraido y firme.

Costillas faciles de palpar con poca grasa, cintura
visible desde un punto de vista dorsal.

Costillas palpables con una capa de grasa, cintura
visible sélo en punto de vista dorsal, clerta
retraccion del abdomen.

Costillas palpables con dificultad, gruesa capa de
grasa notoria en el drea lumbar y la base de la cola,
cintura poco visible.

SOBREALMENTADD

Costillas no palpables, grandes depdsitos de grasa
en la zona lumbar y base de la cola, no hay cintura,
abdomen fldcido.

Depdsitos masivos de grasa sobre el tdrax, columna,
base de la cola, cuello y miembros, abdomen
penduloso

Figura 1. Escala disefiada por Proplan* para evaluar la condicién corporal en perros.
Esta tabla es utilizada por Proplan* para evaluar la condicién corporal éptima en perros.

La condicién adecuada se encuentra entre la escala 4 y 5, en donde las costillas son faciles
de palpar, cintura visible y abdomen contraido.

*Empresa dedicada a la elaboracién de alimento para pequefias especies



Figura 2. Morfometria testicular.

El diametro testicular se midié colocando el vernier en la parte media del testiculo hasta
llegar al primer tope del vernier.



Figura 3. Evaluacion de la coloracion del semen eyaculado de los perros tratados
con coumestrol.

En esta figura se observa el cambio que tiene el color del semen de los animales
tratados con coumestrol; inicialmente se observaba blanco lechoso (a) esto es
cuando al animal atin no se le proporcionaba el tratamiento, una semana después
de haber proporcionado el tratamiento este se observaba blanco opaco (b), solo en
uno de los animales tratados de observo el color cristalino (c) y con forme
avanzaron las semanas este se torno blanco grisaceo (d), en cuanto maés se alejaban
las observaciones a la semana de tratamiento, estos fueron recuperando el color
inicial blanco lechoso (a).



Figura 4. Alteraciones en la morfologia espermatica en los perros tratados con
coumestrol.

(a) Espermatozoide con cola doblada, (b) Espermatozoide con nudo proximal,
(c) Espermatozoide con gota proximal, (d) Espermatozoide con cabeza de flama,
(e) Espermatozoides con nudo distal.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Evaluacion
del
Eyaculado

P043 | P0.01|P001|P001|P004|P023|P043 | P10 | P1.0
% Motilidad

P029 | P036 | P044 | P044 | P036 | PP036 | P029 | P0.36 | P0.29
Volumen

H P023 | P023 | P060 | P023 | P060|P023 | P023 | P0.23|P0.23
p
[ 1/ml P045 | P088 | P0.05 | P029 | P0.10 | P0.65 | P088 | P0.45 | P0.65
m

Morfologia P0.76 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.45
normal
Morfologia | P0.76 [ P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P0.02 | P 0.02
anormal
Evaluacién del - - - - - - - - -
Comportamiento
TA P036 | P002 | P025 | P002|P010|PO005|PO010|PO0.05|PO0.10
NVAF P033 | P032|P043 | P063 | P015|P087 | P0.12 | P0.87 | P0.04

P063 | P049 | P0O51 | P019|P049 | P0O86 | P0O.73 | P0.19 | P0.87
NVASSF
Morfometria - - - - - - - - -
Testicular
-Tamario P029 | P029 | P029 | P029 | P029 | PP0.29 | P0.29 | P0.29 | P0.29
Testicular
Der.
Tamafio P044 | P0.65 | P0.65|P0.65 | P0.65 | P0.65 | P0.65 | P0.65 | P0.65

Testicular Izq.

[ ]/ml= Concentracién de espermatozoides/ml

TAF=Tiempo que tardo en acercarse a la feromona

NVAF= Numero de veces que se acerco a la feromona

NVASSF= Ntumero de veces que se acerco a la SSF
Izq=Izquierdo

Der=Derecho

Cuadro 1. Resultados de la Prueba de Mann-Whitney




Perros con | Orino | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
o sin Tx 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Con Tx Si 3 1 2 3 3 2 4 3 3
No 2 4 3 2 2 3 1 2 2
Sin Tx Si 3 2 1 1 2 2 1 2 1
No 0 1 2 2 1 1 2 1 2

Cuadro 2. Numero de veces que orinaron los perros al ser expuestos a la feromona

artificial

En este cuadro se observa que los perros con tratamiento al ser expuestos a la
feromona artificial disminuyeron el nimero de veces que orinaron en la primera y
sexta semana, después de haber administrado el coumestrol.

En los perros que se administrd el placebo no se observo mucha variaciéon en
cuanto al nimero de veces que orinaron.




Media del tiempo (seg) que tardaron en acercarse a
la feromona artificial los perros con tratamientoy
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Gréfica 1. Media del tiempo (segundos) que tardaron en acercarse a la feromona
artificial los perros con tratamiento y perros sin tratamiento

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento solo se
encontr6 diferencia significativa en la primera semana después del tratamiento y

en la tercera semana (P<0.05) (Cuadro 1).



Numero de veces que se acercaron los
perros con tratamiento y sin tratamiento a la
feromona artificial
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Grafica 2. Numero de veces que se acercaron los perros con tratamiento y sin
tratamiento a la feromona artificial.

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento solo se

encontré diferencia significativa en la semana 8 (P <0.05) (Cuadro 1).



Numero de veces que se acercaron los
perros con tratamiento y sin tratamiento a la
SSF

M Perroscon Tx

m Perrossin Tx
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Gréfica 3. Numero de veces que se acercaron los perros con tratamiento y sin
tratamiento a la solucion salina fisiolégica.

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento no se

encontré diferencia significativa en ninguna de las semanas (P>0.05) (Cuadro 1).



Color del semen de los Perros con
tratamiento y los Perros sin tratamiento
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Gréfica 4. Evaluacién de la coloraciéon del semen eyaculado de los perros
tratados con coumestrol y los perros sin tratamiento.

En los animales que no recibieron tratamiento no se encontraron cambios en la
coloracion del semen; en las semanas subsecuentes a la administracién del placebo,
este se mantuvo constante con un color blanco lechoso. En cuanto a los animales
tratados se observo el cambio de coloracion en el semen eyaculado (Figura 3).



Media del Porcentaje de Motilidad de Perros con
Tratamientoy Perros Sin Tratamiento
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Grafica 5. Evaluacion del porcentaje de motilidad de los perros tratados con
coumestrol y los perros sin tratamiento.

La motilidad inicial fue mayor o igual al 75% en ambos grupos; después de
administrar el coumestrol en los perros tratados, la motilidad fue disminuyendo
gradualmente a partir de la primera semana, en cuatro de los cinco perros tratados
la disminucién fue hasta de un 50% y solo uno presento una disminucién mayor o
igual al 25%. Lo cual mostro una diferencia significativa de la primera semana
hasta la cuarta semana (P<0.05)(Cuadro 1). Cerca de la sexta semana posterior a la
administraciéon del coumestrol, los perros fueron recuperando la motilidad inicial;
por lo que en la semana nueve ya se observaba una motilidad mayor o igual al
75%. Lo cual no mostro una diferencia significativa de la quinta a la octava semana

(P>0.05) (Cuadro 1)

En el caso de los perros testigo después de administrar el placebo el porcentaje de
motilidad se mantuvo constante de mayor o igual al 75% durante las 8 semanas
posteriores a la administraciéon del placebo.
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Grafica 6. Media del volumen del semen obtenido de los perros tratados con
coumestrol y los perros sin tratamiento.

En relacion al volumen no se identifico una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo de animales tratados con los animales testigos (I’>0.05)
(Cuadro 1).
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Grafica 7. Media de concentracion espermatozoides/ml de los perros tratados con
coumestrol y los perros sin tratamiento.

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento no se

encontr6 diferencia significativa entre ambos grupos (P>0.05) (Cuadro 1).



Media del Porcentaje de Morfologia Normal De
Perros con Tratamiento y Perros sin Tratamiento
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Gréfica 8. Media del porcentaje de morfologia normal de los perros tratados con
coumestrol y los perros sin tratamiento.

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento se
encontré diferencia significativa entre ambos grupos desde la semana 1 hasta la

semana 8 (P<0.05) (Cuadro 1).
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Grafica 9. Media de porcentaje de morfologia anormal de los perros
tratados con coumestrol y los perros sin tratamiento.

Al comprar el grupo de animales tratados con los animales sin tratamiento se

encontr6 diferencia significativa entre ambos grupos (P<0.05) (Cuadro 1).
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