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INTRODUCCIÓN  

En los últimos años se ha descubierto que  diversas sustancias producidas por algunas 

plantas poseen  propiedades especiales que son utilizadas  en el tratamiento de diferentes 

padecimientos. El origen de ellas varía pues mientras algunas se obtienen de la cáscara de 

los frutos como el resveratrol, un flavonoide con actividad  anti cancerígena, antiviral y 

usado en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Campagna y Rivas, 2003; 

Brown et. al., 2009); otras se obtienen de legumbres y forrajes. 

Los fitoestrógenos (FES) son compuestos fenólicos o difenólicos  no esteroides que  

inducen una respuesta estrogénica o antiestrogénica dosis-dependiente en diversos tejidos 

como en el cerebro, corazón,  hígado y, sobre todo, en los  tejidos reproductivos de diversas 

especies de animales. En estos tejidos, producen alteraciones fisiológicas e histológicas 

(McClain et. al., 2006). Los fitoestrógenos  mejor caracterizados  son los  flavonoides entre 

los cuales se encuentran las isoflavonas como la ginesteína; los lignanos como la 

enterolactona;  y los coumestanos como el coumestrol  (Whitten et. al., 1991). En el cuadro 

1 se muestran las fuentes principales de los grupos de fitoestrógenos  mejor  caracterizados. 

 

Acción y efecto estrogénico de los FES 

Los fitoestrógenos tienen el potencial de ejercer tanto efectos benéficos como adversos 

(tabla 2). Aún cuando no tienen la estructura típica de los estrógenos (figura 1), son  

capaces de unirse a las dos isoformas de receptores estrogénicos (ERα y ERβ),  resultando 

en  la alteración  de la actividad estrogénica, dependiente de la dosis, lo que les da la 

característica de agonistas o antagonistas estrogénicos (Kuiper et al., 1998).  

Como agonistas, ayudan a disminuir los trastornos hormonales en las mujeres 

menopáusicas,  pero al mismo tiempo les estimulan el crecimiento de células 

carcinogénicas en sus mamas (Jordan et al, 1985).  

Como agentes antagonistas de la actividad estrogénica o antiproliferativa, ayudan en la 

prevención de cáncer dependiente de estrógenos; inducen estados de infertilidad ya que  

suprimen la función reproductiva normal; son capaces de interrumpir la diferenciación 

sexual alterando los patrones de desarrollo específicos del sexo. Estos efectos se agregan a 

su capacidad de ser protectores contra otros estrógenos ambientales, alterando los umbrales 

de respuesta a esteroides  (Whitten et. al., 1995).  

 

 



 

 

 

Cuadro 1. Clasificación de algunos fitoestrógenos y sus principales fuentes.     

Fitoestrógenos  Especies  Fuente Natural de Obtención 

 

 

Isoflavonas 

  

Ginesteina, Daidzeína, 
Biochanina A 

 
 
 
 

 

Soya, lentejas, garbanzos y otras 
legumbres (Navarro, 2001) 

     

Lignanos   Enterodiol, 
Enterolactona 

 

 
 
 

En la pared celular de  frutas y 
cereales ( trigo, cebada, lúpulo, 
arroz, centeno) y  semillas de 
lino (Navarro, 2001) 

     

Coumestanos  Coumestrol  Germen de alfalfa o alfalfa 
madura contaminada con el 
hongo  Pseudopeziza 
medicaginis (Romero et. al., 
1997) 

Germen de Trébol rojo, semillas 
de girasol (Jacob et al., 2001) 

  

 

De la misma manera, existen evidencias experimentales que comprueban las alteraciones 

sexuales producidas por los fitoestrógenos a nivel histológico, fisiológico y conductual en 

diversas especies como en roedores, ovejas y bovinos como se muestra en el cuadro 2. 

 

 

 



 

 

 

Fig 1. Estructura química de estrógenos y de algunos fitoestrógenos. La característica común  de estos 

compuestos es el anillo α. En la parte superior se muestran las hormonas esteroides y en la inferior los 

fitoestrógenos. Disponible en los URL www.medchem.rutgers.edu/MedChemII/ graphics/ 

estradiol.png&imgrefurl  y www.antioxidantes.com.ar/Imagenes/ art211_G1.gif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.antioxidantes.com.ar/Imagenes/


 

 

 

Cuadro 2. Efecto de diferentes fitoestrógenos sobre la reproducción de los animales experimentales, de 

vida silvestre o importancia económica. Abreviaturas utilizadas: IV:intravenoso; H: hembras; M: machos; 

µg: microgramo; SC: Subcutáneo. Tomado de Pérez-Rivero et al.,2007. 

 

 

 

 

Estrógenos 

Las hormonas esteroides son compuestos derivados del colesterol, sintetizados en 

respuesta a señales endócrinas;  ejercen su efecto durante el crecimiento,  el desarrollo de 

 
Animal 

 

 Edad 

 

Sexo 

 
Fitoestrógeno   

 

Dosis y vía 

 

Efecto 

 

Referencia 

Rata 

Wistar  

 

 

2 días  

 

 

 

M  

 

 

 

Coumestrol  

 

 

 

4 mg kg-1 d-1 

SC por16 días  

 

 

Disminución de lumen de 

túbulos seminíferos, incre- 

mento del índice apoptótico  

en células germinales  

 

Atanassova  

et. al., 2000  

 

 

Rata 

Wistar  

 

 

 

 

Adultas  

 

 

 

 

 

H  

 

 

H    

 

 

Coumestrol  

 

 

Genisteina  

 

 

0,4-1,6 mg IV 

por 8,5h  

 

1,6 mg IV por 

8,5 h 

 

Inhibición de la hormona 

luteinizante (LH) por 

inhibición     de Hormona  

Liberadora de Gonadotropinas 

 (GnRH)  

 

McGarvey,  

et. al.,2001 

 

 

 

 

Rata  

Sparague 

Dawley 

 

 

Adultas  

 

 

 

 

H  

 

M  

 

 

Coumestrol  

 

 

 

                    

100 mg kg-1 

en la dieta 

por  10 días  

 

 

Anovulación, supresión 

de LH 

Supresión de conducta sexual     

como monta y eyaculación            

 

Shaw y 

McCully,          

2002 

 

 

 

Bovinos  

 

 

 

 

 

Adultos  

 

 

 

 

 

M  

 

 

 

 

 

Coumestrol  

 

 

 

 

 

66,8 mg kg-1 

en alfalfa seca 

como pastura 

vía oral  

 

 

Metaplasia glandular 

y epitelial en próstata 

 y glándulas bulbo-uretrales, 

 disminuye la maduración de  

espermatozoides 

 

Pike e.t al., 
1999 

 

 

 

 

Ovejas  Adultos  H  Coumestrol  25 mg kg-1 

oral en la 

pastura  

Crecimiento uterino, descargas                 

vaginales, desarrollo mamario,   

ovarios quísticos, estros 

irregulares  

 

Adams,  1995 



 

 

 

tejidos y en la homeostasis del cuerpo. Se clasifican  en glucocorticoides,  

mineralocorticoides y  los  esteroides sexuales que regulan la reproducción y el desarrollo 

de las características sexuales secundarias en machos y hembras. Los esteroides sexuales  

incluyen  a los andrógenos como la testosterona,  a los estrógenos como el estradiol y a 

los progestágenos como la progesterona (Lewin, 2004). Los estrógenos son moléculas 

lipofílicas, de gran importancia en la función reproductiva tanto en la hembra como en el 

macho, por lo que se  sintetizan  tanto en el ovario como en los testículos. En el macho 

joven, los estrógenos son sintetizados en las células de Sertoli y en adultos se sintetizan 

tanto en las células de Leidyg, como en las de Sertoli (Hess 2003). 

 

Dada su naturaleza,  estas hormonas atraviesan la membrana plasmática por difusión y 

una vez en el citoplasma  se unen a una proteína específica (receptor) formando un 

complejo hormona-receptor. Esta unión induce un cambio en la conformación del 

receptor de tal suerte que dominios que estaban ocultos ya sea por el arreglo que 

permanece estable en la estructura terciaria o por la unión a otras proteínas como serían 

las de choque térmico permite que surjan y se hagan funcionalmente activos. Este es el 

caso de una secuencia de aminoácidos cercana al extremo amino terminal y que ha sido 

nombrada “secuencia de localización nuclear” o NLS por sus siglas en inglés. La NLS 

permite al receptor interactuar con proteínas transportadoras que llevan el complejo 

hormona-receptor al complejo de poro en la envoltura nuclear. En este complejo, la 

interacción con las diversas proteínas que lo conforman lo transportan direccionalmente 

para que alcance el nucleoplasma (Pérez-Rivero et al., 2005).  

 Una vez dentro del núcleo, la unión del complejo hormona-receptor a secuencias 

específicas denominadas “elementos de respuesta” localizadas dentro del promotor de los 

genes que se transcribirán en respuesta a la estimulación hormonal permite el ensamble 

de un complejo que incluye a la RNA polimerasa II (RNApol II) que es quien finalmente 

realiza la síntesis del mRNA (Pérez-Rivero et. al., 2007). Además de estos efectos que 

alteran la expresión de los genes, la unión de esteroides a receptores de membrana llevan 

a cabo otras acciones que no implican la síntesis de RNA por lo que se han denominado 

efectos no genómicos. Dentro de ellos, la síntesis de óxido Nítrico (NO), activación de 

fosfolipasas y transporte de iones mono y divalentes, son los mejor caracterizados (Pérez-

Rivero et al., 2005). 

. 



 

 

 

La unión de la hormona al receptor puede tener una temporalidad diferente, dependiendo de 

varias circunstancias algunas de las cuales aún no han sido totalmente dilucidadas. Sin 

embargo, podemos indicar que el efecto puede durar horas o días e  influyen en el 

crecimiento y diferenciación de  tejidos específicos como el del testículo, en donde las 

hormonas  son sintetizadas por las células de Leydig y en las células germinales (Rommerts 

& Brinkman, 1981). También juegan un papel importante en el mantenimiento de los 

huesos, en el sistema nervioso central y en el sistema cardiovascular  en el que juega un 

papel cardioprotector (Kuiper et.  al., 1998). 

Se ha reportado la existencia de dos isoformas de  receptores a estrógenos, ERα  y ERβ, 

estructuralmente  similares, pero con  diferencia  en la región carboxílica de unión al 

ligando y en el dominio amino terminal de transactivación mediante el cual interactúan con 

otras proteínas, incluyendo los factores generales de la transcripción, la RNApol II, 

proteínas activadoras y co-represores (Kuiper  et. al., 1998). En la figura 2 se puede 

observar el esquema estructural de las dos variantes de  ERα  y ERβ. 

Distribución de  los ERα y ERβ en el organismo  

Los estudios de Northern Blot,  RT-PCR e hibridación in situ permitieron determinar  los 

sitios de expresión de los ER; se encontró que receptores ERβ se expresan en la próstata, 

ovario, epidídimo, testículos, vejiga, útero, pulmón, timo, colon, intestino delgado, epitelio 

que recubre los vasos sanguíneos (endotelio), pituitaria, hipotálamo, cerebelo y corteza 

cerebral (Kuiper et. al., 1998).   

Métodos similares han mostrado que la expresión de los ERα es más limitada  pues se 

encuentran  en el útero, hígado, mama y riñón, así como en el ovario, cerebro, hueso, 

sistema cardiovascular y mama (Navarro, 2001) 

Se han encontrado que existe homología entre el ERα y ERβ en la rata,  el ratón y el 

humano (Kuiper et al, 1998). Su distribución es abundante en el epitelio del conducto 

eferente en especies como ratón, rata, macho cabrío, borrego, perro,  entre otros. En algunas 

especies, los  ERα están presentes en el epidídimo y en la mayoría de ellas y los ERβ se 

presentan tanto en el epidídimo como en los vasos deferentes. La estructura modular de los 

receptores se muestra en la figura 2. Como puede observarse, la longitud de ambos es 

diferente. Sin embargo, mantienen regiones en común como son los dominios en los cuales 

se une el ligando (LBD) que si comparamos su secuencia de aminoácidos y por supuesto la 

de nucleótidos es la menos conservada y que por  ende  le brinda especificidad y 

características diferenciales a cada uno de ellos permitiendo que la interacción con 

diferentes moléculas pueda tener un efecto análogo o como competidor con el ligando 

específico (Pérez-Rivero et. al., 2007).   



 

 

 

 

 Fig 2. Representación esquemática de la estructura modular de los receptores estrogénicos (ER). Los 

números colocados encima de cada uno indican los residuos de aminoácidos que abarcan los dominios 

de los receptores para estrógenos. La region de unión al ADN (DBD) es la más conservada entre ambos 

recptores; la bisagra (D) contiene la secuencia de localización nuclear (NIF), el cual guía al receptor 

desde el citoplasma hacia el núcleo. La región de unión al ligando (LBD) es la menos conservada entre 

los dos receptores (Modificada de Pérez-Rivero et. al., 2007). 

 

 

Por otro lado, la región con mayor grado de conservación es el dominio de unión al DNA 

(DBD). Esto indica la razón por la cual no es necesario que los elementos de respuesta no 

tengan variaciones mayores además de una secuencia consenso corta y la distancia respecto 

al sitio de inicio de la transcripción en la región del promotor para que pueda llevarse a 

cabo la expresión de los genes que son regulados por estas proteínas (Pérez-Rivero et. al., 

2007). En términos generales, la estructura de estas regiones se han caracterizado como del 

tipo de los dedos de Zinc por la disposición espacial que adquieren para poder interactuar 

con el DNA y que depende de los aminoácidos serina e histidina que mantienen a los 

residuos de aminoácidos básicos expuestos gracias a la unión de un átomo de zinc (Pérez-

Rivero  et. al., 2007). 



 

 

 

Considerando  las evidencias de investigaciones  recientes sobre los efectos de los 

fitoestrógenos sobre la morfofisiologia sexual de algunas animales, nuestro grupo de 

investigación ha propuesto el uso de este tipo de compuestos a fin de controlar la 

reproducción de especies que puedan tener un potencial o de facto impacto en la Salud 

Pública, como ocurre con el perro, evitando así, las consecuencias que surgen de la falta de 

control en la capacidad reproductiva y de natalidad de ésta y otras especies. 

Consecuencias de la sobrepoblación canina 

En los últimos años  la sobrepoblación canina  no domiciliada  representa un problema de 

salud pública. El 75% de la población canina del Distrito Federal deambula por las calles 

(Galván Pérez et. al., 1994)  y considerando que cada perro secreta aproximadamente 500 

ml de orina, además de defecar un promedio de 200 gramos de heces, se generan cientos de 

toneladas de ellas diariamente (Faulkner, 1994). Además del inconveniente que representan 

las heces y orines frescos, en regiones urbanas de ciudades de países en vías de desarrollo, 

así como en islas o en aquellos lugares en los cuales las condiciones sanitarias no permiten 

su remoción inmediata, las bacterias o esporas de varios patógenos se dispersan por el aire 

y pueden ser aspiradas o engullidas por el hombre en quien pueden producir enfermedades 

zoonóticas como la leptospirosis o la enteritis eosinofílica, causando graves daños a nivel 

gástrico y respiratorio  (Fernández Campos y Cantú Alarcón, 2002). En el cuadro  3 se 

muestran algunos ejemplos de las consecuencias de la sobrepoblación canina. Existen más 

de 65 enfermedades que afectan al hombre como consecuencia de la sobrepoblación de 

animales no domiciliados, tales como rabia, leptospirosis, anquilostomiasis, brucelosis, 

erliquiasis, cestodiasis, toxocarosis, salmonelosis, como se muestra en el cuadro 4, entre las 

que afectan principalmente nuestro país,  (Ortega- Pacheco et. al., 2000; Ortega-Pacheco,  

2001). 

El control de esta problemática en México y en otras partes del mundo se ha llevado a cabo 

básicamente mediante la esterilización  quirúrgica y el sacrificio humanitario de animales 

que deambulan libremente (Howe, 2006). A pesar de ello, y de la gran cantidad de recursos 

económicos que se destinan anualmente a ellos, los logros son limitados. En regiones en las 

cuales los recursos son capitalizados a programas prioritarios, la situación y el peligro 

latente es aún mayor.  

Otro inconveniente de estas estrategias es su poca eficacia, pues los nichos que quedan 

vacios por la eliminación de animales, corren el riesgo de ser ocupados por otros animales 

que incluso podrían ser portadores de enfermedades más graves y dañinas para el hombre 

(Meltzer y Rupprecht, 1998).  

 



 

 

 

 

Cuadro 3. Efectos de la sobrepoblación canina en las grandes ciudades sobre la Salud Pública humana.  

 

CAUSA 

 

EFECTO 

 

Contaminación ambiental 

por  materia fecal y orina 

 

Transmisión de enfermedades  

Ambulantaje  

por las calles 

Intimidación y agresión física (mordeduras) 

Riñas entre perros 

Condición de vida deplorables evidentes (desnutrición, 

sarna, heridas, etc)  

Contaminación por ruptura de bolsas de basura en busca de 

alimentos 

Arrollamiento por vehículos en movimiento; accidentes 

automovilísticos  

 

 

 

Cuadro  4. Principales enfermedades zoonóticas asociadas a la sobrepoblación canina.  

ENFERMEDAD  

(Agente causal) 

 

CAUSA 

 

AFECCION 

 

REFERENCIA 

 

Brucelosis 

(Brucella canis) 

Contacto con tejidos 

contaminados 

Seroaglutinación Ramirez-Lopez, 

2005 



 

 

 

 

Cestodiasis  

i) Cisticercosis 

(Taenia solium) 

ii) Hidatidosis 

(Echinococcus 

multilocularis) 

 

Ingesta de alimentos 

contaminados por el 

aire por 

microorganismos 

desprendidos de 

excretas. 

 

 

Sistemas 

Gastrointestinal,  

inmune y nervioso 

 

 

López_Moreno, 

2002 

 

Leptospirosis 

(Leptospira spp.) 

 

Contacto con la orina o 

tejidos de animales 

infectados o agua o 

lodos contaminados  

 

Sistema respiratorio y 

reproductivo 

 

Brown y Prescott, 

2008. 

 

Rabia 

(Lissavirus, fam. 

Rhabdoviridae) 

 

 

Por mordedura de perro 

hacia la persona 

 

Sistema nervioso central 

 

Takayama, 2008. 

Schneider, et. al., 

2005. 

Loza Rubio et al, 

1999. 

Toxocariosis 

(Toxocara canis) 

Vía aérea o contacto 

con materia fecal de 

animales infectados 

Afección entero-

hepática 

Burgio et al, 

2009. 

Antecedentes del control reproductivo en perros 

Se han desarrollado diferentes estrategias para  tratar de ayudar en el control de la 

sobrepoblación canina. Dentro de las más destacadas se encuentran aquellas que utilizan 

moléculas propias de los gametos para regularla. Desde hace varias décadas, se ha 

demostrado que inyecciones con componentes aislados o purificados de  la zona pelúcida 

son capaces de inducir un estado de infertilidad en las hembras. En este sentido los trabajos 

en roedores (Millar et. al., 1989), conejos (Skinner  et. al., 1984) o en yeguas (Liu et. al.,  

2005),  constatan una  disminución en la fertilidad en las hembras tratadas. Este efecto 

puede deberse a los daños inducidos en los ovarios, como ocurre en la perra (Serrano y 

García-Suárez, 2001), y/o a la infiltración leucocitaria (Mahi-Brown et. al., 1982). 



 

 

 

El estado de infertilidad inducido por la inmunización con componentes de la zona 

pelúcida, principalmente porcina se mantiene en relación directa a la presencia de 

anticuerpos circulantes. Cuando estos disminuyen, es necesaria la aplicación de una nueva 

dosis de inmunógeno, lo cual lo hace poco útil cuando se trata de controlar de poblaciones 

cuyo radio de distribución es muy amplio (Liu et. al., 2005) o en aquellas especies en las 

cuales se desarrolla resistencia a la inoculación posterior. En la perra, se ha demostrado la 

utilidad limitada de la inmunización contra proteínas de la zona pelúcida, pues si bien es 

cierto que hay un daño en la ultraestructura ovárica asociado a la inmunización (Serrano y 

García-Suárez, 2001), así como  un aumento en la cantidad de anticuerpos circulantes 

cuando se inyectan las proteínas aisladas (Mahi-Brown et. al., 1985) o tejido ovárico 

particulado, la fertilidad se recupera después de un tiempo (Mahi-Brown et al, 1989). El 

uso de proteínas expresadas mediante técnicas de ingeniería genética parecía hasta hace 

unos años una opción factible. Sin embargo, es necesario delimitar el modelo en el cual se 

está haciendo la expresión. En bacterias, las modificaciones post-traduccionales son 

limitadas y en la mayoría de los casos, diametralmente opuestas a las que se realizan en las 

células eucariontes.   

Desde hace varias décadas se demostró que los receptores para espermatozoides radican en 

las porciones glucosídicas  de los componentes de la zona pelúcida. El receptor primario al 

cual se unen los espermatozoides intactos son los carbohidratos con uniones O de la 

proteína ZP3. Esta unión induce a su vez la reacción acrosomal de los espermatozoides 

unidos. Por su parte, los espermatozoides que han llevado a cabo la reacción acrosomal se 

unen a los carbohidratos presentes en la glucoproteína ZP2. Finalmente, el sustrato que 

rompe la acrosina es la glucoproteína ZP1 ( Wassarman y Leitscher, 2009). 

Las proteínas de la zona pelúcida expresadas en sistemas de células eucariontes in vitro 

requieren del desarrollo de compuestos estabilizadores que les permitan inducir de manera 

eficiente la respuesta inmune en los animales en los cuales se van a inyectar. Así pues, se 

han desarrollado sistemas diferentes al aceite mineral básico del adyuvante de Freund como 

liposomas para tratar de hacer más eficientes las capacidades inductoras de las proteínas 

ZP3 (Wassarman, 2008) 

Ante estas dificultades para el desarrollo de estrategias de control de las poblaciones,  se 

requieren de alternativas que puedan ser exploradas. Una de ellas es atacando a las 

hormonas responsables del desarrollo y funcionamiento gonadal: la FSH y la LH. Dado que 

su función depende de su liberación, la estrategia lógica es disminuir o inutilizar a la 

GnRH,  hormona responsable de la liberación de estas gonadotropinas. Esta estrategia se ha 

explorado mediante el reconocimiento de autoanticuerpos dirigidos contra una de las 

cadenas polipeptídicas que la constituyen (Noble et. al., 2007) o utilizando análogos de ella. 



 

 

 

En ambos casos, el éxito es muy inferior al esperado por lo que aún en modelos 

experimentales, los resultados son marginales restringiendo de esta forma su aplicación en 

poblaciones naturales. 

La inyección intratesticular de compuestos como el Neutersol, glicerol o soluciones 

saturadas de Calcio también han sido exploradas con resultados variables. Presentan el 

inconveniente de los efectos colaterales que dependen más de la forma y habilidad con la 

cual se aplican  que de  la naturaleza propia de los compuestos activos. 

Estudios del efecto del coumestrol en el tejido testicular in vivo 

Recientemente se ha desarrollado como estrategia  alterna  la administración oral de 

coumestrol, fitoestrógeno natural presente en cantidades apreciables en el germen de soya y 

cuya síntesis se puede inducir en la alfalfa cuando se inocula el hongo Pseudopeziza 

medicaginis (Romero et. al., 1997). Utilizando cuatro dosis semanales de 300 µg/Kg de 

peso en perros adultos sanos, es posible inducir estados de oligospermia y 

aztenozoospermia cuya duración es superior a un año y que están asociadas con 

importantes alteraciones en la citoarquitectura testicular  (Pérez-Rivero et. al., 2008). El 

blanco aparente de esta acción son los receptores estrogénicos (Serrano et al, 2008). Se ha 

demostrado que el tratamiento con  coumestrol brinda resultados similares en otras especies 

aunque se requiere de cantidades mayores si se aplica por vía parenteral (Tarragó-

Castellanos et. al., 2006).  

Hasta el momento se desconoce su  mecanismo de acción y las subsecuentes  alteraciones a 

nivel molecular que pueda inducir el tratamiento con coumestrol, por lo que una 

aproximación en este sentido es utilizar un sistema in vitro capaz de mantener en contacto 

de manera permanente al tejido con el compuesto. Para aquellas substancias que son 

solubles en agua, su simple adición al medio de cultivo es suficiente para poder hacer su 

evaluación. Sin embargo, cuando los compuestos son pobremente solubles o insolubles en 

soluciones acuosas, se requiere de otro tipo de vehículos que hagan eficiente el tratamiento. 

En este trabajo, exploramos la posibilidad de que sea el alginato de sodio la alternativa para 

este tipo de tratamientos. 

 

Antecedentes  del proceso de microencapsulamiento 

El microencapsulamiento es un proceso en que se desarrollan partículas sólidas  

poliméricas, semipermeables,  utilizadas para envolver  materiales bioactivos con el fin de 

protegerlos al mismo tiempo de mantener contacto selectivo con el medio que los rodea, 



 

 

 

permitiendo la entrada  de nutrientes y  oxígeno, así como la salida de productos proteínicos 

y terapéuticos (Chang, 1972).  

En busca  de un mejor diseño de encapsulamiento, se han estudiado varios tipos de 

polímeros sintéticos y naturales. Uno de biomateriales más comúnmente usados para la 

elaboración de microcápsulas es el alginato por su biocompatibilidad,  alta afinidad al agua 

y por su capacidad de formar geles bajo condiciones moderadas de  iones de calcio (Heise 

et al, 2005).  

Con el objeto de mejorar la calidad del encapsulado, recientemente se han desarrollado 

diversas combinaciones de alginato con sustancias policatiónicas  como la poli-L-lisina y 

polianónicas que interactúan con los residuos  de ácidos manurónico y gulurónico 

constituyentes del alginato además de otros compuestos como el polimetileno-co.guanidina, 

citosano o polivinil-amina  (Gorka et al., 2004). 

Renken u Hunkeler (2007) elaboraron cápsulas multicomponentes hechas de alginato de 

sodio, celulosa-sulfato de  sodio, y cloruro de calcio preparadas con polivinilamina que 

mostraron propiedades muy diferentes comparadas a las cápsulas del mismo tamaño hechas 

con polimetileno-co-guanidina. Las cápsulas eran generalmente mas opacas lo cual sugiere 

más densidad en la barrera selectivo -permeable.  Las cápsulas realizadas con poli-vinil-

amina también presentan una resistencia a la deformación, en particular a bajo potencial 

iónico. 

La selección de materiales usados para el encapsulamiento está enfocada en asegurar la 

permeabilidad y difusión en estudios in vivo, así como los parámetros de pemeabilidad a ser 

probados in vitro. También se evalúa la resistencia y degradación de la microesfera (Gorka 

et al., 2004).  

Los parámetros evaluados para calificar la calidad del microencapsulado es el diámetro 

necesario, el potencial electrostático, la fluidez de la solución de alginato, concentración 

iónica de gelificación, la concentración del alginato, la viscosidad así como la composición 

del alginato (Klokk & Melvik, 2002). 

 

Propiedades físicas y químicas del Alginato 

El alginato (C6H8O6)n, o ácido algínico, es un carbohidrato poliurónico, hidrofílico y 

coloidal, compuesto principalmente de residuos de ácido monofónico con enlaces beta 1-4, 

obtenido de la desecación y pulverización de algas pardas (Moe et al., 1995). La 

consistencia gelatinosa característica de las feofíceas se debe a este compuesto. Es utilizado 



 

 

 

como aditivo en la industria alimentaria y farmacéutica. Las soluciones de alginato son 

sumamente estables a temperatura ambiente (Santacruz et al., 2005). La compactación de 

estas soluciones depende de la presencia de elementos polivalentes como el calcio, bario, 

plomo y, en general, metales. Dependiendo del tipo de iones con los cuales se formen los 

complejos, varía la dureza y consistencia de la cápsula que se forme (Misirli, 2005).  

Las propiedades del alginato están dadas por las proporciones relativas de sus residuos de 

ácido-D-manurónico  y ácido L-gulurónico y de su secuencia en la cadena. Los residuos 

monoméricos M y G se unen en secciones homopoliméricas de bloques M (MMMMMM) y 

bloques G (GGGGGG), o bloques heteropoliméricos con cadenas alternantes 

(MGMGMG). Los monómeros tienden a encontrar la estructura energética más favorable 

dentro de la cadena de los polímeros. De ésta forma el bloque G-G forma un enlace 

glicosídico α-1,(4) y el bloque M-M forma un enlace glicosídico β1-4, esto significa que un 

polímero G-G con estructura en forma de zig-zag, por sus ángulos de enlace, son más 

favorables para la unión electrostática con cationes polivalentes y con mayor tendencia a 

formar geles, a diferencia de los bloques M-M  que forman cadenas lineales; las regiones de 

bloques M-G presentan una linealidad intermedia (Armisén, 2000). Las interacciones de 

iones multivalentes como el Ca
2+

 con el grupo carboxilo de las cadenas poliméricas de los 

polisacáridos resultan en la formación de un gel insoluble (Smrdel et al., 2008). 

 

El uso de un polímero biocompatible como el alginato lleva al mantenimiento de los niveles 

óptimos de viabilidad celular tanto en sistemas in vivo como en sistema in vitro (Lim,  

1980),  por lo cual es frecuentemente usado en alo y xeno transplantes. 

Utilización del Alginato en el encapsulamiento de distintos tejidos para estudios in 

vitro 

El primer reporte que describió el principio de bioencapsulamiento de tejidos o células 

importantes en el proceso reproductivo fue el de Chang (1964) en el que se describe el 

desarrollo de microcápsulas artificiales dentro de las cuales se mantenía la actividad 

biológica normal de enzimas o proteínas que entraban en ellas (Torre 2007). 

Fundamentadas en esta metodología, se han elaborado nuevas técnicas de encapsulado con 

el fin de generar gotas de tamaño controlado seguido de un proceso de estabilización de la 

interface y la creación de una membrana alrededor de un núcleo (Torre 2007).  

El primer ensayo en el que se aplicó el método de Chang usando por primera vez al 

alginato fue en el encapsulado de islotes de Langerhans con el fin de evitar el rechazo de 

células transplantadas (Lim & Sun, 1980).  



 

 

 

Nebel y su grupo de investigación (1985) realizaron dos ensayos de encapsulamiento de 

espermatozoides utilizando alginato de sodio al 1 %. En el primero encapsularon diferentes 

concentraciones de espermatozoides  en dos diferentes tamaños de cápsulas demostrando 

que ni el tamaño de las esferas ni la concentración de espermatozoides después de un 

tiempo de incubación de 24 hrs., afectaba la viabilidad de las células. Posteriormente en ese 

mismo experimento encapsularon semen  previamente congelado y enfriado utilizando 

como diluyente una solución de citrato de sodio con glicerol y yema de huevo al 5, 10 y 

15%. La integridad de  la cápsula no se veía afectada por ninguno de los componentes. Sin 

embargo,  al evaluar la viabilidad  de los espermatozoides, se encontró que ésta se veía 

reducida principalmente en las muestras de espermatozoides congelados con yema de 

huevo al 5% (Nebel et. al., 1985). El segundo experimento  consistió en  un sistema  de 

liberación controlada, de altas concentraciones de espermatozoides encapsuladas, las cuales 

se mantuvieron en el útero de una vaca durante la ovulación, con un incremento en la 

cantidad de óvulos fertilizados y embriones implantados.  Con este ensayo se demostró que 

el alginato no altera la viabilidad de los espermatozoides (Nebel, 1996). 

Huang y su grupo de investigación, realizaron un estudio de encapsulado en 

espermatozoides concluyendo que el alginato de calcio mantiene la fertilidad de los 

espermatozoides lográndose un buen apareamiento en la cerda  y buen tamaño de la cría 

(Huang et al., 2005). 

Heise y colaboradores (2005), realizaron un ensayo en el que utilizó alginato de calcio para 

encapsular folículos intactos  de ratas Sprage-Dawley, para determinar las tasas de 

crecimiento en respuesta a diferentes métodos de liberación de FSH, descubriendo que el 

encapsulamiento puede limitar el acceso al FSH a menos que éste esté incluido en la esfera 

de alginato. 

Herrler et al., demostraron que microcápsulas de alginato de calcio conteniendo semen 

humano, pueden ser criopreservadas, resultando en una disminución en la motilidad 

comparada a los protocolos estándares, pero con alta viabilidad de espermatozoides 

inmóviles, por lo que esta técnica se sugiere en el caso de realizar un proceso de ICSI 

(siglas en inglés de Inyección Espermática Intracitoplásmica) ( Torre, 2007).  

Matchluf y sus colaboradores (2003), reportaron el uso de alginato.poli-L-lisina para 

encapsular células de Leydig las cuales fueron estimuladas con hCG, descubriendo que 

éstas secretaron altos niveles de testosterona, a diferencia de aquellas células que no habían 

sido encapsuladas quienes no produjeron testosterona aun con la estimulación de hCG, 

proponiéndolo como un nuevo método para la  liberación de testosterona in vivo . 



 

 

 

En caso de nuestro estudio uno de los objetivos principales fue el de optimizar la 

preparación de esferas de alginato como modelo de polisacárido con iones de Ca
2+

, 

conteniendo fracciones de túbulos seminíferos, brindándole al tejido la difusión selectiva  

de nutrientes y otras sustancias  del medio externo.  

RESUMEN: 

El control de la sobrepoblación canina no domiciliada en zonas urbanas y rurales se ha 

realizado mediante la esterilización quirúrgica y el sacrificio humanitario. En ambos casos 

se requiere de una inversión y a juzgar por los resultados,  son poco eficientes, por lo que se 

ha sugerido, entre otras alternativas, el uso de fitoestrógenos  con efectos específicos sobre 

el funcionamiento reproductivo.   El tratamiento de hembras y machos de algunas especies 

con genisteína o coumestrol induce alteraciones histológicas y funcionales en el aparato 

reproductor. La administración oral  en perros induce alteraciones en la morfología y 

número de espermatozoides eyaculados, en la histoarquitectura testicular e incluso en la 

capacidad de respuesta de los perros tratados a la estimulación con el moco vaginal de 

hembras en estro, funciones en las que intervienen los receptores estrogénicos sin que se 

tengan indicios del mecanismo molecular que subyace en las alteraciones reproductivas. 

Estudiar los efectos en el organismo completo implica la interacción de rutas muy variadas 

por lo que es necesario el desarrollo de un sistema aislado que brinde respuestas a 

cuestionamientos simples y potencialmente pueda ser utilizado en la integración funcional 

del efecto iniciado por el tratamiento. Considerando los estudios previos del grupo de 

investigación y en el intento de abundar en el conocimiento de la acción de los  

fitoestrógenos sobre la transcripción global del testículo, se diseñó un sistema de 

estimulación in vitro en el que  se evaluaron diferentes concentraciones de alginato de 

sodio, CaCl2 y EDTA para encapsular y liberar fragmentos de tejido testicular. La 

concentración adecuada para el  encapsulado de los tejidos de testículo fue con alginato de 

sodio al 1.5% y CaCl2 100 mM en proporción 1/1, con un tiempo de encapsulamiento de 4 

segundos; la disolución de las esferas, después de la incubación de los tejidos encapsulados, 

se realizó con EDTA 5 mM, pH 8. Para evaluar la eficiencia del sistema para ser utilizado 

en el tratamiento in vitro, se aisló  el RNA de los tejidos. Sin embargo la calidad del RNA 

obtenido no fue de calidad suficiente que permitiera su análisis en metodologías posteriores 

como en la hibridación por microarreglos por lo que es necesario estandarizar la 

metodología con pruebas complementarias, como el cambio del uso del  agente gelificante, 

evaluación a diferentes tiempos de incubación de la integridad y viabilidad del tejido, amen 

de utilizar  métodos  alternos de extracción de RNA  para que el sistema pueda ser utilizado 

posteriormente en la estimulación con compuestos hidrofóbicos. 
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ABSTRACT. 

Reproductive control of stray dog population in urban and rural communities has been 

made mainly by surgical sterilization and humanitarian sacrifice. In both approaches, it is 

necessary a major investment with a reduced population impact. It has been indicated that 

phytoestrogen treatment can be used as a complementary strategy. Male and female 

treatment with phytoestrogens induces morphological and functional reproductive 

alterations. In dogs, oral administration of coumestrol modifies the histomorphology of the 

testis, reduces the number, concentration and normal mature sperm morphology and even 

on the response to the vaginal discharges from estrous females, functions regulated by the 

estrogen receptors. Studies on the whole organism are difficult due to the diversity of 

metabolic pathways that are altered by the phytoestrogen so the most logical alternative to 

elucidate the molecular mechanism at the target tissue is to develop an isolated system that 

could answer simple questions and that can be used to study the functional integration due 

to the stimulation. In order to abound on the research interest of our group, an in vitro 

stimulation system was developed. Here we evaluated different concentrations of sodium 

alginate, CaCl2 and EDTA to encapsulate and liberate pieces of testis tissues. 1.5% sodium 

alginate and 100 mM CaCl2 combination give the best consistency, coverage and handling 

conditions for tissue encapsulation that is stable after 24 hs under tissue culture conditions; 

5 mM EDTA, pH8 effectively liberate the included tissue. To evaluate the possible use of 

the system in downward methods, RNA was isolated from the encapsulated tissues. RNA 

quality and mRNA integrity was not desirable for use in robust downward methods like 

microarray analysis. It is necessary to improve the methods in certain aspects like the use of 

alternative gelling agents, evaluate the viability and integrity of the included tissue along 

with the use of alternative RNA isolation methods so the system could be used for in vitro 

hydrophobic compound stimulation.    
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JUSTIFICACION: 

La implementación de una técnica de encapsulamiento con Na-Alginato de tejido de 

testículo es una herramienta útil para ver el efecto del coumestrol en la expresión de 

algunos genes de los túbulos seminíferos 

 Tomando en cuenta  resultados previos obtenidos en estudios realizados in vivo sobre el 

efecto del coumestrol  en tejidos reproductivos de distintas especies (Pérez-Rivero et al., 

2007), es necesario ampliar  el campo de investigación realizando estudios que 

complementen el  conocimiento previamente obtenido, definir los genes o grupos de genes 

que pudiesen responder al tratamiento con el coumestrol y explicar de esta forma su efecto 

sobre la fisiología reproductiva. Con esto en mente, se propone utilizar técnicas de 

encapsulamiento con Na-alginato. Se ha demostrado que los geles de este compuesto 

protegen la integridad funcional de la célula. Estos conocimientos nos permitirán 

desarrollar nuevas estrategias no tóxicas  y no  invasivas, con el fin de controlar la función 

reproductiva de los cánidos no domiciliados, que actualmente en muchos países presentan 

el problema de la sobrepoblación de esta especie. 

 

 HIPÓTESIS: 

El encapsulamiento con Na- Alginato de tejidos de túbulos seminíferos del perro tratados in 

vitro con coumestrol,  permite evaluar los posibles efectos del coumestrol sobre la 

expresión de algunos genes de este tejido.  

El uso del alginato de sodio permite la incorporación de compuestos hidrofóbicos que 

puedan estar en contacto con los túbulos seminíferos. El tratamiento con coumestrol de 

tejidos encapsulados en alginato de sodio permite evaluar la expresión de genes en los 

túbulos seminíferos encapsulados.  

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar las condiciones generales de encapsulamiento de tejido los túbulos seminíferos 

que permitan evaluar los efectos en la expresión de algunos genes de fragmentos de 

testículo de perro en respuesta al tratamiento in vitro con  diferentes concentraciones de 

coumestrol.  

 

 



OBJETIVOS PARTICULARES:  

• Determinar las  condiciones óptimas para el encapsulamiento in vitro, que permitan 

la sobrevivencia de segmentos de túbulos seminíferos.   

• Determinar las condiciones de concentración de alginato y Ca 
2+

 para la inclusión de 

los túbulos seminíferos. 

• Establecer las condiciones de aislamiento de mRNA con características de pureza e 

integridad. 

• Evaluar la alteración en la expresión de genes, principalmente aquellos que están 

regulados por los receptores estrogénicos ERβ . 

 



MATERIALES Y MÉTODOS: 

Todos los procesos utilizados en nuestro estudio, se realizaron bajo condiciones de 

esterilidad y asepsia, en un cuarto de cultivo, para evitar cualquier contaminación con 

microorganismos y  que pudieran interferir en los resultados. 

Animales 

Se utilizaron tres perros criollos domiciliados  machos, de entre uno y dos años de edad, 

con  nutrición adecuada, sin antecedentes de enfermedades graves  y con las vacunas 

pertinentes, con  experiencia  sexual y reproductiva previa  y una evaluación física externa 

de  los testículos positiva, por lo que fueron  considerados  reproductivamente  sanos.  

Obtención del tejido testicular 

La orquidectomía se llevó a cabo después de un ayuno de sólidos y líquidos  de 6 a 8 horas, 

aplicándose xilazina al 2% (1mg/kg) intramuscular como agente preanestésico para  

proporcionar sedación y analgesia, seguido de ketamina  (6mg/kg) endoveneosa como 

anestésico general disociativo. Cuando el perro estuvo bajo los efectos del anestésico, 

previa antisepsia de la zona quirúrgica, se procedió a extraer los testículos mediante 

incisión por línea media, basada en la técnica de orquidectomía preescrotal cerrada 

(Birchard, 1994). Los testículos contenidos dentro de la túnica albugínea y con el epidídimo 

adherido, se colocaron en 100 mL  de Medio  Eagle Modificado por Dulbecco 

(DMEM)+HAM F-12 adicionado con 100 µL. de solución de antibióticos (penicilina, 

estreptomicina y anfotericina, Microlab, México),  y fueron trasladados al laboratorio en 

una cámara térmica a 37ºC, en donde se inició el proceso de inclusión de tejidos.  

Metodología de encapsulamiento de tejidos 

En condiciones estériles, los tejidos se fragmentaron dejando piezas de entre 2 y 3 mm
3 

que 

se colocaron individualmente en cámaras multipozos (Nunk, Suecia). Se removió la mayor 

parte de la sangre contenida en los tejidos lavando 3 o 4 veces con 1 ml de DMEM fresco, 

cada vez en pozos nuevos. En la figura 3 se muestran las etapas principales de este proceso. 

Los trozos de túbulos seminíferos se pusieron en contacto con la solución de Alginato de 

sodio estéril conteniendo diferentes concentraciones de coumestrol (0 a 4μg en cada 

cápsula) y se sumergieron de manera controlada en pozos conteniendo 1 mL de solución de 

CaCl2. Las concentraciones de Na-Alginato y CaCl2 que se probaron fueron 0.5% a 1.5% 

para el alginato y 0.5 a 1.5  mM para el CaCl2.  

La formación de la microcápsulas se supervisó por observación directa. Se utilizaron solo 

aquellas que cubrían de manera uniforme y al 100% los fragmentos de tejido. Las cápsulas 

se colocaron en pozos nuevos y se incubaron por 24h en incubadora con 5% de  CO2 en aire 

humidificado a 37°C (Fig. 4).  



Para determinar las condiciones que permiten la liberación de los túbulos seminíferos, se 

tomó el tiempo en que el polímero se disolvía por efecto de diferentes concentraciones de 

EDTA. Para esto, se retiró el DMEM con pipeta, se agregó una cantidad equivalente de 

EDTA a 0.01, 0.1 y 1 M y se cronometró el tiempo hasta que los túbulos seminíferos  

estuviese totalmente libre. Se tomó como punto final de la disolución cuando 

macroscópicamente el tejido no presentaba trazas de la microcápsula. El tejido se lavó con 

DMEM y se procedió a hacer la extracción de RNA (Chomczynsky & Sacchi, 1987).  

Figura 3.  Diagrama de flujo del proceso de encapsulamiento de tejidos de testículo con Na-Alginato-

CaCl2. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aislamiento de RNA 
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Incubación de los encapsulados: 

5% de CO2, 37° C durante 24 hrs. 

 

 

Liberación de los tejidos con EDTA 



Las muestras de túbulos seminíferos se depositaron en tubos de vidrio y  se homogenizaron 

en 1 ml de reactivo de TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, Ca) con un homogenizador de  acero 

inoxidable (Politrón, Tekmar Heidolph). Las muestras individuales se procesaron con ciclos 

de 20 golpes del homogeneizador con el estator colocado a máxima velocidad. Para evitar 

el calentamiento de la muestra que podría ocasionar la degradación del RNA, el 

procedimiento se realizó en un baño de hielo. Cuando la solución de homogeneización no 

mostró restos de tejido, el homogenado se decantó en tubos estériles y se procedió a seguir 

el protocolo del fabricante (Chomczynsky & Sacchi, 1987).  

El homogenado se incubó a temperatura ambiente  y se le agregó cloroformo para propiciar 

la separación de fases. Para definirlas, se centrifugó a 13 000 Xg a 4°C. Se recuperó la fase 

acuosa y de ella se precipitó el RNA con alcohol isopropílico. Las fibras del RNA se 

colectaron por centrifugación a 12 000 Xg y se lavaron con etanol. Una vez lavado, se 

retiró el etanol por centrifugación a 12 000 Xg y se disolvió el RNA en agua tratada con 

Dietil-pirocabonato (DEPC) (Chomczynsky & Sacchi, 1987).  

La cuantificación del RNA y la evaluación de su pureza se realizó mediante la 

determinación de la absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotómetro UV/VIS 

Lambda 2. Perkin-Elmer (Sambrook et al, 1989). 

La evaluación de la integridad del RNA se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa 

conteniendo formol. El gel de agarosa se preparó al 1% (W/V) en amortiguador MOPS 20  

mM  al cual se le adicionó  1.2 mL de formol. Una vez que el gel se solidificó, se sumergió 

en amortiguador MOPS 20 mM. Las muestras se incluyeron en una solución de carga con 

Ficoll y conteniendo 1 µg de Bromuro de etidio. Las muestras se corrieron a 4 V/cm por 30 

min a temperatura ambiente en amortiguador MOPS 20 mM (Sambrook et al., 1989b). 

El análisis propositivo para la elaboración de los microarreglos se realizó utilizando una 

columna de sílice (Invitrogen, Carlsbad, Ca) para remover y concentrar la muestra. Después 

del aislamiento de rutina, se evaluó nuevamente la calidad del RNA en geles de agarosa al 

1% en geles reductores con 2.4 mL de formol (Sambrook et al., 1989a). Como punto de 

referencia, se incorporó una muestra estándar de RNA de levadura.   

 

 

 



RESULTADOS 

 

Durante el proceso de microencapsulamiento de los tejidos de epidídimo con Na-Alginato, 

se observó que la mejor  formación de las esferas  se llevó a cabo con  una concentración de 

Na-Alginato al 1.5%  con CaCl2 100mM (Cuadro 5). Se determinó que las esferas lograban 

mejor consistencia depositando primero el volumen de CaCl2   para cada tejido en el pozo 

de la placa multipozos, y posteriormente vertiendo una parte del volumen del Na-Alginato 

al mismo tiempo que se sumergía el tejido en la solución de calcio, lo cual permitió que se 

formara la cápsula. En la figura 4 se muestran las características de las microcápsulas 

obtenidas. En ambas fotografías es evidente el contraste que presenta la microcápsula 

formada por  Alginato de Calcio conteniendo los fragmentos del tejido.  

 

            

Figura 4. Fragmentos de testículo de dos perros, encpasulado con Na-Alginato 1.5%- CaCl2 100mM. De 

las dos concentraciones de Na-Alginato utilizadas (1.0 y 1.5 %), las microcápsulas con mayor 

consistencia formadas con CaCl2  (25, 50, 100 mM), fueron las de Na- Alg 1.5% + CaCl2 100mM.  

El tiempo necesario para la polimerización se siguió por observación directa tomando como 

punto final aquel en el cual el gel cubriese de manera homogénea al tejido. El cuadro 5 

muestran los resultados obtenidos en esta etapa.  

 

 

 

 

Cuadro 5. La formación de las cápsulas de Ca-Alginato depende de la concentración de los reactivos. Se 

utilizaron diferentes concentraciones de Na-Alginato y CaCl2 para la formación de microcápsulas. Se 

muestra la duración (min) necesaria para su formación. Los valores son el promedio y desviación 



estándar de tres experimentos independientes por triplicado. Diferentes superíndices indican 

diferencias significativas (p<0.05) 

 Concentración de CaCl2 (M) 

[Na-Alginato] 

% 

0.5 1.0 1.5 

 

0.5 

 

1.067  nim ± 0.02
a 

 

0.694 ± 0.02
d 

 

0.222 ± 0.01
f 

 

1.0 

 

0.922min ± 0.02
b 

 

0.639 ± 0.03
d 

 

0.217 ± 0.02
f 

 

1.5 0.761min ± 0.02
c 

0.556 ± 0.04
e 

0.211 ± 0.03
f 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tiempo requerido para la disolución de las micorcápsulas conteniendo porciones de tejido al 

utilizar diferentes concentraciones de EDTA y Alginato. Se utilizaron volúmenes similares de 

soluciones de EDTA en diferentes concentraciones y dependiendo de la concentración de Alginato 

utilizado en la elaboración de las microcápsulas.  



 

Transcurrido el tiempo de incubación, las microcápsulas se disolvieron agregándoles  

EDTA (figura 5). El tiempo de disolución de las microcápsulas es dependiente de la 

concentración  

El RNA total aislado de los túbulos seminíferos de los animales se cuantificó 

espectrofotométricamente. Partiendo de muestras de 50 mg de tejido total, se obtuvieron 

870 ± 182 µg /ml de RNA (rango de 552 a 1072 µg/ml). A pesar de la variabilidad en las 

cantidades, el rendimiento global fue de  4.92205 µg RNA/mg de tejido.       

Para determinar la calidad del RNA total se hizo una separación electroforética en geles 

conteniendo formol. En primera instancia, la calidad de esta macromolécula parecía ser 

adecuada (figura 6a). Sin embargo, cuando se evaluó en condiciones de astringencia mayor, 

como normalmente se hace previo al inicio del análisis de microarreglos, la calidad no fue 

adecuada para realizar este procedimiento. En el panel de de la derecha de la figura  -6-  

puede observarse  el resultado del corrimiento electroforético de varias muestras de RNA 

extraído por el método descrito en el cual no pueden observarse las bandas del rRNA que 

sirven de indicadores internos de un RNA aceptable para microarreglos, como ocurre con la 

muestra de RNA de levadura utilizada como control de calidad.  

 

[Na-Alg] 



                                   

 

Figura  6. Evaluación electroforética del RNA aislado de túbulos seminíferos encapsulados. Las 

muestras de RNA separado en geles de agarosa conteniendo formol (a) muestran el patrón típico del RNA 

incluyendo el mRNA distribuido entre el rRNA. Sin embargo, cuando se aumenta las condiciones de 

astringencia de los geles, la calidad del RNA es pobre comparada con el RNA de levadura (carril de la 

extrema derecha) utilizado  como estándar previo al inicio del procedimiento de microarreglos. 

  

DISCUSIÓN 

En una revisión efectuada recientemente (Dixon, 2004), el autor enfatiza el creciente interés 

por los fitoestrógenos y sustancias relacionadas, utilizando como argumento el también 

creciente número de artículos científicos publicados entre 1990 y 2002 donde se citan las 

palabras fitoestrógenos, genisteina, lignano y combinaciones de éstas. En la revisión antes 

citada es evidente que en 1990 los artículos fueron menos de 50;  en cambio del 2000 al 

2002 se publicaron cerca de 600 artículos por año con las características mencionadas. Es 

fácil comprender la popularidad de esta temática, ya que los fitoestrógenos y sustancias 

asociadas se encuentran en un gran número de plantas comúnmente utilizadas en la 

alimentación tanto de humanos (Benlhabib et al., 2002) como de animales (Pocock et al., 

2002). Existen evidencias que al ingerir elevadas cantidades de fitoestrógenos, tanto las 

funciones reproductivas como el desarrollo sexual de las hembras se ven afectados 

negativamente (Rasier et al., 2006; Woclawek-Potocka et al., 2005). Pruebas similares 

indican que también estas sustancias afectan la capacidad reproductiva en machos (Cardoso 

y Báo, 2007). En contraste con lo anterior, se han generado pruebas que apoyan la 

posibilidad de efectos benéficos de los fitoestrógenos sobre la salud; por ejemplo las 

isoflavonas contenidas en algunas leguminosas reducen el riesgo de adquirir cáncer de 

mama o enfermedades cardiovasculares, además de mejorar las condiciones óseas y reducir 

a 

 

 

 

 
 

RNA lev RNA perro 

RNA perro RNAlev 



la severidad de síntomas típicos de mujeres menopáusicas (Pocock et al., 2002). Lo anterior 

explica el interés de científicos y público en general por los usos potenciales de los 

fitoestrógenos, ya sea como herramientas promotoras de salud, o como métodos más 

refinados que los actualmente en uso para el control reproductivo de animales.  

Uno de los campos del conocimiento en que se han manifestado las propiedades potenciales 

de los fitoestrógenos,  es en el control poblacional de mamíferos, por ejemplo el perro, los 

que por su elevada prolificidad y disminución de predadores, se han convertido en plagas 

que atentan contra el bienestar de los humanos y de diversos animales, domésticos y 

silvestres (Pocock et al., 2002). Uno de los fitoestrógenos evaluados con dicho propósito es 

el cumestrol, mismo que al ser administrado en la dieta de murciélagos-vampiro (Pérez-

Rivero et al., 2005.) y de perros (Serrano et al., 2008; Pérez-Rivero et al., 2008), produce 

alteraciones morfológicas y funcionales en el aparato reproductor de hembras y machos.  

Con relación a los perros de origen doméstico, ya sea porque son inadecuadamente 

atendidos por sus propietarios, o que por haber sido abandonados se han convertido en 

animales ferales, representan una amenaza creciente para los pobladores de ciudades y del 

campo, humanos y animales por igual. Existen estimaciones que indican una población de 

172 millones de perros en los diez países que se supone presentan las mayores poblaciones 

caninas  y de un poco más de 400 millones a nivel mundial. Tan solo en Estados Unidos de 

América se mantiene una población de 61 millones de perros; de los cuales se calcula que 

un 10% ingresa a centros de protección  y se cuenta con registros que indican la aplicación 

de eutanasia a 3-4  millones de perros y gatos por año ( Palika, 2004). En México no se 

tiene una idea clara de la población canina, pero aún en medios de información masiva se 

indica que en el año 2007 había en el valle de México una población canina cercana a los 3 

millones de los cuales 1,981,000 estaban en Distrito Federal, de acuerdo con datos de 

diversos Centros Antirrábicos y de Control Canino para el Control de la Zoonosis en el 

Distrito Federal. Si bien el problema de las poblaciones de perros que vagan libremente no 

ha sido dimensionado con precisión, resulta claro que el problema de la sobrepoblación 

canina ha rebasado la capacidad de los sistemas de control en la mayoría de los países; de 

tal modo que ha sido necesario crear una coalición de las asociaciones mundiales 

relacionadas con este tema  para establecer la Guía de Manejo Humanitario de la Población 

Canina (AWC-ICAMC Coalition, 2007). En esta guía se enfatizan los principales 

procedimientos para llevar a cabo una campaña exitosa y sustentable de la población canina 

en el mundo; entre estos aspectos se recomienda el desarrollo de métodos no quirúrgicos 

para inhibir la reproducción, particularmente en los perros machos. 

El estudio a nivel molecular del tratamiento con COU está pobremente desarrollado. En 

primer término, debido a la característica hidrofóbica del fitoestrógeno. Si se tratara de 

aplicar en un medio de cultivo simple como el habitual, el contacto que habría entre el 

compuesto y el tejido sería limitado. Al tratar de solubilizarse, la presencia de otros 

compuestos puede no solo ocultar sino alterar la respuesta al COU, como ocurre con el rojo 



fenol, el indicador común que se utiliza en los medios de cultivo celular comercial (Gehm 

et al., 1997). 

Es necesario entonces, diseñar un sistema de cultivo que permita el contacto del 

fitoestrógenos con el tejido. Es en este sentido es que se enmarca el presente trabajo. La 

inclusión de los tejidos en alginato de sodio sigue una dinámica simple. La formación de las 

microcápsulas está basada en la interacción entre iones divalentes y el polisacárido. De esta 

forma, al utilizar una combinación de alginato y CaCl2, la polimerización se lleva a cabo de 

manera espontánea y rápida con un tiempo menor a 30 segundos en la combinación 15%/ 

1.5 M (Alginato/CaCl2) que es menor al que se ha reportado en la literatura para sistemas 

similares BaCl2 permite la estructuración de microcápsulas de mayor consistencia (Bang et. 

al., 2009). El uso de metales pesados incluiría una variable adicional pues este estaría 

potencialmente en contacto con el tejido y, como es conocido, la presencia de cantidades 

bajas de este tipo de compuestos altera el metabolismo de la célula, incluyendo procesos 

importantes como la replicación y la transcripción. Consideramos que el uso de CaCl2 

brinda microcápsulas de consistencia adecuada para un manejo fácil y cuyo efecto pueda 

ser mínimo en los tejidos incluidos, siempre y cuando no se evalúen aspectos  de 

conductancia de la membrana o de transducción de señales pues la presencia de 

concentraciones relativas de Ca
2+

 en la vecindad del tejido, alteraría las condiciones de la 

evaluación. 

La facilidad en el manejo de los tejidos incluidos en las microcápsulas permite que sean 

sumergidos en soluciones de composición diferente. Este aspecto es importante pues 

aunque se puedan combinar condiciones de cultivo diferentes a las del encapsulamiento, los 

componentes incluidos dentro de la microcápsula se mantienen en contacto con el tejido y, 

si son hidrofílicos, mantener las condiciones de transporte simples que implican la 

distribución a favor del gradiente de concentración.  

Esta facilidad  metodológica es superior al que ofrecen otros sistemas como serían las 

microgotas, cuya utilidad es indiscutible en algunas metodologías de reproducción asistida 

(Lee et. al., 2004). Sin embargo, su uso es cuestionable en la difusión de gases a través del 

aceite mineral que las recubre, en las microcápsulas la difusión depende de las condiciones 

de presión parcial de cada uno de los gases considerados y su uniformidad es equivalente a 

un cultivo simple. Está altamente documentado el efecto del estrés aeróbico al que son 

sometidas las células en sistemas de evaluación in vitro de compuestos hidrofóbicos como 

aceites y pesticidas en los cuales no es posible determinar los efectos reales del compuesto 

a evaluar y el inducido por las condiciones del cultivo, limitando entonces la utilidad y 

simplicidad aparente de la prueba in vitro (Bleil, 1993) 

Al igual que en la manufactura, la liberación del tejido encapsulado se realiza de manera 

simple (Figura 5) con EDTA que quela los iones Ca
2+ 

necesarios para el mantenimiento de 

las microcápsulas y con ello restringe la presencia de iones bivalentes necesarios para la 



actividad de las enzimas que degradan el RNA (Sambrook et. al., 1989), preparando las 

condiciones de la etapa subsecuente. 

La extracción de RNA utilizando el método de Trizol es una metodología que permite el 

aislamiento consecutivo de las tres macromoléculas importantes en estudios que implican la 

expresión de genes (Sambrook et. al., 1989). Sin embargo, en nuestro caso y a pesar de que 

en apariencia podría tratarse de una metodología útil para explorar la posibilidad de 

conocer la expresión de genes en tejidos tratados con fitoestrógenos, los resultados son 

controversiales. Por un lado, el análisis con bajas condiciones de astringencia muestran que 

tanto el mRNA como el rRNA están presentes en las muestras extraídas de tejidos que se 

incluyeron en microcápsulas (figura  6a), cuando se aumenta el grado de astringencia, los 

resultados son pobres en cuanto a la calidad del mRNA (figura  6) y por ende, no es posible 

realizar el análisis de expresión  de los genes, por ejemplo aquellos que codifican para ERβ 

en los tejidos tratados de túbulos seminíferos. 

En suma, a pesar de que la inclusión de tejidos en microcápsulas de alginato es simple y 

potencialmente permite el tratamiento de estos con compuestos hidrofóbicos, la obtención 

del RNA para poder ser utilizado en metodologías subsecuentes es de dudosa calidad. Esto 

puede deberse al método de extracción en el cual la presencia de compuestos fenólicos 

pudieran disminuir la calidad de este tipo de macromoléculas. Es necesario utilizar un 

método alterno que permita aislar el RNA con las características adecuadas para el análisis 

de la expresión de genes en tejidos tratados de túbulos seminíferos. Dadas la facilidad y 

sencillez en el manejo de las muestras y los reactivos, el  sistema de encapsulamiento in 

vitro pareciera ser la primera etapa hacia el desarrollo de estrategias de investigación que 

evalúen directamente el efecto de los fitoestrógenos sobre los tejidos blanco. Es necesario 

hacer estudios posteriores para la optimización de las etapas de extracción y análisis de la 

expresión global de genes en los tejidos tratados en este sistema. 
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