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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 amygdala 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 dis-
charges from estrous dog females and other similar vessel containing sterile saline solution. Smelling latency time for each recipi-
ent, smelling frequency and territory marking in response to stimulus, was recorded. At the end of the test, semen was collected 
and evaluated. A signifi cative 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 × 106 to 57.6 ± 50.4 × 106 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.
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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 fi toestrógeno que induce alte-
raciones 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 preóptica, núcleo ventromedial, la amígdala y el bulbo olfatorio. En este estu-
dio se administró coumestrol (300 µg/kg)  por vía oral a perros machos, una vez por semana durante cuatro semanas; los perros 
se colocaron durante cinco 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 semen y se evaluó. Se encontró diferencia signifi cativa (P < 0.005) en el periodo 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 × 
106 al inicio del estudio a 57.6 ± 50.4 × 106 en la semana cuatro y el porcentaje de anormalidades espermáticas aumentó de 14.7 ± 
3.3 puntos en la semana 0 a 60.0 ± 20.0% en 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.
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Introduction

Dogs are a prolifi c species with particular repro-
ductive traits. It has been estimated that in 
six years a bitch and its offspring have the 

potential to produce 67 thousand new dogs;1,2 in this 
context, the overpopulation of free-roaming dogs on 
the streets of Mexico City constitutes a public health 
problem.3 

Canine overpopulation has the risk of zoonotic 
diseases such as: rabies,4 leptospirosis,5 and different 
parasitosis.6 In occasions, dogs can transmit these dis-
eases to humans, this combined with cases of physical 
aggression occasionally infl icted, in which children 
are often affected.7,8

The elaboration of dog population control pro-
grams requires knowledge of its distribution, behavior 
patterns, as well as the use of combined methodolo-
gies to achieve this objective with success. 

Besides surgical sterilization of both genders and 
intra-testicular injection of different chemical agents, 
the strategies for reproductive function control of this 
species includes the use of different proteic prepara-
tions from porcine zona pellucida,9 gonadotropin 
releasing hormone or even from the gonadotropin 
itself.10 Nowadays, the use of some phytoestrogens is 
being studied for the reproductive control of wild spe-
cies.11 In this sense, within the list of known phytoes-
trogens, coumestrol seems to have promising results.

Coumestrol (COU) is a phytoestrogen belonging 
to the coumestans family, it is found in plants such 
as alfalfa (Medicago sativa) and soy germ.12 COU (68.8 
mg/kg of dry alfalfa) alters the reproductive system 
of bovines and ovines;13 females present hemorrhagic 
follicles, turgid uterus, placenta retention and libido 
decrease in males.14 

Besides, it has been reported that coumestrol 
administered in doses of 100 µg/g in the diet, affects 
the neuroendocrine development of lactating rats in 
both sexes. In lactating adult females, it is possible 
to induce an anovulatory syndrome with several oral 
expositions. COU additive effects have been observed 
only when they are administrated by oral via, this last 
as consequence of the prolonged half-life of elimina-
tion. Yamada et al.15 suggest that COU is structurally 
modifi ed by the action of bacteria present in the diges-
tive tract, for its subsequent absorption and transport 
in the vascular system, hepatic metabolism and fi nally 
discharge in urine. It has been reported that it causes 
an important weight and libido decrease in males.16,17

COU binds to beta estrogen receptors (βER) with 
greater affi nity than 17  estradiol as well as alpha 
estrogen receptors (αER) with lesser affi nity and 
has agonist and antagonist effects on both receptors, 
depending on the administered dose.18

Introducción

Los perros son una especie prolífi ca con carac-
terísticas reproductivas particulares. Se estima 
que en seis años una perra y sus crías tienen 

el potencial para procrear 67 mil nuevos perros;1,2 en 
este contexto, la sobrepoblación de perros callejeros 
constituye un problema de salud pública en la Ciudad 
de México.3 

Los riesgos que implica la sobrepoblación canina 
estriban en que esta especie es susceptible de padecer 
varias enfermedades de tipo zoonótico, como rabia,4 

leptospirosis,5 y distintas parasitosis.6 En ocasiones, 
los perros pueden transmitir este tipo de enfermeda-
des al humano, ello aunado a los casos de agresiones 
físicas que en ocasiones infl ingen, en las que los niños 
resultan  afectados con mayor frecuencia.7,8

La elaboración de programas de control de la pobla-
ción 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 con diferen-
tes agentes químicos, las estrategias para controlar 
la función reproductiva de esta especie incluyen el 
uso de diferentes preparaciones proteínicas de la 
zona pelúcida porcina,9 de la hormona liberadora 
de gonadotropinas o incluso de las propias gonado-
tropinas.10 Actualmente se estudia el uso de algunos 
fi toestrógenos para el control reproductivo en espe-
cies silvestres.11 En este sentido, dentro de la lista de 
fi toestrógenos conocidos, el coumestrol parece tener 
efectos prometedores.

El coumestrol (COU) es un fi toestrógeno de la 
familia de los coumestanos, se encuentra en plan-
tas 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 en 
hembras se presentan folículos hemorrágicos, útero 
turgente, retención placentaria y disminución de la 
líbido en los machos.14

Además, se ha notifi cado que el coumestrol admi-
nistrado en dosis de 100 µg/g en la dieta, afecta el 
desarrollo neuroendocrino de ratas lactantes en 
ambos géneros. En hembras adultas en lactancia, es 
posible inducir con varias exposiciones orales un sín-
drome anovulatorio. Los efectos aditivos del coumes-
trol se han observado cuando ingresan por vía oral 
y no por la vía parenteral, esto último como conse-
cuencia de la prolongada vida media de eliminación. 
Yamada et al.15 proponen que es modifi cado en su 
estructura por la acción de bacterias presentes en el 
tracto digestivo, para su posterior adsorción y trans-
porte en el sistema bascular, metabolismo hepático y 
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Also, βER express themselves in different regions 
of the testicles, associated with spermatogenesis, like 
efferent ducts, epididymis, vas deferens and prostate.19 
Likewise, its expression and accumulation has been 
shown in places related with behavior, such as preop-
tic region, involved in the sexual behavior of the male, 
besides the ventromedial nucleus, the amygdala and 
olfactory bulb (OB), which take part in sexual excita-
tion modulation.20,21

The olfactory system of mammals has the capacity 
to detect different molecules22 by means of chemosen-
sory systems, like pheromones. These substances are 
secreted to the exterior of an individual and captured 
by a second individual of the same species, in which it 
induces a specifi c conduct,23 for instance, the Flehmen 
refl ex in many ruminant species.24  This same signal 
is received by diverse chemosensory systems, like the 
main olfactory epithelium, which is mainly formed by 
ciliated sensorial olfactory neurons, which projections 
reach to the OB and the vomeronasal organ.25,26

The capacity of dogs to detect and associate spe-
cifi c odors is well documented,27,29 even from birth 
they can associate odors from food to which its mother 
was exposed during gestation.30 The detection of phe-
romones is no exception, these contain volatile ele-
ments of low molecular weight, capable of exerting an 
appealing action from females in heat to males, from 
considerable distances, stimulating mount behavior.23 

From vaginal mucus secretions of females in estrus, 
it has been possible to isolate a pheromone chemically 
identifi ed as methyl-p-hydroxybenzoate, which is capa-
ble of sexually attract male dogs.31,32

The aim of this study was to evaluate the effect of 
COU administered oral via on the spermatic produc-
tion and the olfactory exploration behavior of dogs 
stimulated with vaginal mucus of bitches in estrus.  

Material and methods

Vaginal secretions were obtained from fi ve mixed-
breed bitches in estrus, previous diagnosis of their 
physiological status by exfoliative vaginal cytology.31,32 
For this purpose, secretions contained in the vaginal 
vestibule of the bitches were collected during three 
days with sterile swabs, the impregnated cotton points 
were placed in sterile vials that were kept closed at 
–20°C, until used for the experiment.

The evaluation of the vaginal secretion effect was 
done according to the criteria described by Goodwin et 
al.33 The experiment was carried out using fi ve mixed-
breed dogs, clinically and reproductively healthy from 
1.5 to 3 years old and with an average weight of 10.1 
± 3.3 kg. In these males the absence of antibodies 
against Brucella canis was verifi ed by means of the plate 
agglutination test. During the experiment, males were 

fi nalmente su desecho en la orina. En machos se ha 
informado que ocasiona disminución importante de 
peso y de la líbido.16,17

El COU se une a los receptores estrogénicos beta 
(ERβ) con mayor afi nidad que el 17β estradiol, así 
como a los receptores estrogénicos alfa (ERα) con 
menor afi nidad y tiene efectos agonistas o antagóni-
cos sobre ambos receptores, según la dosis adminis-
trada.18

Asimismo, los ERβ se expresan en diferentes regio-
nes en el testículo, asociadas con la espermatogénesis, 
como  los conductos eferentes, epidídimo y conduc-
tos 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 modu-
lación de la excitación sexual.20,21

El sistema olfatorio de los mamíferos tiene la capa-
cidad de detectar diferentes moléculas22 por medio 
de los sistemas quimiosensoriales, como las feromo-
nas. Estas sustancias son secretadas hacia el exterior 
de un individuo y son captadas por otro individuo de 
la misma especie, en el que inducen una conducta  
especifi ca;23 por ejemplo, el refl ejo 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 for-
mado principalmente por neuronas sensoriales olfa-
torias ciliadas, cuyas proyecciones llegan al BO y al 
órgano vomeronasal.25,26

La capacidad de los perros para detectar y asociar 
olores específi cos está bien documentada,27-29 incluso 
desde el nacimiento pueden asociar olores de los ali-
mentos a los que su madre fue expuesta durante la 
gestación.30 La detección de feromonas no es la excep-
ción, éstas contienen elementos volátiles de bajo peso 
molecular, capaces de ejercer una acción atrayente de 
las hembras en celo hacia los machos, desde distancias 
considerables, estimulando la conducta de monta.23

A partir de las secreciones de moco vaginal de las 
hembras en estro, se ha aislado una feromona identi-
fi cada químicamente como  metil p-hidroxibenzoato, 
que atrae  sexualmente a perros machos.31,32

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto 
del  COU administrado 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 



12

individually housed in facilities with enough space to 
exercise, with water and ad libitum commercial type 
feed. All dogs received a chewing toy with the objec-
tive to enrich their environment.34

Before receiving COU treatment, the parameters 
to be evaluated in this study were determined in the 
dogs: this period was considered as week “zero”, so that 
each dog would be its own control and thus compare 
it with the treatment effect during the experiment. In 
this way, the reported values during week “zero” corre-
spond to dogs without treatment. All animals received 
one weekly dose of 300 µg/kg of COU by oral via, 
during four weeks. 

The experiments were carried out in an empty and 
clean room of 9 m2. Here, two glass vials with perfo-
rated caps at a distance of three meters between them, 
were fi xed to the fl oor with adhesive tape equidistant 
to the only access, 

Once a week, each dog was put in the evaluation 
room during fi ve minutes, time in which latency 
response was observed and recorded with chronom-
eter, which was defi ned as the time that each animal 
spent in manifesting olfactory interest for the fl ask 
content and the number of times it approached each 
vial for more than fi ve seconds. Besides, the number 
of times the dogs urinated, raising their hind leg after 
smelling the content of any of the vials was recorded. 
The individual evaluations were followed by room 
clean up with sodium hypochlorite and ventilation for 
at least two hours before evaluating the next dog.

Once the experiment concluded, semen was col-
lected by hand stimulation from each dog in a nylon 
collector cone.35 In each ejaculate, using a phase con-
trast microscope* and a hemocytometer, the total 
number of normal spermatozoids and spermatozoids 
with morphological alterations were determined by 
manual means.36,37

In order to obtain the result statistical analysis, 
repeated measurement variance of analysis  was used, 
comparing the total number of spermatozoids of each 
dog during the experimental weeks; likewise, latency 
period, frequency of olfactory exploration behavior 
response and urine territorial marking by means of 
repeated measurements of Friedman ś test were com-
pared. Every thing with the facility of SAS statistical 
program.38,39

Results

The smelling frequency of the container with vaginal 
secretions signifi cantly decreased from the fi rst to the 
fourth week. These values varied from 2.6 ± 1.95 times 
on week “zero” to 0.6 ± 0.55 in the fourth week (P < 
0.01). Likewise, the minor frequency of urine territo-
rial marking of the dogs was observed in the fourth 

estado fi siológico por citología vaginal exfoliativa.31,32 
Para este fi n, se recolectaron durante tres días con 
hisopos estériles, las secreciones contenidas en el ves-
tíbulo vaginal de las perras, las puntas de algodón 
impregnadas se depositaron en viales estériles que 
se mantuvieron cerrados a –20ºC, hasta que fueron 
usados para el experimento.

La evaluación del efecto de las secreciones vagina-
les se realizó de acuerdo con el criterio de Goodwin et 
al.33  El experimento se realizó utilizando cinco perros 
mestizos clínica y reproductivamente sanos de 1.5 a 
tres años de edad y con peso promedio de 10.1 ± 3.3 
kg. En estos machos se verifi có ausencia de anticuer-
pos contra Brucella canis mediante la prueba de agluti-
nación en placa. Durante el experimento, los machos 
fueron alojados de manera individual en instalaciones 
con sufi ciente espacio para hacer ejercicio, con agua 
y alimento de tipo comercial ad libitum. A todos los 
perros se les proporcionó un juguete para morder con 
el fi n de enriquecer su medio ambiente.34 

Antes de recibir el tratamiento con COU, se deter-
minaron en los perros los parámetros a evaluar en el 
estudio: a este periodo se le consideró la semana cero, 
de tal manera que cada animal fuera su propio testigo 
y así compararlo con el efecto del tratamiento durante 
el tiempo del experimento. De esta manera, los valo-
res notifi cados durante la semana cero corresponden 
a los perros sin tratamiento. A todos los animales se 
les administró vía oral una dosis semanal de 300 µg/
kg de COU, durante cuatro semanas.

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 tres metros de distancia entre 
ellos, fi jados al piso con cinta adhesiva; uno de los 
frascos contenía las secreciones vaginales y el otro sólo 
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, en 
ese tiempo se observó y se registró con un cronóme-
tro la latencia de respuesta, la cual se defi nió como el 
tiempo que tardó cada animal en manifestar interés 
por explorar olfatoriamente el contenido de los reci-
pientes y el número de veces que se aproximó a cada 
uno de los dos frascos durante más de cinco segun-
dos. 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 reci-
pientes. 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 esti-
mulación manual se recolectó semen de cada perro 
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week, initiating in 2 ± 0.63 and culminating in 0.4 ± 
0.49 (P < 0.005) (Figure 1). There were no signifi cant 
differences (P > 0.05) in the SSE during the evalua-
tion period.  

The latency response time to the vaginal secretions 
signifi cantly increased from the fi rst to the third week 
and was constant during the fourth week (Figure 2). 
Likewise, latency of urine marking increased; initially 
it was 0.54 ± 0.35 seconds, and in the fourth week, 2.45 
± 2.35 minutes (P < 0.005).

The total number of ejaculated spermatozoids sig-
nifi cantly decreased (P< 0.005) going from 518.4 ± 
215.4 × 106 on week zero to 57.6 ± 50.4 × 106 on week 
four. The percentage of spermatozoids that presented 
spermatic morphology alterations went from 14.7 ± 
3.3% on week zero to 60.0 ± 20.0% on week four (P < 
0.005) (Figures 3, 4). 

Discussion

Estrogens are essential for spermatogenesis. In the 
experimental model of αER (αERKO) defi cient mice 
it has been observed that they are infertile, because 
αER is necessary in the deferent ducts, important for 
re-absorption of fl uids coming from the rete testis.40

COU capacity to bind αER and βER is already 
known.41 In dogs, both types of receptors are found 
in the testicles,42 therefore, this phytoestrogen can 
act on them depending on the administered doses, 
as estrogen antagonist on αER. This interaction 
induces a similar state as αERKO in regard to re-
absorption of fl uids at deferent duct level. This effect 
induces spermatozoid number reduction into the 
epididymis. As consequence of the fl uid dynamic 
alteration, these accumulate in the testis, damage the 
germinal epithelium of the seminiferous tubules and, 
therefore, produce alterations in the development of 
spermatozoids.40,43 In this study, the histopathologi-
cal evaluation was not performed; nevertheless, as 
reported by Hess et al.,40 it is possible that these altera-
tions be the cause of oligospermia and teratospermia 
observed in the animals of this research.

It has been demonstrated the existence of αER in 
the hypothalamus ventromedial and preoptic medial 
nuclei. These anatomic regions are associated with 
the sense of smell and sexual behavior. In female mice 
it has been found that coumestrol antagonizes the 
estrogen neuroendocrine effects through the estro-
gen type α receptor.44

 The increase of latency response period to vaginal 
secretions, observed in this study, is similar to the one 
presented in treated rats with COU in the diet.16 The 
loss of sexual behavior in mice is observed in αβERKO 
experimental models, which indicates that both recep-
tors complement themselves so that sexual behavior 

en un cono recolector de nailon.35 En cada eyaculado 
se determinaron de manera manual, empleando un 
microscopio de contraste de fases* y un hemocitóme-
tro, los números totales de espermatozoides sanos y de 
espermatozoides con alteraciones morfológicas.36,37 

Para el análisis estadístico de los resultados se 
empleó un análisis de varianza de mediciones repeti-
das, comparando el número total de espermatozoides 
de cada perro durante las semanas del experimento; 
asimismo, se comparó el periodo de latencia, la fre-
cuencia de respuesta de la conducta de explora-
ción olfatoria  y del marcado de territorio con orina 
mediante prueba de Friedman de mediciones repeti-
das.  Todo con las facilidades del programa de estadís-
tica SAS (SAS Institute, Cary, NC).38,39

Resultados

La frecuencia de olfateo del recipiente con las secre-
ciones vaginales disminuyó signifi cativamente de la 
primera a la 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 ocasiones 
(P < 0.005). No se encontraron diferencias signifi ca-
tivas  (P > 0.05) en las respuestas a la SSE  durante el 
periodo de evaluación (Figura 1).

El tiempo de latencia de respuesta de los perros 
hacia las secreciones vaginales aumentó de manera 
signifi cativa de la semanas uno a la tres y se mantuvo 
en la semana cuatro (Figura 2).  De la misma manera, 
aumentó la latencia al marcado con orina;  al inicio 
fue de 0.54 ± 0.35 segundos, y en la cuarta semana, de 
2.45 ± 2.35 minutos (P < 0.005).

El  número total de espermatozoides eyaculados 
disminuyó de manera signifi cativa (P < 0.005) al pasar 
de 518.4 ± 215.4 × 106 la semana cero a 57.6 ± 50.4 × 106 
hacia  la  semana  cuatro. El porcentaje de espermato-
zoides que presentaron alteraciones en la morfología 
espermática pasó de 14.7 ± 3.3 puntos porcentuales en 
la semana cero a 60.0 ± 20.0% en la  semana  cuatro  
(P < 0.005) (Figuras 3 y 4). 

Discusión

Los estrógenos son esenciales para la espermatogéne-
sis. En el modelo experimental  de ratones defi cientes 
a los ERα (ERαKO) se ha observado que son inférti-
les, debido a que el ERα es necesario en los conductos 
deferentes, importante para la reabsorción de fl uidos 
provenientes de la red testicular.40

La capacidad del COU para unirse a los ERα y 
*Carl Zeiss, Alemania.
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Figura 1: Frecuencia de exploración olfatoria de perros tratados 
con coumestrol. Cada barra representa el promedio de las medi-
ciones de los cinco animales ± DE. 

Figure 1: Frequency of olfactory exploration of dogs treated with 
coumestrol. . Each bar represents the average of the measurements 
of the fi ve animals ± SD.

Figura 2: Latencia de respuesta olfatoria de perros tratados con 
coumestrol a secreciones vaginales de perras en estro. 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). 

Figure 2: Olfactory latency response of dogs treated with coume-
strol for vaginal secretions of bitches in estrus. Each bar represents 
the average of the utilized dogs ± SD. The greater time of latency 
was reached in the third week of the experiment (P < 0.005).

Figura 3: Número total de espermatozoides en eyaculados obteni-
dos de perros tratados con coumestrol. Cada barra corresponde al 
promedio de los cinco animales ± DE.  

Figure 3: Total number of spermatozoids in ejaculates obtained 
from dogs treated with coumestrol. Each bar corresponds to the 
average of fi ve animals ± SD. 

Figura 4: Morfología de los espermatozoides en eyaculados obtenidos 
de perros tratados con coumestrol. Cabeza de fl ama (1), nudo proximal 
(2), cola doblada (3), espermatozoide normal (4), la fl echa señala una 
gota proximal.

Figure 4: Morphology of the spermatozoids in ejaculates obtained from 
dogs treated with coumestrol. Flame head (1), proximal knot (2), folded 
tail (3), normal spermatozoid (4), arrow shows a proximal drop.
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can take place.21 The capacity of COU to bind to both 
receptors and its antagonist action towards these can 
be related to the alterations in olfactory exploration 
behavior of cervical mucus secretions of females in 
heat found in this study.

Besides alterations in pheromones response, it was 
observed that treatment to dogs with doses of 300 µg/
kg of COU during four weeks have an oligospermic 
and teratospermic effect. As a whole, the ethologi-
cal changes and morphological characteristics of the 
spermatozoids, observed in this study, indicate that, 
potentially, COU could be the fi rst step for the devel-
opment of new strategies for the control of free-roam-
ing population dogs, as a product that is administered 
by oral via, it interferes with male sexual response and 
decreases ejaculated spermatozoid count. Neverthe-
less, it is necessary to evaluate COU effect on other 
aspects of dog physiology and endocrinology, with the 
aim to limit its utility for this objective and determine 
its possible secondary effects. 
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