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RESUMEN 

 

Los fitoestrógenos son compuestos químicos no esteroides, de origen vegetal. 

Su nombre se refiere a la capacidad que tienen de inducir respuestas estrogénicas al 

unirse a los receptores beta (β) de estrógenos. Entre los fitoestrógenos está el 

coumestrol que se encuentra en altas concentraciones en alfalfas, esto lo convierte 

en uno de los principales disruptores endocrinos en el ganado. En bovinos como en 

ovinos, se describen alteraciones reproductivas relacionadas con la alta ingesta de 

coumestrol, los cuales han sido analizados principalmente en hembras. Dado la poca 

información que hay del efecto de los fitoestrógenos en machos se decidió realizar el 

presente trabajo en machos utilizando como modelo la rata. Se analizó el efecto del 

coumestrol sobre hipófisis, testículo y glándulas sexuales en ratas Wistar. Posterior a 

la administración aguda de dosis crecientes de coumestrol, se determinaron los 

niveles plasmáticos de gonadotropinas (LH / FSH) y testosterona. Por otro lado, se 

analizó el efecto del coumestrol en el índice somático de las glándulas sexuales 

accesorias y testículo, así como el efecto en la espermatogénesis. No se observaron 

cambios en los niveles plasmáticos de gonadotropinas, sin embargo, los niveles de 

testosterona mostraron un decremento después de todos los tratamientos, siendo 

significativo en las dosis de 12.5, 25 y 200 μg de coumestrol, esto podría significar 

que el coumestrol puede inducir respuesta a nivel testicular en dosis bajas como 

altas. Con relación a los índices somáticos, se observó que el tratamiento con 

coumestrol no modificó el índice prostato-somático, pero sí incrementó el índice 

vesicular-somático e indujo un decremento en el índice coagulante-somático, 

sugiriendo que induce un efecto estrogénico en estas glándulas. A nivel testicular el 

coumestrol tuvo un efecto inhibitorio en la espermatogénesis específicamente en las 

fases VII y VIII del espitelio sieminífero. Esto produjo un decremento en el contenido 

celular de los túbulos seminíferos, presentando un “arresto” de la espermatógenesis. 

Estos resultados sugieren que la administración aguda de coumestrol tiene efecto 

principalmente en estructuras periféricas reproductivas, probablemente a través de 

su unión a receptores β de estrógenos. 
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ABSTRACT 

 

Phytoestrogens are non-steroid chemical compounds derived from plants. Its 

name refers to their capacity to induce estrogenic responses when bonded to 

estrogen-beta (β) receptors. Among phytoestrogens there is the coumestrol. Alfalfa 

often contains coumestrol in great amounts and this makes it one of the principal 

endocrine disruptors in cattle. In bovines and ovines reproductive alterations have 

been described related to a high ingestion of coumestrol, which have been mainly 

studied on females. Due to a lack of information regarding males it was decided to do 

this investigation on males using the rat as a model, it was analyze the effect of 

coumestrol on pituitary, testicle and sexual glands on Wistar rats. After increasing 

acute doses of coumestrol administrated to rats, plasmatic gonadotrophins (LH – 

FSH) and testosterone levels were determined. Besides, the effect of coumestrol on 

the somatic index of the accesory sexual glands and testicles was analyzed as well 

as the effect on spermatogenesis. No changes were observed on the plasmatic levels 

of gonadotrophines, although, testosterone levels decreased after all treatments, 

being remarkable on the 12.5, 25 and 200 μg of coumestrol doses. This could mean 

that coumestrol could induce a testicular-level response with low as well as with high 

doses. Regarding somatic indexes, it was observed that treatment with coumestrol 

did not modify the prostatic-somatic index, but the vesicular-somatic index increased 

and the coagulating-somatic index decreased, suggesting that it induces an 

estrogenic effect on these glands. At testicular level coumestrol showed an inhibiting 

effect at the spermatogenesis, particularly at phases VII and VIII of the epithelium’s 

cycle. This caused a decrease on cell’s seminal tubules content, showing an “arrest” 

of the spermatogenesis. These results suggest that acute administration of 

coumestrol has effect mainly on perifeic reproductive structures, maybe through its 

bond to estrogen-beta (β) receptors. 
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1. ANTECEDENTES 

 

 En la actualidad es frecuente escuchar de problemas reproductivos por baja 

fertilidad en el humano. Este problema se extiende también a especies  silvestres y a 

especies de importancia económica. Se considera que la reproducción es afectada 

en todas las especies por la presencia de compuestos químicos que actúan como 

disruptores endocrinos, es decir, que tienen actividad estrogénica o antiestrogénica. 

 Gutendorf y Westendorf (2001) han propuesto que algunos disruptores 

endocrinos encontrados en el agua y en sedimentos, pueden ser hormonas naturales 

o sintéticas, fitoestrógenos o pueden formar parte de una gran variedad de 

compuestos químicos como detergentes y pesticidas. Todos estos compuestos 

pueden tener efecto tanto en la reproducción, así como en la inducción de cáncer 

hormono-dependiente. Esto es debido al efecto dual (estrógeno-antiestrógeno) que 

pueden presentar, tanto en animales de vida silvestre como en humanos. 

 Los primeros estudios sobre fitoestrógenos se realizaron alrededor de 1940, 

en Australia, cuando los tréboles comenzaron a ser utilizados como una importante 

pastura para el ganado ovino. Al poco tiempo de su uso, se notó en el ganado un 

decremento en la fertilidad de casi el 30%, que se manifestaba como una 

disminución en la concepción, acompañada de una hiperplasia glandular quística de 

cervix y útero; alteración del moco cervical que por su mayor fluidez impide que el 

semen permanezca el tiempo necesario en el tracto reproductor de la hembra para 

que se lleve a cabo la fertilización,  observándose que 24 horas posteriores a la 

cópula el número de espermatozoides presentes es menor al esperado. A este 



 13 

síndrome de esterilidad en el ganado ovino se le denominó como “enfermedad del 

trébol” (Cox y Braden, 1974 a y b; Cox, 1977; Adams, 1990). Además, la galactorrea 

observada en hembras no preñadas, así como en machos, sugirió la presencia de 

algún tipo de estrógeno presente en las plantas. 

 A los compuestos presentes en las plantas que tienen la capacidad de 

producir efectos estrogénicos, se les denomina de manera genérica, fitoestrógenos. 

En un sentido más amplio, este término se refiere a los compuestos con efecto 

estrogénico, es decir que tienen la capacidad de: 1) unirse a los receptores de 

estrógenos; 2) inducir respuestas específicas en genes relacionados con los 

estrógenos y 3) estimulación positiva mediada por el receptor a estrógenos en el 

crecimiento de las células de cáncer de mama (Lieberman, 1996; Kurzer y Xu, 1997). 

 A partir de estas primeras observaciones, se iniciaron los estudios en diversos 

campos del conocimiento. Los primeros se realizaron en el ganado por la importancia 

económica que implican. Después, surgieron los estudios relacionados con el 

análisis de los mecanismos de acción de fitoestrógenos, así como los efectos 

tisulares en el aparato reproductor y el sistema nervioso, en diferentes etapas del 

desarrollo. Se ha propuesto  a los fitoestrógenos como probables disparadores y/o 

reguladores de la reproducción en mamíferos (Labov, 1977). Los fitoestrógenos 

presentes en alimentos de consumo humano, son una alternativa para el tratamiento 

y prevención de diferentes padecimientos como el cáncer mamario, (Schmidt et al., 

2005; Han et al., 2002), cáncer prostático, (Hedelin et al., 2006; Mäkela et al., 1998; 

Pertschuk et al., 1980), cáncer testicular, (Walcott et al., 2002; Juriansz et al., 1988), 

cáncer uterino, (Hunter et al., 1999; Hopert et al., 1998), osteoporosis, (Tsutsumi, 
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1994; Tsutsumi et al., 1995) y  menopausia, (de Boer et al., 2004; Cos et al., 2003; 

Stopper et al., 2005; Kanno et al., 2004). 

 

1.1 IDENTIFICACIÓN DE LOS FITOESTRÓGENOS Y SU PAPEL EN LAS 

PLANTAS 

 

 Entre las plantas que contienen estos compuestos están algunas de la familia 

de las leguminosas, que son importantes económicamente por el uso que se les da 

como forraje e incluso como alimento  para consumo humano.  

 A pesar de saber que los fitoestrógenos inducen alteraciones reproductivas en 

el ganado, fue hasta 1950, que se aislaron e identificaron en el trébol los primeros 

fitoestrógenos pertenecientes a la familia de las isoflavonas: la genisteina y la 

formononetina (Bradbury y White, 1951). Posteriormente, fueron identificadas la 

daidzeina y la biochanina A (Bradbury y White, 1954; Bickof, 1968). 

 En 1957 fueron identificados otros fitoestrógenos pertenecientes a la familia de 

los coumestanos sintetizados a partir de ácido cinámico y cuya fórmula empírica es 

C15H8O5, con dos hidroxilos libres (Bickoff et al., 1957), que al parecer permiten la 

unión al receptor de estrógenos. 

Aunada a la identificación de estos compuestos, se iniciaron los estudios para 

conocer su potencia biológica, considerando su capacidad para aumentar el peso 

uterino. Se encontró que los coumestanos, principalmente el coumestrol, son más 

potentes que cualquier isoflavona pero menos potente que el dietiletilbestrol 

(compuesto análogo al 17 ß estradiol) (Bickoff et al., 1957; Micheli et al., 1962). 
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 Entre los fitoestrógenos existen diversas familias de moléculas que se incluyen 

a los denominados isoflavonoides y corresponden a tres grupos: las isoflavonas, los 

pterocarpenos y los coumestanos (O´Neill et al., 1986). Algunos autores sugieren 

que todos estos compuestos siguen la misma ruta metabólica, por lo que se 

clasifican dentro del grupo de isoflavonas (Dewick y Martin, 1979). Las isoflavonas 

derivan de dos rutas metabólicas primarias, una a partir del acetato de malonato y la 

otra de un compuesto denominado ácido shikémico que proporciona los carbonos del 

esqueleto 3 fenil cromano común a todos estos compuestos (Figura 1) (Soriano-

Rochard y Núñez, 1986; Kimura et al., 2001).  

 Los compuestos derivados del ácido cinámico, ácido p-cumárico, etc. son 

derivados en realidad de aminoácidos aromáticos, dan origen a compuestos de 15 

carbonos como el coumestrol, los cuales se encuentran distribuidos en anillos 

heterocíclicos (Salisbury y Ross, 1992).  

 Cos y col. (2003), sugieren que todos los fitoestrógenos son compuestos 

polifenólicos no estrogénicos con actividad biológica parecida a los estrógenos. 

Basados en su estructura química proponen una nueva clasificación asociando en 

cuatro grupos a todos estos compuestos: isoflavonoides, flavonoides, estilbenos y 

lignanos. Entre las isoflavonas o isoflavonoides, se encuentran compuestos como 

genisteina, daidzeina, coumestrol y equol (figura 2). 
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Figura1: Ruta de la biosíntesis de flavonoides en las plantas (Kimura et al., 2001) 
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Figura 2: Estructuras químicas comparativas de coumestrol (derivado del ácido 

shikémico) y el estradiol (derivado del colesterol). 

 

 

Estos compuestos están presentes en bajas concentraciones en las plantas, 

su efecto en estas es principalmente antimicrobiano (Feet y Osman, 1982) y 

fungicida (Sukumuran y Gnanamanickam, 1980). Los niveles de fitoestrógenos en las 
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plantas pueden variar por su distribución geográfica (Hanson et al., 1965), por el 

corte, estado de crecimiento de la planta, la temperatura y la luminosidad  (Rossiter y 

Bech, 1966 a y b; Medina et al., 1982 a y b, Gómez et al., 1982). 

 Desde 1968, Bickoff consideró que los fitoestrógenos sirven como 

mecanismos de defensa en las plantas expuestas a ataques foliares. En general, 

podríamos decir que ante alguna situación que induzca “estrés” en las plantas, la 

respuesta en estas es elevar los niveles de fitoestrógenos para adaptare a las 

nuevas condiciones.  El ataque de áfidos, induce un incremento del valor normal de 1 

a 2 mg de coumestrol a 100 mg de coumestrol por kg de alfalfa (Livingston et al., 

1961; Loper y Hanson, 1964); la invasión del hongo Pseudopesisa medicaginis 

induce una elevación de   75 veces los niveles basales de coumestrol (LeBars et al., 

1990). La concentración de coumestrol considerada biológicamente activa para 

ejercer un efecto estrogénico es de 20 a 25 mg/kg (Smith et al., 1980). 

  

1.2 MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS FITOESTRÓGENOS 

 

 Los fitoestrógenos presentan menor potencia biológica que el estradiol, sin 

embargo, sus efectos son notables en el organismo al ser consumidos, debido a la 

estimulación de la síntesis hepática de la proteína transportadora de estrógenos 

(SHBG) (Aldecreutz et al., 1987). El incremento de SHBG reduce la concentración 

libre de hormonas sexuales endógenas, ejerciendo así los fitoestrógenos su efecto 

sobre los órganos blanco (Whitten y Naftolin, 1992). 
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Aunque estos compuestos se unen a SHBG con menor afinidad que los 

esteroides sexuales endógenos, estas interacciones son fisiológicamente relevantes 

en situaciones en las que los niveles de SHBG son altos y los de esteroides 

endógenos bajos, específicamente en niñas en etapas pre-púberes y mujeres que 

consumen anticonceptivos (Hodgert et al., 2000). 

En el caso específico del coumestrol se ha observado que la actividad 

estrogénica parece estar determinada por la concentración de coumestrol libre en el 

plasma, más que por su concentración total  (Shutt et al., 1969). 

Para determinar la dosis media efectiva de algunos fitoestrógenos Milligan y 

col., (1998), realizaron un ensayo in vivo sobre el incremento de la permeabilidad 

vascular uterina en ratonas ovariectomizadas. Al comparar sus resultados con el 

estradiol y estriol, se determinó que el coumestrol es el fitoestrógeno más activo, la 

genisteina es 10 veces menos potente que el coumestrol; la daidzeina y la 

formononetina no inducen un efecto cuantificable. Estos resultados indican que 

algunos compuestos, aún en exposiciones cortas pueden inducir efectos 

estrogénicos típicos, y que, a pesar de su baja potencia, producen respuestas 

agudas. 

A nivel de receptores se ha visto que tanto los coumestanos como las 

isoflavonas (coumestrol y genisteina) son capaces de competir con el 17  estradiol 

para unirse a los receptores citosólicos uterinos. La afinidad de unión se relaciona 

con su potencia estrogénica, es decir, una parte de estradiol equivale a 70 de 

coumestrol y 175 de genisteina para inhibir la unión in vitro de 17  estradiol H3 
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(Shemesh et al., 1972). Además, los coumestanos tienen la capacidad de traslocar 

los receptores citoplásmicos y saturar los receptores nucleares de manera similar al 

estradiol (Martín et al., 1978). 

Se ha reportado que el coumestrol en bioensayos realizados en la fracción 

citosólica de células uterinas de oveja, se une con relativa afinidad (de 5% con 

relación al estradiol) (Shutt y Cox, 1972), esto también se ha descrito en el 

hipotálamo e hipófisis de la oveja (Molteni et al., 1995). La afinidad de unión al 

receptor citosólico del útero es menor que la del estradiol ya que la constante de 

disociación (Kd) para el coumestrol es de 50 nM y para el estradiol es de 0.2-0.5 nM 

(Geynet et al., 1972). 

Inicialmente se propuso que los efectos que manifiestan los fitoestrógenos se 

deben a la unión de éstos con los receptores de estrógenos. Sin embargo,  la 

diversos efectos que pueden inducir en los diferentes tejidos y sistemas hace pensar 

que estos compuestos no actúan exclusivamente a través de un mecanismo simple, 

ya que no todos los fitoestrógenos actúan por medio de su unión a los receptores de 

estrógenos tipo II, los cuales están ligados a los procesos biológicos más importantes 

determinados por estrógenos (Chapin et al., 1996). A partir de estudios in vitro se 

sugiere que los fitoestrógenos son agonistas del estradiol al unirse tanto a receptores 

 como . Sin embargo, las interacciones más fuertes entre estos compuestos y el 

receptor ocurren con los receptores tipo , en contraste a lo que ocurre con el 

estradiol (Casanova et al., 1999). 
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Cassidy (2003) propone que los fitoestrógenos ejercen su efecto 

preferentemente a través de los receptores  estimulando tejidos específicos, sin 

embargo, también presentan otros efectos que se realizan de manera independiente 

a los receptores estrogénicos como son su capacidad antioxidante, efecto 

antiproliferativo y antiangiogénico. Asímismo, propone que los fitoestrógenos de la 

dieta se metabolizan en el intestino por bacterias, se absorben y posteriormente se 

conjugan en el hígado y pasan a la circulación plasmática. Los que no son utilizados 

son excretados por la orina. 

Los fitoestrógenos tales como genisteina, coumestrol y zeralonona estimulan 

la actividad transcripcional de ambos subtipos de receptores de estrógenos en 

concentraciones de 1-10 nM, aunque la unión se realiza preferentemente al subtipo β 

(Kuper et al., 1998). Entre los receptores ß se ha identificado, a partir de un análisis 

de RNAm 2 nuevas isoformas, los receptores de estradiol ß1 y ß 2. La afinidad del 

estradiol a estos receptores es muy baja, en especial a la isoforma 2; compuestos 

como genisteina y coumestrol compiten efectivamente con el estradiol para unirse a 

estos receptores, los cuales se expresan de manera importante en ovario, próstata, 

hipófisis y músculo de rata, siendo escasa la isoforma 2 (Peterson et al., 1998). 

De manera general, se ha observado que los fitoestrógenos administrados en 

la rata de forma aguda, inducen receptores de progesterona en el útero, hipófisis, 

hipotálamo y área preóptica (Whitten y Naftolin, 1992). 

Se ha planteado que el coumestrol y las isoflavonas ejercen su efecto al 

interactuar con los receptores de estrógenos, siendo esta unión de alta afinidad. En 
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células cancerosas de mama, inducen una respuesta estrogénica al interactuar en 

los genes c-myc, pS2 y con los receptores de progesterona (Mayr et al., 1992; 

Mäkelä et al., 1994; Micksicek, 1995). 

En estudios de saturación de receptores con dosis equipotentes de estradiol y 

genisteina, ambos tienen la misma capacidad para estimular la síntesis de proteínas, 

catepsina pS2  y receptores a progesterona reguladas por estrógenos, asímismo 

inducen una regulación a la baja de receptores de estradiol y estimulan la 

proliferación celular. Sin embargo, la genisteina tiene efecto bifásico, en 

concentraciones de 1 m estimula la proliferación celular y en dosis de 10 a 20 m 

inhibe abruptamente este proceso (Zava et al., 1997). 

Whitten y cols. (2002) analizaron el efecto de las isoflavonas sobre los 

mecanismos neurales en receptores ER-dependientes (receptores de oxitocina en 

el núcleo ventromedial del hipotálamo) y ER-dependientes (regulación de ER 

mRNA en el núcleo paraventricular). El tratamiento en ratas con 100 ppm (μg/g) de 

coumestrol en la dieta, desde el día del nacimiento al día 21 produce anovulación 

prematura y la administración desde el día de nacimiento al día 10 suprime la 

conducta sexual en machos. Una semana de tratamiento en ratas ovariectomizadas 

incrementa los receptores ß y la expresión de RNA mensajero en el núcleo 

paraventricular, efecto opuesto al estradiol. Por los resultados anteriores, se sugiere 

que la acción de los fitoestrógenos a nivel de conducta es estrogénica, al antagonizar 

o producir una respuesta opuesta al estradiol. 
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Los fitoestrógenos de la dieta presentan actividad estrogénica- 

antiestrogénica, ésta última se ha postulado que se manifiesta al interactuar el 

fitoestrógeno con el receptor a estrógenos, desplazando a los estrógenos endógenos 

y bloqueando así su efecto hormonal (Mäkelä et al., 1994). En el caso de las 

isoflavonas se ha reportado un efecto inhibitorio en la formación de 5 

dihidrotestosterona (5 DHT) a partir de testosterona por la enzima 5 reductasa  

 (Evans et al., 1995). También pueden inhibir la actividad de enzimas como 

aromatasas, tirosin quinasa y DNA topoisomerasa e incrementar la síntesis de 

antioxidantes (Peterson y Barnes, 1991; Barnes, 1998; Kurzer y Xu, 1997). 

Otro efecto estrogénico de los fitoestrógenos es su relación con la síntesis de 

prostaglandinas. Al respecto, en estudios in vitro se ha demostrado que tanto 

daidzeina, genisteina, equol y coumestrol son capaces de estimular la síntesis 

microsomal de prostaglandinas H (PHS), la cual fue medida por la disminución de 

ácido araquidónico dependiente de oxígeno. Estos resultados sustentan la idea de 

que compuestos con capacidad estrogénica pueden modular la activación de PHS 

(Degen, 1990). 

En estudios realizados con ratas ovariectomizadas, se muestra que los 

fitoestrógenos pueden actuar como agonistas de los estrógenos. En roedores, se ha 

observado que el coumestrol (100 g/ml en el agua de beber) y el 17  estradiol (100 

ng/ml) son capaces de inducir la misma respuesta. La administración combinada, 

produce efectos aditivos en relación al peso uterino y proliferación celular en la 

vagina y el útero. Asímismo, se observa que el pretratamiento con coumestrol por 24 
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horas reduce la respuesta mitótica del útero durante 48 horas, posterior a un 

implante subcutáneo de estradiol. Estudios realizados por Pocock y col. (2002) 

encuentran que el coumestrol actúa como un estrógeno típico y sólo muestra efectos 

aditivos con el estradiol. 

La capacidad del coumestrol para estimular la respuesta uterina, de manera 

similar al estradiol, sugiere que este fitoestrógeno puede ser clasificado como “un 

verdadero inductor del crecimiento uterino”. Sin embargo, también es considerado 

como un estrógeno “impedido” (como estriol), debido a que no es retenido el mismo 

tiempo que el estradiol en el núcleo y actúa entonces como un antiestrógeno. Sin 

embargo, de manera general, se sugiere que estos compuestos pueden actuar como 

estrógenos o antiestrógenos dependiendo del esquema de administración (Kitts et 

al., 1983). Es decir que cuando se administran y la respuesta es similar a la que  

induce el estradiol  (por ej. aumento de peso uterino) se determina que  la respuesta 

es estrogénica. Sin embargo,  cuando la respuesta no es similar a la que induce el 

estradiol  o incluso es contraria se dice que la respuesta es antiestrogénica (por ej. 

disminución del peso uterino). 

A pesar de que hasta el momento se ha planteado que la respuesta que 

inducen los fitoestrógenos en ovinos y bovinos consumen es estrogénica, existe una 

controversia debido a que algunos de estos compuestos como la genisteina y el 

coumestrol, han inducido respuestas de tipo antiestrogénico (Newsome y Kitts, 

1980). Esta acción de los fitoestrógenos se observa al realizar un análisis de unión a 

receptores y encontrar un agotamiento parcial de receptores; la disminución de los 

sitios receptores se explica por la translocación de los receptores al núcleo y la 
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retención de coumestrol en el núcleo, la cual es menos prolongada en tiempo que la 

de estradiol, por lo que es muy probable que los efectos antiestrogénicos estén 

relacionados con el reemplazo incompleto de receptores. 

Jacob y col. (2001) encuentran en rata que el co-tratamiento de estradiol y 

coumestrol estimula el área preóptica y los núcleos hipotalámicos ventromediales, lo 

cual sugiere una acción antiestrogénica del coumestrol mediada por receptores α de 

estradiol.  

Los fitoestrógenos como zeralonona, coumestrol, quercetina y biochanina A 

son inhibidores de la 17 β hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 5, enzima 

involucrada en el metabolismo de andrógenos y estrógenos. Al actuar como 

inhibidores de la aromatasas se considera que inducen un efecto benéfico en 

cánceres hormono dependientes (Krazeisen et al., 2001, 2002). 

 

1.3 FITOESTRÓGENOS EN HUMANOS 

 

En el caso del humano, es importante señalar que los estrógenos 

provenientes de plantas así como de hongos, contribuyen a lo que se denomina la 

exposición total de estrógenos. La exposición de estrógenos endógenos más la 

exposición de fitoestrógenos y xenoestrógenos (compuestos no esteroideos que se 

encuentran en detergentes, pesticidas y plásticos cuyas moléculas se unen a los 

receptores de estrógenos) se sugiere pueden tener consecuencias en el desarrollo 

prenatal a nivel de tracto reproductivo en desarrollo, en la fertilidad en el humano, 

además, de ser potenciales promotores del crecimiento de tumores hormono 
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dependientes dependiendo de las dosis alcanzadas (Miksicek, 1994; Seawright, 

1995).  

La disminución de hormonas esteroides en la mujer asociadas a la 

menopausia, se caracterizan por alteraciones las cuales se manifiestan como 

vaginitis atrófica y resequedad vaginal, además de contribuir a problemas como la 

osteoporosis e incrementar el riesgo de alteraciones coronarias (Kurzer y Xu, 1997). 

A pesar de que estos síntomas son universales, se sugiere que las manifestaciones 

de estos varían según la cultura alimenticia (Lock, 1991), siendo menores en las 

poblaciones japonesas. Diversos estudios muestran que los fitoestrógenos presentes 

en la dieta (principalmente frijol de soya y sus derivados) son los responsables de 

reducir la sintomatología durante la pre y menopausia (Aldecreutz et al., 1992; 

Colditz et al., 1992; Murkies et al., 1995; Chiechi et al, 1999a; Chiechi, 1999b; 

Shiizaki et al., 1999). 

Los efectos que presentan los estrógenos con relación a la osteoporosis, son: 

la reducción de la sensibilidad del hueso como respuesta al efecto de la hormona 

paratiroidea, bloquea la liberación de interleucina-1, actúa como un potente agente 

que modula resorción, y modula directamente la actividad del osteoblasto (Aurbach 

et al., 1992). Se ha visto que los fitoestrógenos prevén la resorción del hueso y 

promueven el incremento de la densidad ósea, (Tsutsumi, 1995; Anderson et al., 

1995; Arjmandi et al., 1996; Kalu et al., 1988; Fanti et al., 1998; Chiechi et al., 1999a; 

1999b). 

Por otro lado, es importante señalar que diversas evidencias sugieren que la 

dieta rica en fitoestrógenos reduce el riesgo de cáncer de mama, próstata y colon 
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(Aldecreutzs et al., 1995; Barnes, 1995; Messina et al., 1994). Dixon-Shanies y 

Shaidk (1999), después de realizar estudios epidemiológicos, sugieren que el 

consumo de una dieta rica en fitoestrógenos (genisteina, daidzeina, biochanina A y 

coumestrol) tiene un potencial importante en la prevención de cáncer de mama. La 

acción inhibitoria de la genisteina en el cáncer de mama parece ser compleja y está 

solo parcialmente mediada por los receptores de estrógenos (Chen et al., 2003). 

El desarrollo del cáncer endometrial está altamente relacionado con la 

exposición prolongada a estrógenos, se sugiere que los fitoestrógenos podrían tener 

un efecto antiestrogénico en el desarrollo de este tipo de cáncer. Horn-Ross y col. 

(2003), evaluaron la asociación entre la ingesta de fitoestrógenos (isoflavonas, 

coumestanos y ligninas) y el cáncer endometrial; encontraron que tanto las 

isoflavonas como las ligninas están inversamente relacionados con el riesgo de 

cáncer endometrial, así mismo, mujeres postmenopáusicas con obesidad y dieta 

carente o con muy bajo contenido de fitoestrógenos presentan un alto riesgo de 

cáncer endometrial. 

En el cáncer primario de ovario, el consumo de una dieta rica en 

fitoestrógenos induce un menor riesgo de volver a presentar una neoplasia posterior 

a un tratamiento. McCann y col. (2003), proponen que este tipo de dieta tiene un 

papel quimiopreventivo en neoplasias relacionadas con hormonas. 

Debido al uso cada vez más frecuente de fitoestrógenos como terapia 

alternativa durante la menopausia y postmenopausia, Nikander y col. (2003), 

analizaron en mujeres posmenopáusicas sintomáticas (presencia de depresión, 

bochornos, insomnio, resequedad vaginal) el efecto del consumo de estos 
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compuestos,  observaron que los fitoestrógenos no causan cambios en los niveles de 

FSH y LH ni en los niveles de la proteína transportadora de hormonas sexuales. El 

tratamiento, es tolerado por las pacientes y no provoca cambios en enzimas 

hepáticas, creatinina, en el índice de masa corporal o presión sanguínea, pero si 

disminuyen los síntomas asociados con la menopausia. 

La disminución de estrógenos durante la menopausia, se ha asociado con un 

mayor riesgo de presentar desordenes neurodegenerativos. Linford y Dorsa (2002) 

encontraron que 50 nM de genisteina son suficientes para reducir la apoptosis 

neural, encontraron que los receptores neuronales son principalmente de tipo, y 

que tanto el 17 ß estradiol como la genisteina reducen el número de neuronas 

apoptóticas por medio de receptores de estrógenos al inhibir las caspasas.  

Con relación al cáncer de próstata, se ha mostrado una asociación inversa 

entre el consumo de coumestrol y daidzeina con el riesgo de presentar este 

padecimiento (Strom et al., 1999). 

Si bien, se plantea un efecto benéfico de los fitoestrógenos sobre el cáncer 

prostático en hombres, también se ha propuesto que estos compuestos pueden estar 

involucrados en el incremento de alteraciones reproductivas como por ejemplo: en el 

hombre disminución del conteo espermático y en la mujer inducción de poliquistosis 

ovárica y.ciclos anovulatrorios; estos efectos se han observado en los últimos  50 

años (Sharpe y Shakkebaek, 1993).  

De manera general se propone que las isoflavonas inhiben el crecimiento de 

células cancerígenas, modulando los genes relacionados con el control homeostático 
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del ciclo celular y apoptosis. Sarkar y Li (2002), proponen que estos compuestos 

inhiben la activación del factor transcripcional nuclear NF-Kappa  y la vía de la señal 

Akt, ambos compuestos involucrados en el equilibrio entre la sobrevivencia celular y 

la apoptosis, por lo cual actúan como potentes inhibidores de angiogénesis y 

metástasis. 

A pesar de que el uso y consumo de este tipo de compuestos está muy 

difundido ya que cada vez es mayor el número de hombres y mujeres que consumen 

comprimidos de soya y alfalfa, es de gran importancia realizar estudios basados en el 

consumo por tiempo prolongado en humano para poder determinar las dosis,  tiempo 

de administración adecuados y descartar así efectos secundarios.  

Por otro lado, es necesario realizar curvas dosis respuesta ya que 

dependiendo de la dosis y el órgano a considerar el efecto que se presente puede 

ser estrogénico o antiestrogénico. 

 

1.4 FITOESTRÓGENOS EN ANIMALES DOMÉSTICOS 

 

Las primeras observaciones que se realizaron del efecto de los fitoestrógenos 

fueron hechas en ganado ovino. En estudios realizados recientemente en esta 

especie (Adams, 1995 a y b), se sugiere que la infertilidad que inducen los 

fitoestrógenos se pueden categorizar en temporal y definitiva. La infertilidad temporal 

resulta de la acción de los fitoestrógenos, que actúan de manera similar a los 

estrógenos en la mayoría de los mamíferos. La infertilidad permanente resulta de 
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cambios que son inducidos por estos mismos compuestos en el cérvix y son efectos 

análogos a los inducidos por los estrógenos durante la organogénesis. En estos 

trabajos proponen que el tratamiento prolongado de fitoestrógenos activa 

mecanismos que se presentan durante el desarrollo ontogenético y se pierden en el 

neonato. 

 La administración de coumestrol en ovejas ovariectomizadas, induce cambios 

asociados con una pronunciada estrogenización del tracto reproductor, los cuales 

son inducidos al alcanzar niveles de coumestrol de 0.6-3.1 g/100ml en sangre, por 

medio de la administración de coumestrol por vía intramuscular (7.5-25 mg/24 hr) o 

infusión intrarruminal (350 mg/24 hrs) (Shutt et al., 1969). 

El consumo de alimento comprimido con diferentes coumestanos induce en 

ovinos depresión de la ovulación (Ramón et al., 1993; Smith et al., 1980). Se ha visto 

que pueden influenciar la liberación de LH durante la estación reproductiva, 

sugiriendo que la amplitud de los pulsos de LH puede estar asociada con un efecto 

directo del coumestrol en el ovario o indirectamente por una inhibición en los niveles 

de FSH (Montgomery et al., 1985; Martín et al., 1988). 

La exposición prolongada de coumestrol en ovejas, produce cambios 

macroscópicos del tracto reproductor a nivel de útero, así como alteraciones 

histopatológicas de cervix y útero; presentan una gran cantidad de pliegues 

cervicales y desarrollo de quistes, así como mayor actividad glandular (Cantero et al., 

1996). 
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En el ganado bovino que consume con frecuencia forrajes estrogénicos, se 

observa irregularidad del ciclo estral, baja tasa de fertilidad (Lotane y Adler, 1966), 

aumento de la conducta sexual, quistes ováricos, hiperplasia de mama y útero así 

como relajación del ligamiento pelviano (Jurado, 1989). 

Al igual que en los ovinos, en bovinos se presentan alteraciones del moco 

cervical disminuyendo la resistencia eléctrica del moco; en los machos se ha 

observado baja fertilidad, ginecomastia e hipospermia (Romero et al., 1997). Al 

parecer, la infertilidad que se presenta en los bovinos es temporal, ya que se ha 

observado que los efectos estrogénicos desaparecen después de un mes de 

remover al ganado de los pastos estrogénico (Adams, 1995b). 

LeBars y col. (1990), encontraron que los efectos adversos que inducen los 

fitoestrógenos en diversas especies como ovinos, caprinos y bovinos, al consumir 

forrajes verdes o deshidratados, se ven incrementados en las épocas de primavera 

(por el ataque foliar por áfidos que sufren las plantas así como al final de ésta por 

ataque fúngico, que pueden incrementar hasta 100 veces los niveles basales de 

fitoestrógenos), estos niveles se conservan después de la colecta, el ensilaje, la 

exposición al sol y se ha visto que no pueden ser desnaturalizados por ningún 

tratamiento. 

En peces, se ha visto que la presencia de fitoestrógenos como contaminantes 

en el agua o por la elaboración de alimentos con polvo de soya y aceite de alfalfa, 

inducen alteraciones en los procesos fisiológicos relacionados con los estrógenos. 

Tales procesos son la reproducción, el crecimiento y la osmorregulación. En el 

Salmón mantenido en cultivo, cuya base alimentaria es alimento seco con alto 
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contenido de fitoestrógenos, se presentan elevadas concentraciones de vitelogenina 

en plasma de animales inmaduros tanto en hembras como machos, alterándose así 

la reproducción (Pellisero et al., 1989; Pellisero et al.,1991; Pellisero et al.,1993). 

En diversas especies tanto domésticas como silvestres, se sugiere que los 

fitoestrógenos  puede tener algún ligando endógeno que les permita determinar e 

identificar la calidad de las plantas para su dieta, lo cual a su vez, les permitirá 

aplazar el crecimiento o la reproducción, a este ligando se le denomina  “interacoide”  

y se sugiere actúe por un mecanismo mediado por receptores (Chapin et al., 1996). 

En especies domésticas es importante continuar realizando estudios, ya que 

en su mayoría se reporta una disminución de la fertilidad tanto en el macho como en 

la hembra, es importante no descartar la alimentación con alto contenido de 

fitoestrógenos o contaminantes del agua como inductores de estas alteraciones.  

En el caso de las especies productoras de leche, sería recomendable realizar 

un estudio que relacione el consume de fitoestrógenos en el alimento que consumen 

las vacas y la cantidad de estos compuestos presentes en la leche ya que ésta 

podría llegar a ser una vía importante de consumo en el humano si los animales son 

alimentados con pastos estrogénicos. 

 

1.5 FITOESTRÓGENOS EN ROEDORES 

 

Los roedores constituyen el modelo experimental más empleado. Por ello en 

esta sección se presentan los trabajos que se han realizado con roedores en 

diferentes etapas del desarrollo.  
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1.5.1 Etapa Prenatal  

De manera general la exposición prenatal de genisteina produce diversas 

alteraciones: 1) reducción del peso al nacimiento, 2) reducción de la distancia ano 

genital al nacimiento, 3) incremento del volumen de los núcleos dimórficos en el área 

preóptica del hipotálamo, 4) adelanto de la pubertad y alteración de los ciclos 

vaginales (Levy et al., 1995). Hemos observado en rata wistar que la administración 

en el día 10 de gestación de coumestrol en dosis equimolares a 2 y 4 g de estradiol, 

producen en la hembra  un retraso en el desarrollo del ovario al observarse escasos 

folículos, así como los cordones de las células germinales menos definidos y con un 

aspecto fibrilar; en el caso de los machos la lámina basal de los túbulos es poco 

definida, al igual que la cápsula testicular, el tratamiento disminuye el número de 

células germinales y de Sertoli, presentando además, irregularidad en la forma de los 

túbulos. Estos resultados sugieren que el coumestrol en las dosis empleadas tienen 

un efecto estrogénico en los machos y un efecto antiestrogénico en las hembras 

(García et al., 2007). 

La exposición de genisteina durante la gestación y la lactancia en ratas, 

provoca anormalidades prepuberales, los machos expuestos presentan una distancia 

anogenital menor que los controles, y menor tamaño testicular; la administración 

perinatal, causa disfunciones a largo plazo ya que los machos en la etapa adulta 

despliegan escasa conducta copulatoria y bajos niveles de testosterona (Wisniewski 

et al., 2003). 
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1.5.2 Etapa Neonatal 

La exposición diaria de coumestrol (100 g) o equol (100 g) en ratas 

hembras, entre los días 1 al 5 postnatales, inducen un desarrollo prematuro de las 

glándulas uterinas e incremento del peso uterino, el cual es reducido en edades 

tardías y se presenta un agotamiento de los sitios receptores de estradiol; esta 

respuesta se presenta con ambos fitoestrógenos siendo menor en el caso del equol 

(Medlock et al., 1995). 

La administración de coumestrol durante los 5 primeros días de vida, en dosis 

de 100 g en machos, no modifica el peso testicular, de las glándulas sexuales 

accesorios, ni el conteo espermático. Tampoco modifica los niveles de LH, FSH y 

testosterona, por lo que concluyen que la administración neonatal de coumestrol no 

produce ninguna alteración en el potencial espermatogénico al no modificar los 

parámetros antes mencionados (Awoniyi et al., 1997).  

La administración de coumestrol en la dieta de ratas neonatas hembras 

produce la inducción de receptores de progesterona, apertura vaginal temprana, bajo 

peso corporal e irregularidad en los ciclos vaginales (Whitten y Naftolin, 1992). En 

ratas recién nacidas que consumen coumestrol a través de la lactancia se observó 

que al alcanzar la edad de 132 días el 83% de las crías presentan síndrome 

anovulatorio, el cual se caracteriza por un estado de estro permanente y la presencia 

de células cornificadas en el útero e inhibición del pico de LH posterior a la 

administración de estradiol seguida por progesterona (Whitten et al., 1993). 
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Faber y Hughes (1993), al analizar el efecto de la genisteina en dosis de 1 

hasta 1000 g, encontraron que la dosis de 10g se asocia con incremento en la 

respuesta hipofisiaria para la liberación de gonadotropinas. El volumen de los 

núcleos dimórficos del área preóptica del hipotálamo se incrementa en dosis de 500 

a 1000 g. Esto sugiere que las dosis bajas de genisteina tienen efectos no 

androgénicos en la sensibilización de la hipófisis y las dosis altas tienen el efecto 

típico de los estrógenos en masculinizar el cerebro. 

El tratamiento con -Sisterol (esterol vegetal semejante a colesterol), afecta la 

secreción basal de LH tanto en machos como en hembras, al interferir en la síntesis 

de hormonas esteroides creando un ambiente neonatal caracterizado por bajos 

niveles de estrógenos, lo cual induce una sensibilización de la hipófisis y el 

hipotálamo a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)  e incrementa los 

niveles circulantes de LH. Niveles bajos de coumestrol (0.1 g) incrementan 

únicamente en hembras los niveles de LH; dosis de 1 y 10 g de coumestrol elevan 

LH tanto en machos como en hembras. Esta diferencia se explica por la 

susceptibilidad de las hembras a la masculinización inducida por administración 

endógena de estrógenos. Sin embargo, estos tratamientos no inducen cambio en los 

núcleos dimórficos hipotalámicos (Register et al., 1995). 

La administración de fitoestrógenos en hembras neonatas causa alteraciones 

morfofisiológicas en el tracto reproductivo, las cuales se hacen visibles a los 40 días 

de edad y son irreversibles, entre las alteraciones se observa cornificación vaginal 

persistente (Burroughs, 1995), ovarios con cuerpos hemorrágicos y escasos folículos 
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ovulatorios (Burroughs et al., 1990), metaplasia escamosa uterina (Forsberg y 

Kalland, 1981), y apertura vaginal temprana (Burroughs, 1995). 

En machos recién nacidos, la exposición de genisteina (100 g / 10 días) 

produce sensibilidad del eje hipotálamo-hipófisis-gónada, alterando la respuesta 

hipofisiaria, manifestándose por la disminución de los niveles basales de FSH (Faber 

y Hughes, 1991; Register et al., 1995). 

 

1.5.3 Etapa Poslactancia  

En ratas mayores de 21 días de edad que consumen coumestrol, se presenta 

inducción a receptores de progestina en útero, hipófisis y núcleos dimórficos en el 

área preóptica del hipotálamo, apertura vaginal temprana e irregularidad de los ciclos 

estrales, lo cual se traduce en alteraciones reproductivas (Whitten y Naftolin, 1992). 

Ashby y col. (1999), reportan en ratas intactas inmaduras, que la actividad 

uterotrópica del coumestrol es similar a la del estradiol al inducir aumento del fluido 

uterino e incremento del peso del útero, cervix y vagina. Tinwell y col. (2000), 

encuentran que el coumestrol tiene efecto estrogénico al inducir incremento tanto en 

la altura del epitelio uterino como en la formación glandular y en el contenido de 

DNA. 

 En roedores el coumestrol (300 g/ rata) induce la síntesis de proteína en 

útero de manera similar al 17  estradiol (4g/rata), a genisteina (1250 g/rata) y 

dietiletilbestrol (5g/rata) (Sonjen y Kaye, 1976). 
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En roedores la administración de coumestrol induce en hembras púberes, 

desarrollo prematuro del peso uterino efecto que no se presenta en hembras adultas 

de edades avanzadas, lo cual se puede deber a una disminución a nivel de 

receptores de estradiol (Medlock et al., 1995). 

La acción estrogénica del coumestrol se presenta tanto in vivo como in vitro, el 

coumestrol compite por el receptor a estrógenos e induce un incremento en el peso 

uterino. El incremento de peso uterino ocurre tanto en peso fresco como en peso 

seco, indicando un crecimiento verdadero. El aumento del peso uterino se acompaña 

de la inducción de receptores citosólicos a progestinas e incremento en la unión de 

estrógenos a nivel nuclear. Los fitoestrógenos de la dieta presentes en el alimento 

pueden actuar como potentes agentes estrogénicos (Whitten et al., 1993). 

McKim y col. (2001) reportan que la administración de diferentes dosis de 

coumestrol (0, 10, 35, 75 y 150 mg/día) durante los días 18 a 21 postnatales, inducen 

incremento en el peso uterino absoluto e incremento en la altura de las células 

epiteliales, ambos efectos de manera dosis dependiente. La dosis más alta de 

coumestrol induce un crecimiento uterino que se consideró 230% mayor que el grupo 

control. 

La genisteina, el coumestrol y la zeralonona cuasan incremento del peso 

uterino, de la altura del epitelio uterino y del número de glándulas (Jefferson et al., 

2002). 

En ratas ovariectomizadas, la administración de coumestrol en el rango de 

miligramos y por tiempo prolongado (2 administraciones de 0.6mg o  2.4 mg/ 0.45ml 

por  8.5 horas) tiene la capacidad de suprimir la liberación de LH inducida por GnRH 
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in vitro. Se sugiere que actúa centralmente al reducir la frecuencia de los pulsos 

generadores de GnRH hipotalámico, el efecto de estos compuestos sobre los pulsos 

de LH ocurre a nivel de hipófisis, reduciendo la respuesta a GnRH en un proceso 

mediado por receptores de estrógenos (McGarvey et al., 2001). 

Existen muy pocos datos del efecto de los fitoestrógenos en machos, en 

estudios realizados a nivel de próstata se ha observado que la genisteina es capaz 

de actuar como agonista de estrógenos al inducir metaplasia escamosa epitelial 

(Santti et al., 1998). Se sugiere una acción quimiopreventiva de estos compuestos 

(Mäkelä et al., 1995a). Sin embargo, no existe evidencia del efecto estrogénico o 

antiestrogénico de los derivados de la soya cuando se utilizan por corto tiempo en el 

desarrollo de metaplasia epitelial y la expresión del proto-oncogene c-fos en próstata, 

por lo que los resultados encontrados sobre el efecto prostático son aún 

contradictorios (Mäkelä et al., 1995b).  

Se plantea, que la estrogenización temprana de machos resulta en un 

decremento persistente de la actividad enzimática de 5  reductasa y del crecimiento 

prostático, indicando que existe un período crítico de la actividad enzimática, este 

tipo de compuestos no produce un efecto similar a la castración cuando se 

administra en machos adultos normales (Mäkelä, 1990). 

El consumo de una dieta alta en isoflavonas, durante un período de 5 

semanas en ratas macho, produce un decremento significativo en el peso corporal y 

prostático. Los niveles de testosterona y androstendiona se observan 

significativamente más bajos en estos animales en comparación con los que 
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consumen una dieta libre de fitoestrógenos, sin embargo, no se presentan 

diferencias significativas en los niveles plasmáticos de LH o estradiol (Weber et al., 

2001). 

Stroheker y col. (2003), evaluaron en ratas Wistar el efecto de la soya 

administrada en la dieta sobre órganos accesorios reproductivos y la respuesta a la 

administración de andrógenos, a los 10 días de administración observaron que las 

vesículas seminales son los órganos más sensibles a los fitoestrógenos, y que tanto 

vesículas seminales como próstata presentan una respuesta alterada a la 

administración de propionato de testosterona.  

Lephart y col. (2003), propusieron que la dieta con soya protege de las 

alteraciones relacionados con la edad; para demostrar su hipótesis, realizaron un 

estudio en ratas a las cuales les administraron una dieta rica o carente de 

fitoestrógenos. Analizaron la respuesta al dolor inducido por choques eléctricos, así 

como la respuesta al estrés hormonal, los receptores de glucocorticoides en 

hipocampo y los niveles de sinaptosinas y de las moléculas de adhesión neural. 

Encontraron que la dieta con fitoestrógenos no modifica la conducta al dolor, pero 

incrementa a nivel de hipocampo los receptores de glucocorticoides modificando el 

sistema de retroalimentación negativo, que se presenta en el  estrés hormonal (eje 

hipotálamo-hipófisis-adrenal). 

Aunque aparentemente son muchos y muy diversos los estudios realizados en 

roedores sería de gran importancia considerar estudios morfofisiológicos y 

conductual de manera integral en las diferentes etapas del desarrollo, así como el 

análisis de tratamientos a largo plazo. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El coumestrol es uno de los fitoestrógenos que mayor potencia biológica 

presenta. Su efecto estrogénico/antiestrogénico sobre la fisiología reproductiva ha 

sido evaluado, encontrando que se trata de un “disruptor endocrino”. Se ha 

determinado que la ingesta de coumestrol disminuye la fertilidad de las hembras y 

machos de especies de importancia económica. Esta es la causa de que sean 

enviados al rastro, por lo que no es posible realizar estudios en estos animales; 

además, en caso de poder realizarlos su mantenimiento resultaría muy costoso y su 

manejo difícil. 

Esto abre nuevas líneas de investigación dirigidas a determinar el uso del 

coumestrol como un regulador en los procesos reproductivos utilizando a los 

animales de laboratorio cuyo mantenimiento es más económico y su manejo más 

fácil. Dado que se ha descrito que la administración de estrógenos produce a la rata 

macho una disminución en los niveles de gonadotropinas y testosterona y alteración 

en la función testicular, se decidió realizar el presente estudio utilizando a la rata 

macho para determinar el efecto del coumestrol no solo en los niveles circulantes de 

gonadotropinas y testosterona sino también en el ciclo espermatogénico, así como 

en las glándulas sexuales accesorias.  
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3. HIPÓTESIS 

 

Si el efecto del coumestrol es estrogénico, esperaríamos que las ratas macho  

expuestas a dosis crecientes de coumestrol presentarán niveles disminuidos de 

gonadotropinas y testosterona, modificaciones en las glándulas sexuales accesorias, 

así como alteraciones en la espermatogénesis.  
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4. OBJETIVO 

 

4.1 Objetivo General 

 

Analizar el efecto del coumestrol sobre hipófisis, testículo y glándulas sexuales 

accesorias. 

 

4.2.1  Objetivos Particulares 

 

4.2.1 Analizar por radioinmunoanálisis el efecto del coumestrol en los 

niveles  de  gonadotropinas. 

4.2.2.Analizar por radioinmunoanálisis el efecto del coumestrol sobre la 

producción de testosterona. 

4.2.3 Analizar por medio del cálculo del índice somático, el efecto del coumestrol 

en testículo y glándulas sexuales accesorios (próstata, glándula vesicular y 

glándula coagulante). Analizar el efecto del coumestrol en el tamaño de las 

glándulas coagulantes. 

4.2.4 Analizar el efecto del coumestrol en los diámetros o ejes testiculares y el 

volumen testicular.  

4.2.5 Analizar el efecto del coumestrol en la espermatogénesis por medio del 

análisis histológico y morfométrico. 
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5.  METODOLOGÍA 

 

5.1 TRATAMIENTO 

 

5.1.1 Animales 

Se utilizaron 70 ratas macho Wistar con un peso promedio de 300g. Las ratas 

se dividieron en 7 grupos (10 animales por grupo) y se mantuvieron durante el 

experimento en condiciones de bioterio (12 hrs luz/12 hrs obscuridad) con agua y 

alimento ad libitum. 

 

5.1.2 Dosis 

Durante tres días consecutivos (Toyama et al., 2001; Okamura et al., 2004) se 

les administró Coumestarol (C18H8O5; P.M.: 268.22; Acros Lab, Belgium) en dosis 

crecientes, para realizar una curva dosis-respuesta. Las dosis empleadas fueron las 

siguientes: 

Grupo A (Control): 0 g de coumestrol /100 μl de aceite vegetal (av) /día  

Grupo B: 12.5 g de coumestrol/ 100 μl av /día 

Grupo C: 25 g de coumestrol/100 μl av /día 

 Grupo D: 50 g de coumestrol/100 μl av /día 

 Grupo E: 100 g de coumestrol/100 μl av/día 

Grupo F: 200 g de coumestrol/100 μl av /día 

 Grupo G: 400 g de coumestrol/ 100 μl av /día 
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El tratamiento se administró diario por medio de una inyección subcutánea en 

un volumen de 0.1 ml. 

 

5.2 OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

 

Al cuarto día, los animales fueron pesados y posteriormente sacrificados por 

decapitación. Se obtuvo sangre, testículo derecho e izquierdo, así como las 

glándulas sexuales que responden al estímulo de estrógenos: próstata, vesícula 

seminal y glándula coagulante. 

Los órganos fueron pesados y fijados en Bouin Dubosq (Humason et al., 

1979), por 48 horas y posteriormente lavados en alcohol de 70°. 

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos 

para separar el suero, posteriormente se congeló a  -4° C hasta la realización del 

análisis hormonal por radioinmunoanálsis. 

 

5.3 ANÁLISIS HORMONAL  

 

5.3.1 Radioinmunoanálisis de Gonadotropinas 

 

5.3.1.1 Hormona Leutinizante (LH) 

Se utilizó el Kit AMERLEX-M LH RIA (JP 3081 TE/97b). La curva estándar 

abarca un rango de 0-144 mUI-ml  (Anexo 1). 
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Especificidad del ensayo: tiene reacción cruzada con TSH <4%, FSH >0.1%  y 49.7 

con hCG: 

 

5.3.1.2 Hormona folículo estimulante (FSH) 

Se utilizó el Kit AMERLEX-M FSH RIA (JP 3071 E/97b). La curva La curva 

estandar abarca un rango de 0-83.8 mUI-ml (Anexo 1).  

Especificidad del ensayo: reacción cruzada con TSH < 0.09%, LH < 0.08% y hCG < 

0.006%. 

 

5.3.2 Radioinmunoanálisis de Testosterona 

 

Se utilizó el Kit TESTOSTERONE RIA (DSL-4000). La curva estándar en un 

rango de 0.1 a 25 ng/ml (Anexo 1). 

Especificidad del ensayo: Presenta reacción cruzada con 5α dihidrotestosterona en 

5.8%, 11 oxotestosterona en 4.2 %, Androstenediona en 2.3%, Etisterona en 1.9%, 

Norentindrona en 0.92%.  

 

5.4 ÍNDICE SOMÁTICO 

 

A partir del peso de los órganos  y el peso corporal se calculó el Índice 

Somático de cada órgano (testículo = Índice Testicular Somático, próstata = Índice 

Prostato Somático, vesículas seminales Índice Vesicular Somático y glándula 
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coagulante Índice Coagulante Somático) (Kuhn-Veiten ., 1987; Parxer and Ball, 2005) 

utilizando la fórmula:     Peso del órgano  X 100 

           Peso corporal 
 

 

5.5 LONGITUD DE GLÁNDULAS COAGULANTES  

 

Se midió la longitud de glándula coagulante utilizando un vernier y se 

compararon con el grupo control 

 

5.6 MEDICIÓN DE LOS DIÁMETROS Y VOLUMEN TESTICULAR 

 

5.6.1 Medición de diámetros o ejes testiculares 

Se realizó la medición de los 3 diámetros testiculares (Aceitero et al., 1998): 

 

 

     CRÁNEO-CAUDAL                DORSO-VENTRAL     MEDIO-LATERAL 
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5.6.2 Volumen testicular 

 

A partir de los datos anteriores se calculó el volumen testicular aplicando la 

siguiente fórmula (Steene, 1989; de Odorico et al., 1998): 

V=1/3 rab 

 

Donde: r=eje dorso-ventral  b= eje medio-lateral 

            a= eje cráneo-caudal 

 

 

5.7 ANÁLISIS HISTOLÓGICO Y MORFOMÉTRICO DE TESTICULO 

 

5.7.1 Análisis histológico cualitativo 

Los testículos fueron lavados en alcohol de 70° hasta eliminar el exceso de 

Bouin. Posteriormente fueron deshidratados con concentraciones crecientes de 

etanol (70%. 80%, 96% y 100%), aclarados en Xileno e incluidos en Paraplast 

(Oxford, labwere, St. Louis).  

Se realizaron cortes transversales, en la región media del testículo de 5 μm. 

Se tiñeron con las técnicas de Hematoxilina-Eosina (H-E). Posteriormente se realizó 

un análisis cualitativo y morfométrico (cuantitativo) de testículo derecho e izquierdo. 
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5.7.2 Análisis morfométrico de testículo 

Para el análisis morfométrico se utilizó un analizador de imágenes KS 300 

Zeiss. 

 Se midieron 200 túbulos (aproximadamente 20 túbulos de cada animal) de 

cada grupo cuyo factor de forma fuera cercano a 1 (0.98 a 1). En esos mismos 

túbulos se cuantificó el número de espermatogonias, espermatocitos y espermátidas.  

La identificación de los tipos celulares se realizó siguiendo los siguientes criterios 

(Fawcett, 1995): 

Espermatogonias: Se encuentran en la base del túbulo seminífiero cerca de la lámina 

basal, con núcleo ovoide o redondo. 

Espermatocitos: Células grandes y redondas cuya cromatina se observa de 

diferentes formas pudiendo llegar a formar racimos. 

Espermátides: Se localizan en los niveles superiores del epitelio seminífero pueden 

ser de forma redonda (espermatocitos tempranos) o alargados (espermatocitos 

tardíos). 

Se calculó el número total de células el cual representa la suma de los tipos 

celulares antes mencionados. Se determinó la densidad celular por tubulo 

correspondiente al número de células por milímetro cuadrado del área tubular. 

Por último se analizó en el control y en los grupos tratados el número total de 

túbulos que contenían todos los tipos celulares.  

En todos los casos se realizó en análisis tanto en testículo derecho como 

izquierdo. 
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5.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los niveles hormonales fueron analizados usando la prueba de U de Mann-

Whitney. Los demás parámetros fueron analizados por medio de una ANOVA de una 

vía. En caso de diferencias significativas para los índices somáticos, diámetros y 

volumen testicular se aplicó una prueba de Tukey. En el análisis morfométrico se 

aplicó una prueba de Bonferroni (grupos tratados vs control. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 ANÁLISIS HORMONAL 

 

6.1.1 Radioinmunoanálisis de Gonadotropinas 

No se observan cambios en las concentraciones hormonales de LH y FSH, posterior 

a la administración de coumestrol (Figura 3A).  

 

6.1.2 Radioinmunoanálsis de Testosterona 

En los niveles plasmáticos de testosterona se observa un decremento considerable 

en las dosis de 12.5 a 400 μg, sin embargo, solo las dosis de 12.5, 25 y 200 μg son 

diferentes significativamente (p< 0.05) cuando se comparan con el control (Figura 

3B). 
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           FIGURA 3A 

 

FIGURA 3B 

FIGURA 3A: Niveles plasmáticos de gonadotropinas posteriores a la administración 
de diferentes dosis de coumestrol. No se observan cambios significativos cuando se 
comparan los tratamientos con el control. FIGURA 3B. Niveles plasmáticos de 
testosterona posteriores a la administración de diferentes dosis de coumestrol. En 
todas las dosis se observa un decremento de los niveles de testosterona los cuales 
no son estadísticamente significativos en todas las dosis (*=p<0.05, Prueba 
estadística U Mann Whitney) 
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6.2 ÍNDICES SOMÁTICOS 

 

6.2.1 Índice testicular somático  

Únicamente la dosis de 12.5 μg de coumestrol fue diferente al grupo control (p<0.05) 

(Figura 4A ). 

 

6.2.2 Índice prostato somático  

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. (Figura 4B) 

 

6.2.3 Índice vesicular somático   

Se observa un incremento significativo en las dosis de 25 μg a la dosis de 400 μg de 

coumestrol. (Figura 4C) 

 

6.2.4 Índice coagulante somático   

Todos los grupos disminuyeron significativamente (p<0.01) con relación al grupo 

control. (Figura 4D) 
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Figura 4: Índices somáticos posteriores a la administración de coumestrol. A Índice testicular somático, 
se observa un decremento en la dosis de 12.5 μg. B Índice Prostato Somático, no se observan 
cambios en ninguna dosis. C Índice Vesicular Somático, se observa un incremento significativo a partir 
de la dosis de 25 μg. D Índice Coagulante Somático, se observa un decremento significativo en todas 
las dosis administradas. (ANOVA seguida de la prueba de Tukey, *p<0.05, **p<0.01)  
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6.3 LONGITUD DE GLÁNDULAS COAGULANTES 

 

En todos los grupos se presentó un decremento significativo en el tamaño de la 

glándula coagulante (p < 0.01) con relación al grupo control (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5. Longitud de Glándulas Coagulantes posterior a la administración de 
coumestrol. Se observa un decremento en la longitud a todas las dosis administradas 
(ANOVA seguida por la prueba de Tukey, **p<0.01) 
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6.4 MEDICIÓN DE DIÁMETROS Y VOLUMEN TESTICULAR 

 

6.4.1 Diámetros o ejes testiculares 

Con relación a los ejes testiculares, sólo en el testículo derecho se observan 

diferencias, el testículo izquierdo no presenta modificaciones en ninguno de los ejes.  

En el testículo derecho en el eje cráneo–caudal sólo la dosis de 12.5 μg de 

coumestrol fue significativamente menor que su respectivo control (Figura 6A). En el 

eje antero-posterior se observó un aumento significativo en las dosis de 200 y 400 μg 

de coumestrol con respecto a su control (Figura 6B); por último en el eje medio 

lateral las dosis de 25, 50, 100 y 200 μg de coumestrol fueron significativamente 

menores que su respectivo control (Figura 6C). 

 

 

6.4.2 Volumen testicular 

En el testículo izquierdo no se observan cambios en el volumen testicular en 

ninguna de las dosis empleadas.  En el testículo derecho se observa un decremento 

significativo (p<0.01) en todas las dosis (Figura 6D). 
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Figura 6. Ejes testiculares y volumen testicular posterior a la administración de coumestrol. A Eje cráneo-caudal . 
Se observa un decremento en la dosis de 12.5 μg en el testículo derecho. B Eje antero-posterior. Se observa un 
incremento en las dosis de 200 y 400 μg en el testículo derecho. C Eje medio lateral. Se observa un decremento 
en las dosis de 25 a 200 μg en testículo derecho. D Volumen testicular. Se observa un decremento en todas las 
dosis empleadas en el testículo derecho. (ANOVA seguida por la prueba de Tukey, **p<0.01). 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 12.5 25 50 100 200 400

Derecho

Izquierdo

 

** **

E
je

 d
o

rs
o

 v
e
n

tr
a
l 

(c
m

) 

Dosis de coumestrol g/100l/ 3 días

B

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 12.5 25 50 100 200 400

Derecho

Izquierdo

E
je

 M
e

d
io

 -
 L

a
te

ra
l 

( c
m

)

 

* * * *

Dosis de coumestrol g/100l/ 3 días

C

0

1

2

3

4

5

6

0 12.5 25 50 100 200 400

Derecho

Izquierdo

 

V
o

lu
m

e
n

 T
e
s
ti

c
u

la
r
 (

c
m

3
)

**
** ** **

**
**

Dosis de coumestrol g/100l/ 3 días

D

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 12.5 25 50 100 200 400

Derecho

Izquierdo

E
je

 C
rá

n
e

o
 –

c
a

u
d

a
l

(c
m

)

*

Dosis de coumestrol g/100l/ 3 días

A



 57 

6. 5 ANÁLISIS HISTOLÓGICO Y MORFOMÉTRICO DE TESTÍCULO 

 

6.5 1 Análisis histológico cualitativo 

Nuestros resultados muestran que el coumestrol induce cambios morfológicos 

en el testículo, sin embargo, la respuesta más clara se observa en el testículo 

derecho. Es importante señalar que en algunos de los parámetros analizados no se 

observan cambios en el testículo izquierdo con ninguna de las dosis empleadas.  

En contraste, en el testículo derecho se observa un incremento en el número 

de túbulos que presentan un “arresto” de la espermatogénesis, principalmente en la 

fase VII del ciclo del epitelio seminífero, el cual se caracteriza por espermatogonias 

A1, espermatocitos preleptoténicos, espermatocitos paquiténicos y espermátides. 

Algunos túbulos seminíferos presentan ausencia de algún tipo celular en particular 

(Figura 7).  
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Figura 7. Fotomicrografías de cortes transversales de túbulos seminíferos de rata. Las imágenes A, C y E corresponden al 
grupo control, los cuales no presentan diferencias detectables entre testículo derecho e izquierdo, siendo similares las 
imágenes. Las imágenes B, D y F corresponden al testículo derecho de animales tratados. En el primer nivel de amplificación 
(A y B, 100X) los testículos tratados con coumestrol muestran un incremento en el área luminal y pobre desarrollo del epitelio. A 
una ampliación de 200X (C y D) se observa heterogeneidad de tipos y asociaciones celulares. Al nivel más alto de amplificación 
(400X, E y F) se observa en los animales tratados, una inhibición de las fases del epitelio seminífero con una alta proporción de 
asociaciones celulares correspondientes a las etapas VII y VIII del ciclo. En estos mismos animales, se observa un incremento 

de los espacios intercelulares (Tarragó-Castellanos et al., 2006).  
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6.5.2 Análisis morfométrico 

 

En los animales control se observó que existen diferencias entre el testículo 

derecho e izquierdo del mismo animal, siendo éstas diferencias significativas en 

algunos casos cuando se comparan entre sí. En el testículo izquierdo se observa 

que, tanto el volumen testicular, el número total de células, la densidad celular, el 

número de espermatocitos y espermátides son significativamente menores que en el 

testículo derecho. Sin embargo, se observan valores más altos en el área tubular, 

espermatogonias y espermátides tempranas (Tabla 1). 

 

 Parámetros morfométricos Testículo derecho Testículo izquierdo 

Volumen (cm3) 4.49 ± 0.32  3.27 ± 0.36 * 

Número total de células 441 ± 12.05 373.75 ± 15.19 * 

Área tubular(mm2) 11.22 ± 0.26  12.08 ± 0.33 

Densidad celular 5.869 ±0.91 3.492±0.38 * 

Espermatogonias (número) 67.48 ± 1.27 75.11 ± 1.86 * 

Espermatocitos (número) 228.05 ± 6.81 157.62 ± 9.98 * 

Espermátides tempranas (número) 29.35 ± 3.21 45.62 ± 4.70 * 

Espermátides tardías (número) 114.61 ± 3.06 92.36 ± 4.48 * 

 

 

Tabla 1. Comparación de parámetros morfométricos entre el testículo derecho e 

izquierdo del grupo control. ANOVA seguida de Duncan y Bonferroni  *p<0.05. Se 

expresa el promedio ± ee. 
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6.5.2.1 Área tubular 

 Tanto los testículos derechos como izquierdos fueron comparados con su 

respectivo control. Con relación al área tubular, ésta se incrementó significativamente 

en el testículo derecho en todas las dosis empleadas. En el testículo izquierdo sólo 

se observa un incremento significativo en las dosis de 25 y 50 μg de coumestrol y un 

decremento únicamente en las dosis de 400 μg de coumestrol (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8. Área tubular. Se observa un incremento del área tubular en el testículo 
derecho en todas las dosis administradas, en el testículo izquierdo se presenta esta 
respuesta únicamente de las dosis de 25, 50 y 400 μg de coumestrol (ANOVA 
seguida por Bonferroni vs Control, *,+p<0.05). 
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6.5.2.2. Conteo de tipos celulares 

El coumestrol decrece significativamente el número de espermatogonias y 

espermatocitos en el testículo derecho en todas las dosis utilizadas. En el caso de 

las espermatogonias, este decremento se presenta en el testículo derecho en todas 

las dosis empleadas en el testículo derecho, en el testículo izquierdo sólo en la dosis 

de 25 μg de coumestrol no se presenta esta respuesta  (Figura 9A). Al igual que en 

las espermatogonias, los espermatocitos presentan un decremento en testículo 

derecho en todas las dosis administradas. En el testículo izquierdo sólo se presenta 

este efecto en las dosis de 12.5, 25 y 50 μg de coumestrol (Figura 9B). El promedio 

de decremento de espermatogonias es de 18.5% y de espermatocitos es del 43% 

con respecto al control. 

El efecto del coumestrol en el número de espermátides tempranas y tardías 

fue menor. En el caso de las espermátides tempranas se encontraron diferencias 

significativas con relación al control en las dosis de 50, 100, 200 y 400 μg de 

coumestrol en el testículo derecho; en el testículo izquierdo sólo se observan 

diferencias significativas en los grupos de 200 y 400 μg de coumestrol (Figura 9C). 

Con relación a las espermátides tardías en el testículo derecho se observan 

diferencias significativas en las dosis de 12.5, 50 y 400 μg de coumestrol, en el 

testículo izquierdo sólo se presentan diferencias en las dosis de 50 y 200 μg de 

coumestrol (Figura 9D). 
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Figura 9 . Conteo Celular. A. Disminución significativa de espermatogonias en ambos testículos en las dosis de 12.5 

y 50 a 400 μg, en la dosis de 25 μg únicamente en testículo derecho. B. Disminución significativa de espermatocitos en ambos 
testículos en las dosis de 12.5 a 50 μg y solo en el derecho en las dosis de 100 a 400 μg. C. Disminución significativa de 
espermátidas tempranas en el testículo derecho en las dosis de 50 a 100 μg y en ambos testículos en dosis de 200 y 400 μg. D. 
Disminución significativa de espermátides tardías en el testículo derecho en las dosis de 12.5, 50 y 400 μg en el testículo 
izquierdo se observó un incremento significativo en la dosis de 50 μg y un decremento significativo en la dosis de 400 μg. 
(ANOVA seguida por Bonferroni vs Control, *,+p<0.05). 
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6.5.2.3 Número total de células  

Con relación al número total de células, se observan diferencias significativas 

importantes entre los testículos derecho e izquierdo. En el testículo derecho, se 

observa un decremento significativo con relación a su control desde la dosis más 

baja de coumestrol. Sin embargo, sólo en la dosis más alta de coumestrol se observa 

este efecto en el testículo izquierdo (Figura 10A). 

 

 

6.5.2.4 Densidad celular 

Con relación a la densidad celular se encontró que en el testículo derecho hay 

una disminución significativa en todas las dosis, mientras que en el testículo 

izquierdo no hubo cambios significativos (Figura 10B). 
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Figura 10. Número total de células y densidad celular posterior a la administración 
de coumestrol. A. Se observa una disminución significativa en el número total de 
células en el testículo derecho y sólo en el izquierdo en la dosis más alta. B. La 
densidad celular disminuyó significativamente en todas las dosis empleadas en el 
testículo derecho, en el izquierdo no se observó ningún efecto. (ANOVA seguida por 
Bonferroni vs Control, *,+p<0.05). 
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6.5.2.5 Túbulos que contienen todos los tipos celulares 

Se observa un decremento en el número de túbulos que contienen todos los 

tipos celulares. Este efecto es observado tanto en el testículo derecho como en el 

izquierdo, efecto que se presenta desde la dosis más baja, notándose un decremento 

sistemático  (Figura 11). 

 

 

Figura 11. % de túbulos con todos los tipos celulares (espermatogonias, 

espermatocitos, espermátides tempranas, espermátides tardías y espermatozoides). 

Se observa un decremento en el número de túbulos que presentan todos los tipos 

celulares con respecto al control. 
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7. DISCUSIÓN 

  

La hipótesis propuesta en el presente trabajo se cumple parcialmente ya que 

los resultados obtenidos muestran que el coumestrol actúa principalmente a nivel 

periférico modificando los niveles hormonales de testosterona así como induciendo 

cambios en las glándulas sexuales accesorias y en testículo. Sin embargo a nivel 

central la hipótesis propuesta no se cumple ya que las dosis de coumestrol 

administradas no modifican los niveles de gonadotropinas. El efecto del coumestrol 

no induce un efecto “clásico” como el estradiol al no modificar los niveles de 

gonadotropinas.  

En años recientes, se ha incrementado el interés por el estudio de los 

disruptores endocrinos, similares a estrógenos, a los cuales pueden estar expuestos 

los machos ya sea porque se encuentren en el ambiente (aire y agua) o porque sean 

ingeridos en la dieta, independientemente del origen de estos se ha visto que tienen 

la capacidad  inducir un deterioro en la reproducción disminuyendo la fertilidad en 

ambos sexos. 

Dada la facilidad que tienen los estrógenos para cruzar barreras y acceder a 

diferentes tejidos, el llamado efecto estrogénico se refiere a una amplia gama de 

respuestas fisiológicas que se manifiestan ante la presencia o la administración de 

estrógenos. Para el caso de los fitoestrógenos y en particular del coumestrol, se han 

reportado efectos que semejan en gran medida la acción de los estrógenos. Sin 

embargo, dadas las diferentes farmacocinéticas cabe la posibilidad de que los 

fitoestrógenos y en particular el coumestrol, no reproduzcan ciento por ciento la 
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gama de efectos que los estrógenos producen. Los resultados del presente trabajo 

indican que este es el caso al no presentar ningún efecto a nivel hipofisiario. El 

coumestrol presenta un marcado efecto estrogénico pero limitado a la periferia, 

mientras efectos centrales, como la regulación de la liberación de gonadotropinas 

parece no estar afectada.  

El efecto inhibitorio que ejerce el estradiol en el eje hipotálamo-hipófisis-

gónadas, ha sido ampliamente estudiado (Krester et al., 1983). La acción inhibitoria 

del estradiol, tiene como resultado final, el decremento de los niveles plasmáticos de 

testosterona, este efecto, se debe principalmente a la inhibición de la liberación de 

gonadotropinas o probablemente a una acción directa sobre el testículo. 

Diversos estudios han demostrado que dosis de estrógenos en el rango de 

microgramos son capaces de suprimir tanto LH como FSH (Kulin y Reiter, 1972; 

Sherins y Loriaux, 1973; Steewart-Bentley et al., 1974). Asimismo, se ha propuesto 

que la administración de estradiol decrece la amplitud de los episodios secretores, 

sin tener efectos significativos en su frecuencia (Santen, 1975). Nuestros resultados 

sin embargo, no concuerdan con estos estudios, al observar que la administración 

sistémica de coumestrol no induce cambios en los niveles de gonadotropinas, 

sugiriendo la posibilidad de que los fitoestrógenos no tengan la capacidad de 

atravesar la barrera hematoencefálica. En este sentido, nuestros resultados son 

similares a los reportados en ratas Sprague-Dawley sometidas a dietas ricas en soya 

(Weber et al., 2001), en las cuales encuentran un decremento en los niveles 

plasmáticos de testosterona, sin observarse cambios en los niveles de 

gonadotropinas. 
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De manera general, se ha reportado que los fitoestrógenos se unen a 

receptores α y β, pero preferencialmente al subtipo β (Casanova et al., 1999). 

Estudios de inmunolocalización de ambos subtipos de receptores, muestran que las 

células secretoras de la adenohipófisis presentan principalmente receptores α, no 

presentándose el subtipo β (Pelletier et al., 2000). La ausencia de receptores β a 

nivel hipofisiario nos permite explicar porque el coumestrol no indujo ningún cambio 

en los niveles de gonadotropinas, ya que éste se une principalmente a receptores 

tipo β. 

En todos los mamíferos el testículo tiene dos funciones principales: la síntesis 

de esteroides y la producción de espermatozoides. Para llevar a cabo el desarrollo y 

funcionamiento normal del testículo, se requiere el estímulo de las gonadotropinas y 

la síntesis de testosterona, cuyos efectos son modulados localmente por factores 

producidos en el mismo testículo, incluyendo los estrógenos (Carreau et al., 2003). 

La presencia de genes relacionados con la aromatización a nivel testicular en células 

de Leydig, Sertoli y germinales, confirma la propuesta de que los estrógenos son 

indispensables para la fertilidad en el macho (Carreau et al., 2004). La administración 

de coumestrol en los niveles de testosterona, es posible que actúe a nivel de 

testículo, a través de alguno de los mismos mecanismos propuestos para el estradiol. 

Sholeton y col. (1975) sugieren que la producción de testosterona puede ser alterada 

por estrógenos a dos niveles: 1. Supresión de la liberación de LH hipofisiaria y 2. Por 

un efecto directo de los estrógenos a nivel testicular para la producción de 

testosterona. 
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Como  se mencionó anteriormente la primera propuesta de Sholeton queda 

descartada al no encontrarse ningún efecto sobre los niveles de gonadotropinas por 

lo que suponemos que el coumestrol debe actuar directamente sobre testículo 

modificando la producción de testosterona. 

Diversos estudios han demostrado un decremento en la producción de 

testosterona en animales tratados con estrógenos, sin presentarse un decremento en 

los niveles séricos de LH (Tcholakian et al., 1974; Sholeton et al., 1975). Se ha visto 

que el estradiol reduce el número de sitios de unión de hCG en las células de Leydig 

(Saez et al., 1978). Además, es importante señalar que las células de Leydig pueden 

expresar receptores de estrógenos de los subtipos α y β, además de tener la 

capacidad de convertir la testosterona a 17 β estradiol (Akingbemi et al., 2003). 

Kalla y cols. (1980), propusieron que el efecto in vivo del estradiol puede darse 

directamente en testículo, interfiriendo en la función de las células de Leydig, 

induciendo una aparente reducción en la actividad de la 17-20 desmolasa. Esto se 

traduce en que la biosíntesis de hormonas esteroides es “detenida”, quedando una 

mayor cantidad de 17 α hidroxiprogesterona al no poder continuar la vía metabólica 

hacia la biosíntesis de andrógenos. También es posible que el coumestrol presente 

un efecto similar al reportado en ratas y humanos (Krazeisen et al., 2002), en el cual 

se bloquea la actividad de 17 β hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 β - HSD). Éste 

es un paso limitante en el metabolismo de andrógenos a estrógenos, y puede ser 

inhibido por diversos fitoestrógenos tales como zeralonona, coumestrol, quercetina y 

biochanina A. 
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Abney (1999) sugiere que el estradiol puede inhibir la esteroidogénesis pro 

mecanismos que no involucran necesariamente los receptores de estrógenos,. 

 A nivel del aparato reproductor masculino, no sólo el testículo presenta 

receptores de estrógenos, las glándulas sexuales accesorias son también órganos 

blanco de las hormonas esteroides (Bodker et al., 1999; Mäkelä et al., 2000; Dietrich 

et al., 2004). Diversos estudios reportan la producción de estrógenos en el testículo 

así como en tejido reproductivo accesorio, además, se ha descrito la presencia de 

receptores de estrógenos, tanto α como β en testículo, próstata, conducto deferente y 

pene (cuerpo cavernoso) (Bodker et al., 1999; Mäkelä et al., 2000; Dietrich et al., 

2004).  

Otro efecto importante del estradiol en órganos de la periferia, es el efecto que 

tiene sobre la función y morfología de glándulas accesorias del aparato reproductor 

masculino. Kalla y col. (1980) no encuentran cambios inducidos por el efecto del 

tratamiento agudo con estradiol en glándulas sexuales accesorias. Sin embargo, Oko 

y Hruduka (1984), reportan una disminución significativa en el peso de la próstata. Es 

importante considerar que en este último trabajo realizan una administración crónica 

durante 30 días de estradiol, por lo que es probable que el tratamiento prolongado 

produzca este tipo de efectos sobre la próstata. Nuestros resultados coinciden con 

los reportados con una administración aguda de estradiol al no encontrarse ningún 

cambio en el índice próstata-somático. 

Con relación a las glándulas vesiculares, los reportes que se tienen son 

variables ya que dependen del tratamiento y edad en el que éstos se apliquen.  Kalla 

y col. (1980), trabajando con animales adultos a los que les aplicó estradiol por tres 
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días, reportan que el peso de las vesículas permaneció sin cambio; Oko y Hruduka 

(1984), indican al igual que en el caso de la próstata, una reducción significativa en el 

peso de las glándulas vesiculares.  

Aguilar y col. (1987), encuentran en animales estrogenizados neonatalmente 

una atrofia tanto de testículo como de próstata y un incremento en el peso de las 

vesículas seminales. La disminución tanto a nivel testicular como prostático, 

proponen se deba, a que estos animales presentan una marcada disminución de los 

niveles plasmáticos de testosterona; sin embargo, sugieren que, el incremento en las 

glándulas vesiculares sea probablemente debida a un efecto de los estrógenos, los 

cuales pueden actuar directamente en el crecimiento vesicular. 

Observamos un incremento en el peso glandular de vesículas seminales y 

glándula coagulante a partir de la dosis de 25 μg de coumestrol. Es muy probable 

que en dosis de 25 a 400 μg de coumestrol, se pueda dar también la unión al 

receptor α de estrógenos, induciéndose el efecto propuesto por Aguilar y col. (1987). 

El efecto del coumestrol en la glándula coagulante es muy claro, al presentar 

cambios visibles en el tamaño y en el peso. Se considera que ésta glándula es 

sensible a los efectos estrogénicos (Holterhus et al., 1993), por lo que el coumestrol 

está induciendo un efecto estrogénico. Observamos un incremento en el peso de las 

glándulas vesiculares, el cual es inverso al decremento que se presenta en peso y 

tamaño de las glándulas coagulantes. Es probable que en las primeras, el coumestrol 

pueda actuar directamente induciendo un incremento y en las glándulas coagulantes 

induzca una atrofia.  
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Algunos trabajos realizados en animales adultos (Kalla et al., 1980; Oko y 

Hruduka, 1984) o en animales neonatos (Bellido et al., 1985) tratados con estradiol, 

reportan que este tipo de tratamiento causa una significativa reducción en el peso y 

tamaño de los testículos. En el presente trabajo en las dosis utilizadas de coumestrol, 

únicamente la dosis de 12.5 μg presentó el efecto antes mencionado, ya que en el 

resto de las dosis utilizadas no hubo ningún cambio.  

El análisis morfológico del testículo muestra una clara lateralización. El 

testículo izquierdo no muestra diferencias significativas al compararlas con su 

respectivo control; el testículo derecho muestra cambios morfológicos similares a los 

que se han reportado en la literatura para el estradiol (Steinberger, 1971; Van der 

Malen et al., 1981). Efectos similares de lateralización han sido reportados, posterior 

a la administración de benzoato de estradiol a ratas neonatas, en las cuales, se 

observan únicamente modificaciones en el testículo derecho (Aceitero et al., 1998). 

Se ha sugerido que el testículo derecho es mucho más sensible a la 

estimulación farmacológica debido a diferencias en la irrigación (Gerendai y Motta, 

1990) e inervación (Gerendai y Halasz, 1977). Reportes recientes indican una clara 

asimetría en la inervación testicular del nervio vago, la cual se propone, es 

influenciada por la acción de gonadotropinas en la síntesis de esteroides (Gerendai 

et al., 1995). Además, se ha demostrado en el hombre, que la administración de LH 

incrementa las concentraciones de testosterona en la vena testicular derecha (Turner 

et al., 1990). Es muy posible, que el coumestrol, ejerza su actividad estrogénica en 

los niveles plasmáticos de testosterona actuando principalmente en el testículo 

derecho cuando se administran tratamientos agudos como el del presente trabajo. 
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Las alteraciones morfológicas relacionadas con alteraciones o cambios en la 

espermatogénesis y cambios en el diámetro tubular observados en el presente 

estudio, han sido también observadas en ratas después de la administración de 

estradiol (Aceitero et al., 1998), encontrándose proliferación de solo algunos subtipos 

celulares en los túbulos seminíferos. En el presente estudio, nosotros encontramos 

un incremento en el número de túbulos en estadio VII del ciclo del epitelio seminífero, 

así como un aumento en el número de espermatogonias AI. Un deterioro similar en la 

espermatogénesis al encontrado en el presente estudio, ha sido reportado posterior a 

la administración de benzoato de estradiol (Brown-Grant et al., 1975). En 1988, Kula 

encontró que la administración de benzoato de estradiol pero no de testosterona, en 

fetos de ratas en el periodo gestacional del día 5 al 11, induce un incremento en 

número de espermatogonias en el túbulo seminífero. Sin embargo, el mismo 

tratamiento, es incapaz de inducir el mismo efecto cuando la administración se hace 

neonatal, en los días 5 al 15 de edad. Estos resultados sugieren que el efecto del 

estradiol depende no sólo de la dosis empleada, sino también del tiempo en el 

desarrollo en el cual se administra (Kula et al., 2001). 

En estudios realizados en el epitelio seminífero, en las células que conforman 

el estadio VII del epitelio seminífero, como son los espermatocitos paquiténicos, 

hacia las espermátides redondas que se encuentran ya en el estadio VIII, han 

encontrado la presencia de receptores tipo β RNAm y proteínas (enzimas); la 

presencia tanto de aromatasas como de receptores indica que las células germinales 

son sitios de síntesis y recepción de estradiol en el testículo de rata adulto (Tsai 

Morris et al.,  1985; Nitta et al., 1993; Van Pelt et al., 1999). Por otro lado, Meistrich y 
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col. (2000) y Shetty y col. (2004), han encontrado que al someter ratas machos a 

radiación, les induce azospermia, condición que puede ser revertida con la 

administración de estradiol, induciendo un restablecimiento de la espermatogénesis. 

Nuestros resultados sugieren un efecto antiestrogénico del coumestrol, reflejado por 

una inhibición en la proliferación de espematogonias.  

Chieffi y Varriale (2004), encontraron que la administración de estradiol en 

lagartijas, estimula la presencia de espermatogonias, ejerciendo su efecto a través 

de receptores β a estrógenos. Song y Gutzei (2003) reportan que bajas dosis de 

estradiol estimulan la proliferación de cultivos de espermatogonias, por el contrario, 

las dosis altas de estradiol ejercen un efecto inhibitorio.  

Es probable, que los efectos que tiene el coumestrol sobre la 

espermatogénesis, sean mediados por los receptores β a estrógenos, ya que estos 

se encuentran presentes como únicos receptores nucleares a estradiol en 

espermatogonias tipo A y B, así como en espermatocitos paquiténicos y 

espermátides redondas (O´Donnell et al., 2001).  

Al observarse un “arresto” de la espermatogénesis se sugiere un proceso 

apoptótico en los grupos experimentales. La presencia de células apoptóticas en el 

testículo, ha sido reportada posterior a la administración de dietiletilbestrol, el cual 

induce una regresión testicular afectando la proliferación celular de espermatogonias 

primarias y espermatocitos (Nonclercq et al., 1996). Un incremento en los procesos 

apoptóticos en células germinales, ha sido reportado posterior a la administración de 

benzoato de estradiol en ratas (Blanco-Rodríguez y Martínez-García, 1977) y a la 

administración de dietiletilbestrol el cual induce la degeneración celular por 
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mecanismos apoptóticos en espermatocitos paquiténicos y espermátides redondas 

en el estadio VIII lo cual se restablece al administrar testosterona (O´Donnel et al., 

1994). 

Sin embargo, el efecto sobre la espermatogénesis puede ser debido a la 

disminución de testoserona inducida por el tratamiento. Se ha descrito en rata que 

los estadios VII-VIII del ciclo del epitelio seminífero son andrógeno dependientes, la 

disminución de testosterona induce la muerte de células germinales principalmente 

en estos estadios en células meióticas y postmeióticas (Sharpe et al., 1992; Barlett et 

al., 1986). Como consecuencia de las alteraciones antes mencionadas se observa 

un decremento en el número total de células y de la densidad celular. El “arresto” en 

la espermatogénesis, se corrobora por la disminución de túbulos que presentan 

todos los tipos celulares. 

En algunos de los parámetros analizados se observa que el coumestrol induce 

respuestas  sólo a  dosis bajas o dosis bajas y altas. Este tipo de respuestas en las 

que dosis bajas inducen una respuesta la cual no se observa a dosis intermedias se 

denomina hormesis,  en el cual la estimulación de dosis bajas y dosis altas pueden 

dar una respuesta similar  o contraria. Es decir que la respuesta a un compuesto 

puede ser de tipo monotónica (dosis=respuesta) o no monotónica (conocida como 

respuesta en “U”) (Calabress y Baldwin, 2003), en el caso del coumestrol  pareciera 

que algunas respuestas son de tipo no monotónico.  

Las respuestas que induce el coumestrol dependen no sólo del órgano que se 

esté considerando sino también de las dosis. Si bien, suponemos que la mayoría de 
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los efectos que estamos analizando dependen de la unión de los fitoestrógenos a los 

receptores de estradiol, la expresión de los genes que unen al receptor de 

estrógenos depende de promotores y del tipo de receptor con el cual se unió el 

ligando (Klinge, 2001). Para que los receptores intracelulares a estrógenos lleven a 

cabo su unión a los genes específicos, requieren como prerrequisito el reclutamiento 

de moléculas denominadas coactivadores de los receptores ERα y ERβ, este tipo de 

coactivadores son determinantes importantes para la acción estrogénica en tejidos 

específicos, mostrando además, un perfil de expresión específico en cada tejido 

(Tremblay y Ciguere, 2002). 

Los ligandos que se unen a los receptores de estrógenos regulan el 

reclutamiento de coactivadores al inducir distintas conformaciones de la unión al 

ligando y activar los dominios de los receptores de estrógenos (Paige et al., 1999). 

Hall y Korach (2002) en estudios realizados con fitoestrógenos sugieren que los 

cambios inducidos por diferentes fitoestrógenos pueden deberse a la transactivación 

de los receptores de estrógenos α y β. También se ha observado que en algunos 

tejidos el máximo reclutamiento de coactivadores de los receptores de estrógenos β 

se presenta a bajas dosis de coumestrol y genisteina, aunque la eficacia es menor al 

compararla con el estímulo de estradiol a receptores tipo α (Hall y Korach, 2002). 

Mueller y colaboradores (2004), proponen que el riesgo o beneficio de los efectos 

estrogénicos o antiestrogénicos depende fuertemente del órgano blanco, tiempo y 

nivel o dosis de exposición. 

De manera general podemos concluir que el coumestrol tiene un efecto 

estrogénico limitado a órganos periféricos sin afectar a nivel central la regulación de 
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gonadotropinas. Quedan en las perspectivas inmediatas, el análisis de la conducta 

sexual y la fertilidad ante diferentes dosis de coumestrol y la realización de nuevos 

estudios a nivel neuroendocrino y testicular.  

 

. 
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Anexo 1 

 

Radioinmunoanálisis de Hormona Leutinizante (LH) 

 

Procedimiento: 

1. Rotular los tubos de ensayo.  

2. Adicionar 200 μl de los estándares. La curva control abarca un rango de 0-144 

mUI-ml. 

3. Adicionar 100 μl de controles y suero. 

4. Adicionar 100 μl de antisuero anti-LH en todos los tubos excepto en los tubos 

correspondientes a las cuentas totales. 

5. Agitar en Vortex, e incubar a 37° C por 1 hora. 

6. Adicionar 100 μl de marca (125I-LH) en todos los tubos incluyendo cuentas totales. 

7. Agitar en Vortex e incubar a 18-28° C por 2 horas. 

8. Adicionar 1 ml del anticuerpo AMERLEX-M en todos los tubos. 

9. Agitar e incubar de 18-28° C por 10 minutos. 

10. Dejar reposar la muestra por 15 minutos. Decantar y escurrir en papel secante 

por 5 minutos. 

11. Realizar el conteo en un contador de gamas durante un minuto. 
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Radioinmunoanálisis de Hormona folículo estimulante (FSH) 

 

 

Procedimiento: 

1. Marcage de los tubos de ensayo 

2. Pipetear 300 μl de los estándares. La curva control abarca un rango de 0-83.8 

mUI-ml. 

3. Adicionar 200 μl, controles y plasma. 

4. Adicionar 100 μl antisuero anti FSH en todos los tubos excepto en los tubos 

correspondientes a cuentas totales. 

5. Agitar en Vortex e incubar a 37° C por 1 hora. 

6. Adicionar 100 μl de marca (125I-FSH) en todos los tubos incluyendo cuentas 

totales. 

7. Agitar en Vortex e incubar a 18-28° C por 2 horas. 

8. Adicionar 1 ml del anticuerpo AMERLEX-M en todos los tubos. 

9. Agitar e incubar de 18-28° C por 10 minutos. 

10.  Reposar la muestra por 15 minutos. Decantar y dejar escurrir en papel secante 

por 5 minutos. 

11. Realizar el conteo en un contador de gamas durante un minuto. 
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Radioinmunoanálisis de Testosterona 

 

Procedimiento: 

1. Marcage de los tubos de ensayo. 

2. Adicionar 50 μl de los estándares de testosterona. Curva estándar en un rango de 

0.1 a 25 ng/ml. 50 μl controles y muestras desconocidas. 

3. Adicionar 500 μl de la marca 125I-Testosterona. 

4. Mezclar y agitar suavemente con la mano. 

5. Incubar todos los tubos a 37° ± 2° C por 60 a 70 minutos. 

6. Decantar el contenido de los tubos. Adicionar 1 ml de agua destilada. Dejar 

reposar 1 minuto y decantar. 

7. Utilizando un contador de gamas se procedió a contar todos los tubos durante un 

minuto.  Contar los tubos durante un minuto utilizando un contador de gamas. 
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