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RESUMEN 

La amibiasis humana es causada por el pro-tozoario Entamo&ba 

histolytica. Esta enfermedad parasitaria constituye un problema 
de salud en los países en desarrollo y se caracteriza 
principalmente por disentería, la que puede progresar a 
amibiasis hepática y otras complicaciones en pacientes no 
tratados, pudiendo producir la muerte. 

Aunque existen buenos medicamentos antiamibianos, estos 
tienen un margen terapéutico reducido, por lo que la búsqueda 
de nuevos compuestos más eficientes y menos tóxicos, está 
plenamente justificada. 

Por otra parte, el gosipol, polifenol aislado de la planta 
de algodón, ha sido motivo de numerosas investigaciones debido a 
su efecto antifertilizante en el hombre. Recientemente se ha 
demostrado que también presenta actividad contra diversos 
agentes patógenos, siendo un factor común su efecto inhibitorio 
sobre ciertas enzimas NAD+ ó NADP+ dependientes. 

Dadas las características de la vía glicolítica de E. 
histolytica surgió la hipótesis de que el gosipol podría tener 
actividad antiamibiana. 

Para probarla se determinó la actividad in vitro de dicho 



compuesto sobre trofozoítos de la cepa HM-1 de E. histolytica, 

cultivada axénicamente y se comparó con tres de los fármacos 
mas utilizados en la práctica médica: emetina, metronidazol y 
diiodohidroxiquinoleína, los resultados demostraron que el 
gosipol es 11, 39 y 980 veces más activo, respectivamente. 

Como podría haber diferencias en la susceptibilidad al 
gosipol en diferentes cepas de E. histolytica se analizó la 
potencia de este compuesto sobre las cepas axénicas HM-2, HM-3, 
HM-38 y HK-9. Los resultados demostraron que existe una 
diferente susceptibilidad de las cepas estudiadas, pero dentro 
del mismo orden de magnitud. La CI50 de todas ellas queda 
comprendida entre 0.010 a 0.089 ¡M. 

Por otra parte se ha logrado purificar los isómeros de 
la forma racémica del gosipol, demostrándose en diversos 
modelos biológicos, que el isómero levógiro (-) es la forma 
activa. Con el objeto de probar si el efecto amebicida del 
gosipol se debe a ambos isómeros ó recae sobre uno de ellos, se 
determinó la CI50 de cada uno y se comparó con la forma 
racémica. Los resultados demostraron que el enantiómero (-)-
gosipol es la forma activa; y, aunque nuevamente se observa una 
diferente susceptibilidad de las cepas estudiadas, la CI5Q se 
conserva dentro del mismo orden de magnitud. 



Debido a que se ha informado que el gosipol tiene un 
efecto inhibitorio sobre oxido-reductasas, principalmente sobre 
las deshidrogenasas láctica y málica, se analizó el posible 
efecto tanto de la forma racémica como de los enantiómeros sobre 
la actividad de la enzima málica y alcohol deshidrogenasa de E. 
histolytica. Los resultados demostraron que el gosipol es un 
fuerte inhibidor de la enzima málica, pero no de la alcohol 
deshidrogenasa, y que este efecto se debe al enantiómero (-)-
gosipol. 

Para probar su actividad in vivo se montó la técnica para 
producir abscesos hepáticos amibianos en hámsters, a los diez 
días de la inoculación intrahepática de amibas provenientes de 
la cepa axénica de Entamoeba histolytica cepa HM-1 se comprobó 
el desarrollo de los abscesos hepáticos amibianos y los animales 
se separaron en cinco grupos, los que se trataron de acuerdo al 
siguiente esquema: 1) control sin medicamento, 2) grupo tratado 
con 30 mg de metronidazol/Kg de peso corporal, 3) grupo tratado 
con 5 mg de gosipol/Kg de peso corporal, 4) grupo tratado con 
10 mg de gosipol /Kg de peso corporal, 5) grupo tratado con 20 
mg de gosipol/Kg de peso corporal. La administración de las 
drogas se realizó durante 10 días; 24 horas después de la 
última dosis los animales fueron sacrificados y se cuantificó 



el efecto de las drogas por 1) el número y tamaño de los 
abscesos 2) la presencia de trofozoítos en tubos de cultivo 
sembrados con muestras del tejido hepático conteniendo tanto 
tejido sano como del absceso hepático. A los resultados se les 
aplicó la prueba Q de Cochran cuyo análisis demostró que hubo 
diferencias significativa con respecto al control en los grupos 
de metronidazol y gosipol 20 mg/Kg de peso, pero no con los 
grupos a los que se les administró gosipol en dosis de 5 y 10 
mg/Kg de peso. 

Basados en los resultados anteriores proponemos al 
gosipol como un buen candidato como agente antiamibiano. Este 
trabajo ha dejado sentadas las bases para iniciar formalmente 
las fases 1 a 3 de la evaluación farmacológica del gosipol como 
medicamento contra la amibiasis en el hombre. 



I N T R O D U C C I O N 

La amibiasis es el nombre con que se describe la 
parasitosis humana causada por el protozoario Entamoeba 

histolytica. Este microorganismo invade principalmente el 
intestino grueso del hombre causando disenteria, pero puede 
atacar otros órganos, siendo el hígado el más frecuentemente 
afectado, dando lugar a abscesos hepáticos cuya consecuencia 
puede ser mortal al no ser tratados adecuadamente. 

A pesar de la alta morbilidad y mortalidad de dicha 
enfermedad en diversos países en desarrollo (Sepúlveda, 1982; 
Guerrat, 1986; Walsh, 1986), existe un número relativamente 
pequeño de compuestos antiamibianos (Campell, 1986)» La 
mayoría de ellos con un margen terapéutico estrecho y con 
diversos efectos secundarios en el hombre (Biagi, 1981). 
Además, empiezan a aparecer informes de resistencia de E. 
histolytica a algunos de los fármacos antiamibianos más 
usuales en la práctica médica (Wrigth y Phillipson, 1990). 
Por ello, el consenso general es que resulta muy conveniente 
la búsqueda permanente de compuestos antiamibianos mas 
eficientes y mejor tolerados por el hombre, para ser usados 
en la quimioterapia de la amibiasis. 

El gosipol parece ser un buen candidato como agente 



quimioterapéutico, considerando que posee las siguientes 
características: a) su efecto inhibitorio sobre diversos 
agentes patógenos (Dorsset y Kerstine, 1975; Vander Jagt y 
Col, 1982; Montamat y Col, 1982; Wichman y Col, 1982; Blanco 
y Col, 1983; Gerez de Burgos y Col, 1984; Royer y Col, 1986; 
Rikihisa y Lin, 1986, 1990; Lin y Col, 1989); b) la baja 
toxicidad en el hombre, aún después de períodos largos de 
exposición (National Coordinaing Group on Male Antifertility 
Agents, 1978; Aitken, 1983; Zhang y Col, 1985; Meng y Col, 
1988; Xu y Col, 1988; Wu, 1989), c) el amplio conocimiento 
que se tiene de su toxicidad y farmacodinamia y d) por 
depositarse principalmente en hígado y colón Abou-Donia y 
Dieckert, 1974, 1975; Jensen y Col, 1982; Engler y Col, 1984; 
Gajvels y Col, 1984; Heywood y Col, 1986; Wu y Col, 1986), 
dos de los órganos más frecuentemente invadidos por E. 
histolytica (Sepúlveda, 1982). 

Descripción del gosipol y sus efectos biológicos: 

El gosipol es un polifenol (Fig. 1) presente en la 
planta de algodón Gossypium hirsutum, el cual durante la 
última década ha despertado un gran interés debido a su 
efecto antifertilizante en sujetos del sexo masculino, tanto 
en animales monogástricos como en el hombre (National 
Coordinaing Group on Male Antifertility Agents, 1978; Chang y 



Col, 1980; Sotelo y Col, 1982; Matlin y Col, 1985). Este 
efecto se debe a la acción citotóxica del gosipol sobre los 
espermatozoides (Kalla y Vasedev, 1980; Adeyemo y Col, 1982; 
Gonzalez-Garza y Col, 1985; Den Boer y Grootegoed, 1988; 
Herrera y Col, 1984, 1985; Kanwa Y Col, 1989). Dicho efecto 
es reversible cuando se suspende su administración (National 
Coordinaing Group on Male Antifertility Agents, 1978). Por 
otra parte se ha demostrado que el gosipol inhibe la 
capacidad infecciosa del virus del herpes tipo 2 (Dorsset y 
Kerstine, 1975; Wichman y Col, 1982) y del virus de la 
inmunodeficiencia humana (Lin y Col, 1989). Inhibibe también 
el desarrollo del metacéstodo Taenia taeniaeforiüis en la rata 
(Rikihisa y Col, 1986, 1990) y disminuye la velocidad de 
crecimiento in vitro de los protozoarios Trypanosoma cruzi y 
Plasmodium falcipamm, agentes causales de la enfermedad de 
Chagas (Montmat y Col, 1982; Blanco y Col, 1983; Gerez de 
Burgos y Col, 1984) y de la malaria (Vander Jagt y Col, 1982; 
Royer y col, 1986), respectivamente. 

Se ha informado que un efecto común de la actividad 
del gosipol en los organismos mencionados, consiste en la 
inhibición de la actividad de las enzimas dependientes de las 
coenzimas nicotinamida-adenín-dinucleótido (NAD+) o 
nicotinamida-adenín-dinucléotido-fosfato (NADP+), siendo mas 
marcado sobre las lactato y malato deshidrogenasas (Tso y 



» 

Fig. 1. Formas tau tomér i cas del gos ipo l . 



Lee, 1980; Maugth, 1981; Oligati y Col, 1983, 1984; Steiner y 
Col, 1984; Berry y Col, 1985; Whaley y Col, 1986; Burgos y 
Col, 1986; Gonzalez-Garza y Col, 1986; Morris y Col, 1986; 
Ikeda, 1990). 

Algunos aspectos del metabolismo de Entamoeba histolyticat 

La vía glicolítica de E. histolytica difiere 
significativamente de la de otras células. En la 
transformación del fosfoenolpiruvato en piruvato, la mayoría 
de las células llevan a cabo esta reacción con la 
participación de una sola enzima, la piruvato cinasa. En 
cambio, en E. histolytica dicha transformación se realiza en 
los siguientes tres pasos: [1] el fosfoenol-piruvato se 
transforma en oxaloacetato, con la participación de la 
fosfoenol-piruvato-carboxitransfosforilasa, [ 2 ] el 
oxaloacetato se convierte en malato, con la participación de 
la malato deshidrogenasa que utiliza NAD+ como coenzima, [3] 
el malato pasa a piruvato merced a la reacción catalizada por 
la enzima málica con NADP+ como coenzima. En condiciones 
anaeróbicas el piruvato es metabolizado a etanol y C02 por 
medio de una NADP+ deshidrogenasa alcohólica (Reeves y Col, 
1974a, 1974b, 1977; Lo y Reeves, 1978; Maclaughlin y Aley, 
1985) . 



Efectos tóxicos del gosipol en el hombre y en animales de 
exper imentac ión $ 

Debido al efecto antifertilizante del gosipol, varios 
grupos de investigadores se han dedicado a buscar efectos 
colaterales en el hombre y animales de laboratorio ( Jensen y 
Col, 1982; Engler y Col, 1984; Gajvels y Col, 1984; Heywood y 
Col, 1986; Xu y Col, 1988; Meng y Col, 1988; ) tales como 
rata, ratón, cobayo, hámster y cerdo (Chang y Col, 1980; 
Sotelo y Col, 1982; Matlin y Col, 1985; Lindberg y Col, 
1987). Uno de los estudios más importantes de este tipo por 
su magnitud e información obtenida, se efectuó en China con 
4000 hombres sanos, quienes después de ingerir diariamente 20 
mg de gosipol durante 60 meses no manifestaron alteraciones 
orgánicas o de comportamiento, a excepción del testículo, en 
el que se produjo azoospermia, y no se encontraron 
modificaciones significativas en la concentración de 
testosterona (National Coordinating Group on Hale 
Antifertility Agents, 1978). En otro estudio, Zhang y 
colaboradores (1985) informaron que en 60 hombres tratados 
con 20 mg diarios de gosipol durante 5 meses no se produjeron 
cambios en los niveles de testosterona sérica, aunque las 
hormonas LH Y FSH aumentaron durante el tratamiento. Sin 
embargo estas se normalizaron en corto tiempo, después de 



suspender la ingestión de gosipol. Resultados similares 
fueron informados por Meng y colaboradores en hombres 
tratados durante 2.5 años (Meng y Col, 1988). Con el objeto 
de detectar efectos no deseables, Xu y Colaboradores (1988) 
realizaron estudios sistemáticos de funcionamiento hepático y 
renal y del sistema inmunológico, en 32 hombres que tomaron 
gosipol durante 6 años, encontrándose que los niveles de 
funcionamiento estaban dentro de los límites normales, 
tampoco se detectaron cambios en los electrocardiogramas, y 
solo en uno de los sujetos estudiados se encontró el potasio 
sérico por abajo del nivel normal (3.5 mEq/1), pero sin que 
se presentara hipocalemia. 

Estudios de farmacocinética en el hombre han 
demostrado que el isómero (-)-gosipol se elimina en 30 horas, 
mientras que el isómero (+) -gosipol se elimina en 196 horas y 
la mezcla racémica tarda 286 horas en ser eliminada (Wu y 
Col, 1986). 

Estudios recientes efectuados con los isómeros 
purificados han demostrado que el (-) -gosipol produce 
infertilidad en hámsters con la mitad de la dosis necesaria 
para producir infertilidad con la forma racémica ((±)-
gosipol), mientras que el (+)-gosipol no es activo (Matlin y 
Col, 1985; Lindberg y Col, 1987). Por otra parte estudios in 
vitro informan que en líneas celulares tanto normales como 



tumor a les, el isómero (-) es más citotóxico que la forma 
racémica (±) o el isómero (+) (Joseph y Col, 1986), sin 
embargo Sufi y colaboradores (1985) no encontrarón 
diferencias entre los dos isómeros con respecto a su efecto 
sobre la liberación de testosterona de células de Leydig in 
vitro. Den Boer y Grootegoed informaron que la actividad de 
la LDH-x solo se ve afectada por el isómero (-) (Den Boer y 
Grootegoed, 1988). 

Las dosis empleadas en los estudios realizados en 
animales de laboratorio varían generalmente entre 14 y 30 mg 
diarios por kilo de peso corporal, lo que equivale a 100 
veces más que las dosis utilizadas en el hombre: ya que 20 mg 
en un hombre de 60 Kg equivale a 0.33 mg/Kg de peso corporal. 
Los resultados en animales de experimentación presentan 
algunas divergencias: mientras que algunos autores informan 
que en ratas después de 8 semanas de ingerir 25 mg de 
gosipol/Kg de peso diariamente, se observó un incremento en 
el volumen y peso del testículo, hígado y bazo, mientras que 
la ganancia de peso corporal disminuyó. Sin embargo, otros 
autores no encuentran ningún cambio (Engler y Col, 1984; 
Heywood y Col, 1986). Se ha informado que en animales de 
experimentación que han ingerido 30 mg de gosipol/Kg de peso 
corporal, por períodos de 4 a 8 semanas, los niveles de LDH y 
testosterona no presentan alteraciones. Sin embargo, en 



ratas alimentadas con harina de algodón con alto contenido de 
gosipol (> 30 mg/kg de peso de ingestión diaria) se encontró 
una disminución en la concentración testicular y sérica de 
andrógenos y en la de los precursores de hormonas 
esteroidogénicas (Herrera y Col, 1983, 1984). Por otra 
parte, el estudio de enzimas, tales como deshidrogenasa 
láctica en testículo, demuestra que hay una disminución en su 
actividad (Tso y Lee, 1980; Maugh, 1981; Oligati y Toscano, 
1983; Whaley y Col, 1986) mientras que en corazón, hígado y 
músculo se ve afectada solo con dosis mayores a 30 mg 
diarios/Kg de peso (Gosnzalez-Garza y Col, 1986), pero dosis 
menores no tienen ningún efecto en su actividad (Steiner y 
Col, 1984). 

En los estudios realizados en hombres se han usado dosis 
de 20 mg diarios totales (dosis inferior a la experimentada 
en animales), y en éstos no se ha informado de ninguna 
alteración ajena a la observada en testículo, cuyo efecto 
también es reversible al suspender el tratamiento (National 
Coordinaing Group on Male Antifertility Agents, 1978; Aitken, 
1983; Zhang y Col, 1985; Meng y Col, 1988; Xu y Col, 1988; 
WU, 1989) . 

De acuerdo a los antecedentes expuestos en los párrafos 

anteriores, se consideró que el gosipol, dado sus 



características farmacológicas y los efectos biológicos 
observados, podría considerarse como probable droga 
antiamébica. Con el objeto de analizar esta posibilidad se 
analizó el efecto de esta droga tanto in vitro como in vivo 



H I P O T E S I S 

Se ha demostrado que el gosipol inhibe el crecimiento de 
organismos patógenos como Trypanosoma cruzi y Plasmodium 
falciparum. También se ha demostrado que éste compuesto 
inhibe la actividad catalítica de enzimas NAD+ o NADP+ 

dependientes de estos organismos. Puesto que Entamoeba 
histolytica también posee éste tipo de enzimas, podría ser 
susceptible al efecto inhibitorio del gosipol. 



O B J E T I V O 8. 

Determinar in vitro la concentración inhibitoria media 
(CI50) del gosipol sobre trofozoítos de E. histolytica, 

cepa HM-l: IMSS, cultivados en condiciones axénicas, y 
compararla con la CI50 de emetina, metronidazol y 
diiodohidroxiquinoleína. 

Comparar la CI5Q del gosipol sobre cinco cepas axénicas 
de E. histolyticai HM1, HM2, HM3, HM38 y HK9. 
Comparar la CI 5 0 in vitro de la forma racémica (±)-
gosipol, con los isómeros (-)-, y (+)-gosipol, para 
conocer la contribución específica de cada enantiómero al 
efecto de la mezcla natural. 
Determinar el efecto del gosipol sobre la actividad de la 
enzima málica y la deshidrogenasa alcohólica de E. 
histolytica. 

Determinar el efecto terapéutico del gosipol in vivo, en 
hámsters inoculados experimentalmente en el hígado con 
trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS. 



M A T E R I A L 

Amibas: 
Para las pruebas in vitro se usaron las cepas de Entamoeba 

histolytica HM-1:IMSS (Mattern y Keister, 1977), HM-2:IMSS, HM-
3:IMSS (De La Torre y Col, 1974) y HM38:IMSS (Meza y Col, 1986), 
aisladas de pacientes con disentería amibiana en la ciudad de 
México por De la Torre y HK-9:NIH de Entamoeba histolytica 

(Diamond, 1968). Todas las cepas provienen del cepario del Dr. 
Salvador Said Fernández, del Departamento de Biología Celular de 
la Unidad de Investigación Biomédica del Noreste, IMSS. En donde 
se han cultivado en forma axénica por 7 años en medio PEHPS 
(Said-Fernández y Col, 1988). 

Para las pruebas in vivo se utilizó la cepa HM-1:IMSS 
capaz de producir abscesos hepáticos (Meerovich y Chadee, 1988) 
cultivada en medio TYI-S-33 (Diamond y Col, 1978) : la que fué 
proporcionada gentilmente por el Dr. Fernando Anaya del 
Instituto de Investigación en Biología Experimental de la 
Facultad de Química de la Universidad de Guanajuato. 
Preparación del medio de cultivo PEHPS (said-Fernándes y Col, 
1988) . 
Medio basai (PEHP): Peptona de caseína 5 g; D-glucosa 3 g; L-
cisteína 0.5 g; ácido ascòrbico 0.1 g; NaCl 0.2 g; K2HP04 0.5 g; 
KH2PO4 0.3 g? Extracto de hígado y páncreas 125 mi. Se mezclan y 



disuelven los componentes en 500 mi de agua bidestilada estéril. 
Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se colocaron 10 mi de medio 
en tubos para cultivo de 16 X 125 mm con tapón de rosca (Pyrex o 
Kimax, Mty, Méx ), ó de 780 mi en frascos para cultivo en 
suspensión ("spinners", Bélico Glass Inc. Vineland, NJ, USA). 
Se esterilizó el medio en autoclave por 15 minutos a 15 Ib de 
presión por pulgada cuadrada con los tapones flojos, que se 
apretaron después, estando los recipientes todavía calientes. El 
medio se almacenó a temperatura ambiente. 

Preparación del medio de cultivo TYI-S-33 (Diamond y Col, 1978). 
Peptona de caseína 10 g; extracto de levadura 5 g; D-glucosa 5 g; 
NaCl 1 g; K2HP04 0.5 g? KH2P04 0.3 g; L-Cisteína.HCl 0.5 g; L-
ácido ascórbico 0.1 g; Citrato férrico de amonio 11.4 mg. Se 
disolvieron los componentes en 500 mi de agua bidestilada 
estéril. Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se colocaron 10 mi 
de medio en tubos para cultivo de 16 X 125 mm con tapón de rosca. 
Se esterilizó el medio en autoclave, por 15 minutos, con los 
tapones flojos, los que se cerraron bien al salir de la 
autoclave. Los tubos se almacenaron a 4°C. 

A los tubos con 10 mi de medio de cultivo se les añadió 
asépticamente 1 mi de suero descomplementado de bovino, ó a los 
spinners con 700 mi de medio, 80 mi de suero descomplementado de 
bovino. 



Suero bovino 

El suero se obtuvo de sangre colectada en el rastro de la 
ciudad de Monterrey, y se pasó por una serie de filtros HAWP 
Millipore de 10 a 0.22 /¿. Fué esterilizado por filtración a 
través de membranas HAWP con poros de 0.22 ¿t, distribuyéndolo en 
volúmenes de 40 ó 100 mi en botellas estériles de borosilicato 
con tapón de rosca. Después fue descomplementado por 
calentamiento a 56°C por 30 min. De cada botella se sembró 1 mi 
de suero en 10 mi de medio PEHPS y se incubó por una semana para 
comprobar su esterilidad, luego fue almacenado a -20°C. 

Obtención y manejo del gosipol 
Para las pruebas in vitro y de actividad enzimàtica se 

utilizó la presentación comercial de la forma racémica (+) (Sigma 
Chemical Co., St. Louis MO, USA) o la purificada de la planta de 
algodón (Gossypium sp) por el Dr. Stephen A. Matlin de City 
University at London, en Inglaterra, según se indica. El Dr. 
Matlin también purificó y nos proporcionó los isómeros (+)-
gosipol aislado de Thespesia pupulnea (ópticamente pura) y (-)-
gosipol, los que fueron obtenidos químicamente puros (>99.5%), 
por cromatografía de alta presión (HPLC) de sus derivados 
diasterioméricos de una base de Schiff 

El gosipol (10 mg) se disolvió en un mínimo (0.2 mi) de NaOH 
0.5 N y se aforó con buffer de fosfatos salino (PBS) pH 7.4, 



0.02M ó medio de cultivo a las concentraciones requeridas según 
fué el caso. 

Para las pruebas in vivo el gosipol comercial se disolvió 
en la siguiente mezcla: 

Tween 60 4.0 (áI 

alcohol bencílico 9.0 /¿I 

carboximetilcelulosa.... 5.0 mg 

agua cbp. 1.0 mi 

Animales de laboratorio. 

Como modelo experimental para producir amibiasis hepática, se 
utilizaron hámsters dorados (Mesocricetus auratus), machos, 
recién destetados con un peso de 40-60 g, los cuales fueron 
criados y mantenidos en el bioterio de la Unidad de Investigación 
Biomédica del Noreste. 

Reactivos. 
La emetina, metronidazol, diiodohidroxiquinoleína, NADP+, 

ácido málico y 2-propanol fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. 
(St Louis Mo, U.S.A.), el resto de las sales y disolventes 
orgánicos, grado reactivo, fueron adquiridos de Baker de México, 
S.A. (Xalostoc, México). El suero bovino y el medio PEHPS 
fueron preparados en el laboratorio con insumos locales de 



acuerdo con el método descrito por Said-Fernández y colaboradores 

(1988) . 

M E T O D O S 

Propagación de las cepas de referencia 

Las cepas amibianas se propagaron en cultivo incubándolas a 
36°C (incubadora National Heinicke Co. OR. , USA). Antes de cada 
resiembra se observaron los cultivos en un microscopio invertido 
(Biovert, Reichert, Austria) para comprobar el buen estado 
morfológico y la movilidad de las amibas. El mejor cultivo fue 
colocado en agua-hielo por 10 min, se determinó la concentración 
amibiana en un hemocitómetro y se inoculó 1 X 10^ trofozoitos por 
ml a cada uno de otros tres tubos con medio PEHPS fresco. Los 
cultivos de la penúltima resiembra se conservaron hasta comprobar 
el crecimiento de las amibas y la ausencia de contaminación en 
los cultivos recién sembrados. Los cultivos se resembraron cada 
4 días, en fase logarítmica de crecimiento. 

Obtención de biomasa para las determinaciones enzimáticas 
Los cultivos masivos de E. histolytica se obtuvieron de 

acuerdo con la técnica descrita por Said-Fernández y Mata-



Cárdenas (1992) utilizando frascos para cultivo en suspensión 
(spinners) de 780 mi de capacidad. El inóculo fue de 5 X 103 

amibas por mi en 700 mi de medio PEHP y 80 mi de suero 
descomplementado de bovino. Se incubaron por 72 horas a 36°C 
manteniendo los cultivos estáticos. Terminado el tiempo de 
incubación, se procedió a cosechar los trofozoítos mediante 
inmersión del frasco en agua-hielo por 30 min con agitación. Se 
centrifugó el medio en botellas de polipropileno de 1000 mi con 
tapón de rosca (Damon IEC Div. MA., USA) a 200 Xg por 10 min a 
4°C y se lavaron tres veces con PBS. Después del lavado las 
amibas se resuspendieron en cinco volúmenes de buffer fosfatos pH 
7.0 adicionado con sacarosa 0.25 M y ditiotreitol 1 mM y se 
homogeneizaron con un homogenizador tipo Elvenhjem-Potter 
accionado por un motor eléctrico a 12 rpm. La suspensión se 
centrifugó a 35 00 0 Xg por 30 min a 4°C. El sobrenadante (S35) 
se almacenó a -20 °C hasta su uso en las determinaciones 
enzimáticas. 

Determinación de la potencia antiamibiana del gosipol in vitro. 

Se realizaron curvas de crecimiento con la cepa HM-1 
mantenida en cultivos axénicos y resembradas cada 96 h. Todas 
las amibas se mantuvieron y propagaron en medio PEHPS (Said-
Fernández y col, 1988). 

Se determinó la CI50 añadiendo a los cultivos 



concentraciones variables de gosipol (0.002-20.00 ¡M,) en 
un volumen de 0.1 mi, el día del inóculo. Después de 72 horas de 
cultivo, se determinó el número de amibas/ml que había en los 
tubos de cultivo. Se transformó a valores probit el porcentaje 
deinhibición del crecimiento amibiano con respecto al control, y 
estos datos se graficaron contra el logaritmo de la 
concentración. De la gráfica se calculó por interpolación la 
CI50y los límites de confianza (Finney, 1977) . En igual forma se 
procedió para obtener los valores de actividad antiamibiana 
correspondientes a los otros tres fármacos, para después comparar 
todos los valores CI^q con la potencia amebicida de gosipol. Los 
resultados son el promedio de tres experimentos independientes 
realizados cada uno por triplicado. 

Para determinar las diferencias de susceptibilidad al 
gosipol entre cepas axénicas de la especie E. histolytica se 
determinó la CI5Q de la droga para las cepas HM-2:IMSS, HM-
3:IMSS, HM-38:IMSS y HK-9:NIH, siguiendo el esquema antes 
descrito para la cepa HM-1:IMSS. 

Con el objeto de conocer la contribución específica de cada 
uno de los isómeros ópticos al efecto amebicida de la forma 
racémica, se analizó el efecto inhibitorio de sendos isómeros y 
la mezcla racémica comercial y la purificada por el Dr. Matlin, 
en la forma descrita en los párrafos anteriores. 



Efecto del gosipol sobre dos ensimas NADP+-dependientes. 
Se analizó la actividad catalítica de las siguientes 

enzimas dependientes de NADP+ a) la enzima màlica y b) la alcohol 
deshidrogenasa. Para ello se cosecharon los trofozoítos de la 
cepa HK-9, provenientes de cultivos de 72 h en Spinners. Las 
amibas se concentraron por centrifugación a 200 g x 10 min a 4°C, 
y se procesaron hasta obtener la fracción S35, con ésta se 
hicieron los ensayos con las mezclas y condiciones que a 
continuación se describen: 
Enzima màlica (E.C.1.1.1.40): La actividad enzimàtica se 
determinó de acuerdo a la siguiente mezcla de reacción: Buffer de 
fosfatos pH 7.4, 0.25 M, MnCl2 2 mM, 0.1 mg de proteina/mi de la 
fracción S35 y NADP+ 0.15 mM, la mezcla se incubó a 36°C durante 
10 min. La reacción se inició al agregar el sustrato (ácido 
màlico) en concentraciones de 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 
0.150, 0.175, 0.200, 0.225 y 2.5 mM (69). 
Alcohol deshidrogenasa (E.C.l.1.1.71): La actividad enzimàtica se 
determinó de acuerdo a la siguiente mezcla de reacción: buffer de 
glicina/NaOH 50 mM, (pH 9.5), 0.1 mg de proteína/ml de la 
fracción S35, NADP+ 0.2 mM, la mezcla se incubó a 36°C durante 10 
min. La reacción se inició al agregar el substrato (2-propanol) 
en concentraciones de 0.008 0.016, 0.032, 0.048, 0.064, 0.080, 
0.096, 0.112, 0.128, 0.144, 1.6, 4.0 y 8.0 mM (Barman, 1985). 

La actividad catalítica de las dos enzimas mencionadas, se 



estimó realizado lecturas de absorbancia a 340 nm en las mezclas 
de reacción, cada 30 segundos durante tres minutos. Las mezclas 
de reacción se mantuvieron en celdillas de cuarzo, de 1.0 cm de 
vía óptica, a 36°C, dentro de la cámara para las celdillas de un 
espectrofotómetro PMQ3 (Zeiss, Alemania). La actividad 
enzimàtica específica, en todos los casos, se estimó como la 
cantidad de micromoles de NADP+ reducidos/min/mg de proteína. El 
NADPH alcanza un máximo de extinción a 340 nm, por lo que cuando 
NADP+ se reduce a NADPH, la absorbancia aumenta en función del 
tiempo de incubación, ya que la forma oxidada no absorbe luz a 
340 nm. Por lo tanto el incremento de la A34Q en las mezclas de 
reacción es directamente proporcional a la cantidad de NADPH 
formado a partir de NADP+ por la actividad de una enzima NADPH-
dependiente. Un cambio de 0.030 unidades de densidad óptica, es 
equivalente a 0.0097 micromoles de NADP reducido (Barman, 1985). 

Se graficaron los resultados correspondientes a concentraciones 
variables de substrato para después calcular la concentración 
inhibitoria media (CI5q) por interpolación en la curva 
correspondiente a cada enzima. Las determinaciones enzimáticas 
se realizaron en ausencia y presencia de la forma racémica o los 
enantiómeros del gosipol a diferentes concentraciones (0.5 a 
100 juM), para determinar el porcentaje de inhibición de estos 
compuestos con respecto a la actividad de la enzima en los 
testigos positivos. Para lo cual el gosipol se solubilizó en 0.1 



ml de NaOH 0.1 N y se diluyó en el buffer correspondiente a la 
concentración deseada a temperatura ambiente y se protegió de la 
luz. Para la determinación del efecto inhibitorio se mezcló el 
buffer, la coenzima, la fracción S35 y el (±)-gosipol o sus 
enantiómeros, y se incubaron durante 10 min a 37°C. La reacción 
se inició al agregar el substrato. 

La concentración de proteínas de la fracción S35 se 
determinó de acuerdo al método de Said-Fernández et al. (1990), 
el cual consiste en colocar 5.0 ju 1 de la muestra en pequeños 
círculos (3mm de diámetro, cortados con una perforadora de 
oficina para hojas archivables en carpetas de anillos) de papel 
filtro Whatmann 3MM; Los filtros se lavan con etanol a 4°C, se 
dejan secar y se colocan en tubos con el colorante Coommassie G-
250 (Pierce Chemical Co. Rockford IL, U.S.A.) durante 10 min. Se 
aspira el colorante y los filtros se lavan con ácido acético al 
10 %. La elución del complejo proteína-colorante se realiza con 
NaOH 0.01 N y se neutraliza con HC1 0.1 N. Las lecturas se 
realizan a 500 nm. 

Inducción de absceso hepático amibiano en hámsters. 
Los animales se anestesiaron por vía intraperitoneal, 

con una solución de 0.063 g/ml de pentobarbital sódico 
(SmithKline Norden de México, México) de uso veterinario, con 
jeringa desechable de 1 mi y aguja calibre # 23 en dosis de 42 



mg/Kg de peso corporal. Con esta dosis se indujo una anestesia 
profunda en 5 minutos. Después se procedió a rasurar el vientre 
del hámster y desinfectar el área con una solución acuosa de 
cloruro de benzalconio 0.25%. Inmediatamente después se hizo una 
incisión de 1.5 cm en la línea media, abajo del esternón con 
tijeras y se expuso el hígado. Se inocularon 250,000 amibas, 
suspendidas en 0.1 mi de PBS, directamente en el lóbulo izquierdo 
del hígado, con una aguja calibre # 23. Después de la 
inoculación se limpió bien la herida producida por la aguja, con 
un hisopo estéril de algodón, empapado en solución salina 
isotónica, y se suturó la incisión, mediante surgete continuo, 
abarcando los planos muscular y seroso y la piel, con seda 
estéril del 00. 

La evaluación de las lesiones hepáticas se realizó 10 días 
después de la inoculación, mediante una laparotomía exploratoria, 
practicada a cada animal. A un lote de estos animales se les 
valoró además mediante imágenes de resonancia magnética nuclear, 
con la colaboración del Dr. Guillermo Elizondo Riojas, utilizando 
el aparato de resonancia magnética nuclear del Centro de 
Radiodiagnóstico de la Facultad de Medicina de la UANL: el equipo 
cuenta con un magneto 0.3T Fonar B 3000 (Melville, N.Y.), operado 
a 13.8 MHz. Se utilizó una antena receptora solenoidal de 
tobillo, adaptada para uso en animales con un diámetro de 12.8 cm 
y se representó con una matriz de 256 X 256, lo que resulta en 



una resolución espacial de 0.5 non x 0.5 mm x 3.5 mía. Las 
secuencias utilizadas fueron con técnica de eco del spín 
obteniendo imágenes dependientes de TI (tiempo de repetición: 
[TR] 500 mseg, tiempo de eco: [TE] 30 mseg) y de T2 (TR: 2000 
mseg: TE: 85 mseg). En todos los animales se obtuvieron cortes 
localizadores en planos sagital y/o coronel, y la evaluación del 
absceso en cortes axiales con las 2 secuencias mencionadas. 

Cuando la presencia de los abscesos se hizo evidente, los 
animales se sacrificaron y se determinó el número y el tamaño de 
éstos. Para demostrar la presencia de trofozoítos vivos en los 
abscesos hepáticos; piezas de 0.5 cm del tejido afectado se 
inocularon directamente en el medio de cultivo axénico. La 
presencia de trofozoítos móviles en los tubos de cultivo se 
detectó a las 72 horas. De estos mismos animales se tomaron 
muestras de los hígados para realizar análisis histopatológicos. 

Determinación del efecto del gosipol sobre el desarrollo del 

absceso hepático amibiano inducido en hámsters* 
Se inocularon 45 hámsters, como se describió antes, 8 

días después del inóculo se comprobó el desarrollo del absceso 
por laparatomía exploratoria en todos los animales y se 
dividieron en cinco grupos de 9 animales cada uno. A los de los 
grupos 1, 2 y 3 se le administraron 5, 10 y 20 mg de gosipol/Kg 
de peso, respectivamente; a los del grupo 4, 3 0 mg/Kg de peso de 



metronidazol y los del grupo 5 sólo se les inyectó el vehículo en 
un volumen equivalente al usado para administrar los fármacos. 
El período de tratamiento en todos los grupos fué de 10 días. La 
administración de las drogas se hizo diariamente, por vía 
intragástrica, utilizando un sonda esofágica. La evaluación del 
efecto del gosipol sobre el absceso hepático amibiano se hizo 
mediante laparotomía exploratoria y en tres animales de cada 
grupo además por resonancia magnética nuclear. Los animales se 
sacrificaron un día después de finalizado el tratamiento. 

Evaluación de resultados 
Para las pruebas in vitro se hizo una prueba de X 2 a los 

valores probit obtenidos, en donde los grados de libertad son el 
número de dosis, menos 2 con lo cual se compara la validez de los 
valores probit obtenidos, y saber si la gráfica es una 
representación adecuada de la actividad de cada compuesto. Para 
determinar si existia una diferencia significativa entre la CI50 

del grupo control con los grupos experimentales se 
utilizó la prueba t de Student (Zar, 1974). Para comparar la 
elevación de la curva dosis respuesta se uso análisis de 
covarianza (Zar 1974). 

Se determinó la actividad antiamibiana relativa, dándole el 
valor de 1.0 a la dosis obtenida con emetina por ser ésta la 
droga más potente como agente terapéutico en la práctica médica. 



Para las pruebas in vivo se comparó la evolución del absceso 
hepático amibiano, determinándose la presencia del absceso por 
laparotomía 24 h después de terminado el tratamiento, tanto en el 
grupo control como en los animales tratados con gosipol ó 
metronidazol, considerándose positivo cuando este tenía un tamaño 
de 3 mm o más. Para analizar estadísticamente estos resultados se 
utilizó la prueba de Q de Cochran (Siegel, 1975) . De estos mismos 
animales se tomaron trozos de 3 X 5 mm de hígado que contenían 
tanto tejido sano como afectado por el absceso hepático y se 
sembraron en tubos con medio TYI-S-33 (Diamond y Col. 1978), 24 h 
después se determinó la presencia de trofozoítos vivos en los 
tubos y a los resultados se les aplicó la prueba de Q de Cochram 
(Siegel, 1975). 



RESULTAD08 

Actividad antiamibiana in vi tro. 

I.- Potencia antiamibiana del gosipol con respecto a emetina, 
metronidazol y diiodohidroxiquinoleína. 

La relación del efecto antiamibiano de (±)-gossypol, 
emetina, metronidazol o diiodohidroxiquinoleína, determinado como 
porcentaje de inhibición del crecimiento amibiano con respecto a 
un testigo no tratado, graficado en valores probit contra el 
logaritmo de la concentración de cada droga probada correspondió 
en todos los casos, a una recta (Fig. 2). Los correspondientes 
CI5Q y límites de confianza se muestran en la Tabla 1. Se observa 
que el gosipol resultó ser 11, 39 y 980 veces mas potente que la 
emetina, metronidazol y diiodohidroxiquinoleína, respectivamente. 
En la Tabla 2 se muestran los resultados de X 2 que en todos los 
casos es menor a los grados de libertad. 

II. Susceptibilidad al gosipol de cinco cepas axénicas de E. 
histolytica. 

La relación dosis respuesta para cada una de las cinco 

cepas de E. histolytica correspondió a una recta (Fig» 3). En la 



Tabla 3 se muestra la CI50 correspondiente a cada una de ellas. 
Se observa una variación de 0.015 a 0.067 jíM. La cepa HMl 
resultó ser la más susceptible y la cepa HM-38 la más resistente 
(0.067 ¡íM) . En todas las cepas la sensibilidad al gosipol se 
circunscribió al mismo orden de magnitud. 

III. Contribución específica de los isómeros a la actividad 
antiamibiana de la mezcla racémica del gosipol. 

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la CI 5 0 obtenida 
para la forma racémica y los enantiómeros del gosipol y emetina, 
para las cepas HM-1, HM-2, HM-3, HM38 y HK-9; todos los cuales 
indican que la mayor potencia antiamébica se debe al enantiómero 
(-)-gosipol en todas las cepas (Tabla 5). El análisis estadístico 
demostró una diferencia significativa (P< 0.005) entre la CI 5 0 de 
todas las drogas en todas las cepas. De nuevo se observa una 
variabilidad en las cepas a la susceptibilidad a la droga, sin 
embargo las CI50 del (±)-, (-)-gosipol y emetina quedan dentro 
del mismo orden de magnitud. Lo que no se observó en el caso del 
(+)-gosipol, ya que la variabilidad entre la CI 5 0 de cada cepa 
fué de 0.235 a 2.086 /¿M. 
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Fig. 2. Relación dosis respuesta al 
gosipol y tres fármacos antiamibianos 

de la cepa HM-1 de E. histolytica. 
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Fig. 3. Relación dosis respuesta al 
gosipol de cinco cepas axénicas de 

E. histolytica 



Tabla 1. Potencia antiamibiana del gosipol y tres de los fármacos mas comunes 
en la práctica clínica sobre cultivos axénicos de Entamoeba histolytica. 

COMPUESTO CI50 
OtM) 

LIMITES DE CONFIANZA 
95% (dM) 

CI50 
RELATIVA 

EMETINA 

METRONIDAZOL 

DIIODOHIDROXIQUINOLEINA 

GOSIPOL 

0.170 

0.584 

14.711 

0.015 

0.121-0.218 

0.251-0.917 

11.540-17.835 

0.010-0.021 

1.00 

3.44 

86.53 

0.09 

Tabla 2. Potencia antiamibiana, limites de confianza y X del gosipol y tres 
de los fármacos mas comunes en la práctica clínica sobre cultivos axénicos de 

E. histotvtfca. 

COMPUESTO IC50 
(pg/ml) 

9 5 

EMETíNA 

METRONIDAZOL 

0.082 

0.100 

DIlODOHIDROXIQUINOLEINA 5.840 

GOSIPOL 0.008 

0.058-0.105 

0.043-0.157 

4.600-7.080 

0.005-0.011 

0.23 

0.38 

0.13 

0.35 

Tabla 3. Actividad antiamebica in vi tro del goeipol sobre cinco cepas 
de E^ histolytica. 

CEPAS CI50 (M LIMITES DE CONFIANZA 
95% OiM) 

HM-1 0.015 0.0W - 0.021 

HK-9 0.030 0.0Z2-- 0.038 

HM-3 0.038 0.027 - 0.049 

HM-2 0.049 0.031 - 0.067 

HM-38 0.067 0.045 - 0.089 



Tabla 4. Actividad antiamebica In vi tro del i±>-. (*>-, (-)-gosipol y 
emetina contra cinco cepas de E. histolvtica. 

(±)-G0SIP0L (+)-GOSIPOL (-)-GOStPOL EMETINA 
CEPA a a . . . h A . _ h . . a . . . , IVO Absoluto3 Relativob Absoluto8 Relativob Absoluto8 Relativ"b 

HH-1 0.018 ± 0.001 0.235 i 0.024 0.08 0.010 i 0.001 1.80 0. .170 ± 0.038 0.11 

HK-9 0.053 ± 0.010 2.086 ± 0.368 0.03 0.016 * 0.002 3.31 0. 153 t 0.013 0.35 

HM-3 0.064 ± 0.007 0.225 i 0.033 0.28 0.038 ± 0.002 1.68 0. 113 i 0.015 0.57 

HM-2 0.068 ± 0.010 0.455 t 0.035 0.15 0.026 t 0.003 2.61 0. .131 i 0.012 0.52 

HM-38 0.071 i 0.006 1.085 t 0.120 0.07 0.029 ± 0.003 2.45 0. 082 t 0.012 0.87 

8CI^q</iM)±95 % limite de confianza. 
bCIS0(±)gosipol/CI50 de (+)-gosipol, (-)-gosipol o emetina. 

Tabla 5. Actividad relativa antiamebica del (t)-gosipol con respecto al (+)-gosipol, (-)-gosipol y 
la emetina, contra cinco cepas axénicas de E¿ histolvtica. 

CEPAS (±)*GOSIPOLb (+)-GOSIPOLb <-)-GOSIP0lb EMETlNEb 

KM-1a 1.00 1.00 1.00 1.00 

HK-9 2.94 8.88 1.60 0.90 

HM-3 3.56 1.00 3.80 0.66 

HM-Z 3.78 1.94 2.60 0.77 

HM-38 3.94 4.62 2.90 0.48 

a1 = CI 5 0 para la cepa HM-1. 
bci^Q de (±)-, (+)-, (-)-gosipol y emetina de cada cepa/CI^Q de HM-1. 



IV. Efecto del gosipol sobre la actividad de la enzima málica y 
la alcohol deshidrogenasa de trofozoítos de 
E. histolytica. 

La cinética de la enzima málica se muestra en la Fig. 4, la 
cual al graficar concentración de substrato contra velocidad 
inicial resultó en una curva hiperbólica. 

Al graficar los recíprocos de velocidad inicial contra 
concentración de substrato (Fig. 5) se determinó una Km de 0.20 
mM. Al hacer las mismas determinaciones en presencia de (±)-
gosipol o sus enantiómeros y graficar sus recíprocos se observó 
una disminución de la velocidad máxima (Vmax), pero no un cambio 
de la Km dado por el intercepto en el plano de las X, de lo cual 
se deduce que el gosipol es un inhibidor de tipo no competitivo 
para esta enzima (Fig. 6). 

Con el objeto de determinar si el efecto inhibitorio del 
(±)-gosipol se debía a ambos enantiómeros ó solo a uno de ellos, 
se hicieron las mismas determinaciones en presencia de 
concentraciones equivalentes de (-)-gosipol o (+)-gosipol. Los 
resultados obtenidos sugieren que la actividad inhibitoria 
observada se debe al enantiómero (-)-gosipol. Sin embargo la CI50 
para el gosipol y sus isómeros que se muestra en la Tabla 6 
indican que el enantiómero (+) tiene actividad inhibitoria, 
aunque considerablemente menor que su contraparte. 



mlcromold» de NADPH/min/mg prot 

Concentración de substrato 

Fig. 4. Relación de la concentración de 
substrato vs la velocidad inicial de la 

reducción de NADP por la enzima málica 
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Fig. 5. Ecuación de Linewaever-Burk para 
la Enzima Màlica de E. histolytica. 



Con la alcohol deshidrogenas a se hicieron las mismas 
determinaciones. En la Fig. 7 se muestra la gráfica de velocidad 
inicial contra concentración de substrato, la gráfica de los 
recíprocos de estos valores se muestra en la Fig. 8, de donde se 
obtuvo una Km de 1.4 mM. Al realizar las mismas determinaciones 
en presencia de gosipol. Se determinó una inhibición de tipo no 
competitiva (Fig. 9). La CI 5 0 del (±)-goispol y sus enantiómeros 
para alcohol deshidrogenasa se muestra en la Tabla 6. Esta enzima 
resultó ser 23, 9 y 43 veces más resistente que la enzima málica 
a los efectos inhibitorios del gosipol (±)-, (+)- y (-)-, 
respectivamente. La actividad inhibitoria de éste último es 17 y 
4 veces más potente que el (+)-gosipol, con respecto a la forma 
racémica es 5 y 2 veces mas potente para la enzima málica y la 
alcohol deshidrogenasa, respectivamente. 
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Fig. 6. Ecuacion de Linewaever-Burk para 
la Enzima Malica de E. histolytica con y 

sin (+)-gosipol 3.4pM. 
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Fig. 7. Relación de concentración de 
substrato contra velocidad inicial de 

la alcohol deshidrogenasa. 
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Fig. 8. Ecuaciön de Linewaever-Burk para 
la Alcohol deshidrogenasa de Entamoeba 

histolytica. 
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Fig. 9. Ecuación Linewaever-Burk para 
la Alcohol Deshidrogenasa de Entamoeba 

histolytica con y sin (+)-gosipol 



Tabla 6. Efecto del (i)-gosipol y sus enantiomeros sobre dos oxido-
reductasas de Entamoeba histolytica. 

* 
Enzima Gosipol CIjq (pM) 

(t) (+) (-> 

Enzima Màlica 3.15 14.29 0.85 

Alcohol Deshidrogenasa 48.0 126.0 34.0 

'Concentración máxima inhibitoria media 



Actividad antiamibiana in vivo 
a 

V. Evaluación del valor terapéutico del gosipol in vivo, en 
hámsters inoculados experimentalmente en el hígado con 
trofozoítos de E. histolytica. 

El aspecto de los abscesos hepáticos al momento del 
sacrificio se muestra en la Fig. 10 en la cual se puede observar 
que en algunos animales el absceso ocupó todo el lóbulo 
infectado. Al comparar el desarrollo de los abscesos 
en los 5 grupos experimentales se observó la presencia de 
abscesos más grandes en el grupo control que los de los animales 
tratados (Fig. 10). El análisis estadístico demostró diferencias 
significativas (P<0.05) sólo entre el tamaño de los abscesos de 
los hámsters tratados con 20 mg de gosipol/Kg de peso corporal y 
del grupo de hámsters tratados con 30 mg de metronidazol/Kg de 
peso corporal, con respecto al grupo de animales no tratados 
(Tabla 7) . 

El desarrollo de nuevos cultivos a partir de la siembra de 
muestras de hígado de todos los animales incluidos en el 
experimento también fué mayor y con crecimiento más vigoroso en 
los tubos correspondientes a los animales no tratados que en los 
tratados con gosipol en dosis de 20 mg/Kg de peso y en los 
animales tratados con metronidazol (Tabla 7) y al aplicarse la 
prueba de Q de Cochram sólo se encontraron diferencias 



significativas (P<0.05) entre estos grupos y el grupo control. 
Las imágenes de resonancia magnética nuclear obtenidas de 

animales inoculados intrahepáticamente con trofozoitos de E. 
histolytica en donde se muestra la imagen proyectada en TI (Fig. 
11A) en la cual el absceso corresponde a la zona más obscura que 
en el ángulo superior izquierdo, el resto de la imagen 
corresponde al hígado no afectado. El mismo campo, analizado con 
T2 (Fig. llg) revela una zona clara, que coincide con la zona 
obscura de la imagen de TI con lo que se comprueba la presencia 
del absceso. 



3 1 

Fig. 10. Aspecto de los abscesos hepáticos amlbianos en háms 
ters. El número corresponde al grupo experimental: 2 y 3 de 

gosípol 10 y 20 mg/Kg, 4; 30 mg/Kg metronldazol y 5; Control 



Tabla 7. Desarrollo de abscesos en hamsters 24 horas después de suspender 
el tratamiento antiamebico y presencia de trofozoitos en cultivo. 

Grupo Número de hámster Cultivos Positivos Cultivos Positivos 
con absceso absceso positivo absceso negativo 

Gosipol 5mg 7/9 

Gosipol 10 mg 6/9 

Gosipol 20 mg 4/9 

Metronidazol 30 mg 7/9 

Control 9/9 

4/7 

3/6 

2/4 

2/7 

6/9 

1/2 

2/3 

1/5 

0/2 



A 

Á V i B 

Flg. 11. Imagen obtenida con RMN de un absceso hepático aml-
blano en hámster. A; Imagen TI, el absceso corresponde a la 

zona obscura. B: Imagen T2, corresponde a la zona clara. 



D I S C Ü S I O H 

Las propiedades farmacológicas y toxicológicas del gosipol 
han sido ampliamente estudiadas debido a su efecto 
antifertilizante en el hombre. Estos estudios se han seguido a 
lo largo de períodos hasta de 10 años, en donde la mayoría de los 
sujetos estudiados (98.9 %) no presentaron efectos secundarios 
indeseables. Además, al suspenderles la administración de la 
droga, ellos recuperaron su fertilidad en un período de dos meses 
(National Coordinationg Group on male Antifertility Agents, 1978; 
Aitken, 1983; Zhang y Col, 1985; Meng y Col, 1988; Xu y Col, 
1988; Wu, 1989). Por otro lado, se sabe bien que este compuesto 
se concentra principalmente en hígado y colón y es eliminado con 
la bilis (Abou-Donia y Dieckert, 1974, 1975), y tiene actividad 
inhibitoria sobre las deshidrogenasas láctica y málica 
dependientes de NAD+ ó NADP+ (Tso y Lee, 1980; Maugh, 1981; 
Oligati y Toscano, 1983; Gerez de Burgos y Col, 1984; Berry y 
Col, 1985; Whaley y Col, 1986; Gonzalez-Garza y Col, 1986; Morris 
y Col, 1986; Stainer y Col, 1984; Ikeda, 1990) y sobre diversos 
agentes patógenos (Dorsset y Kerstine, 1975; Vander Jagt y Col, 
1982; Blanco y Col, 1983; Rikihisa y Lin, 1986, 1990; Lin y Col, 
1989). En consecuencia todas estas características sugirieron al 
gosipol como un posible agente antiamébico en vista de que en el 
metabolismo amibiano hay enzimas dependientes de dichas 



coenzimas. 
Con esa idea en mente, se realizó el presente estudio, el 

cual consistió de dos partes; la evaluación del efecto 
antiamibiano del gosipol in vitro y un estudio preliminar sobre 
su afecto in vivo, en hamsters con absceso hepático amibiano 
producido experimentalmente. 

La evaluación in vitro del gosipol consistió en la 
determinación de su potencia sobre cinco cepas de E, histolytica 

cultivadas experimentalmente, la determinación de la contribución 
específica de cada uno de los enantiómeros presentes en la mezcla 
racémica natural y el análisis de su efecto a nivel molecular 
sobre dos enzimas probablemente susceptibles. Consideramos que 
esta es la parte medular y original del trabajo. La evaluación in 
vivo es, por lo pronto solamente un indicio de su posible 
utilidad como agente antiamibiano, considerando que se deberán 
hacer pruebas farmacológicas exhaustivas para determinar su DE 5 0 

como antiamibiano, en al menos sobre cuatro especies animales, 
para después realizar su evaluación como antiamibiano en el 
hombre. 

En la primera serie de experimentos se determinó la potencia 
antiamébica del gosipol y se comparó con la de tres de los 
fármacos que han sido los más empleados en la práctica médica: 
emetina, metronidazol y diiodohidroxiquinoleína. Los valores de 
potencia de estos tres coinciden con los reportados por otros 



autores. Es decir 0.146-0187 /iM para emetina (Neal, 1983? Keene 
y Col, 1986), 0.584-2.921 ¿íM para metronidazol (Neal, 1983? Gault 
y Col, 1985) y 9.068 mM para diiodohidroxiquinoleína (Neal, 
1978). Ello refuerza nuestra comparación con el gosipol. 

La CI 5 0 del gosipol para la cepa HM-1 fué 11, 39 y 980 veces 
menor que la CI50 de la emetina, metronidazol y 
diiodohidroxiquinoleína, respectivamente (Tabla 1). En todos 
los casos la X 2 fué menor a los grados de libertad (Tabla 
2), lo cual indica que los resultados obtenidos son confiables 
(Finney, 1977). La diferente susceptibilidad a las drogas 
antiamébica de las cepas de E. histolytica, que se observó 
(Tablas 4 y 5), coincide con lo informado por otros grupos de 
trabajo (Neal, 1978, 1983; Gault y Col, 1985; Keene y Col, 1986; 
Chintana y Col, 1986; Bhutani y Col, 1987; Charttejee y Col, 
1987) . sin embargo, en el caso del gosipol, la variación de la 
CI5Q se circunscribe un mismo orden de magnitud, es decir, la 
CI5Q es de 0.008 a 0.034 /xg/ml; en cambio para las otras drogas 
mencionadas varia hasta dos ordenes de magnitud como en el caso 
delmetronidazol que varia de 0.027 a 12.50 /¿g/ml (Tabla 8). 
Debido a que el gosipol es una mezcla racémica, se determinó la 
CI5Q de los enantiómeros, con el objeto de conocer la 
contribución especifica de cada uno de ellos al efecto global del 
compuesto. Los resultados mostraron que la mayor actividad 
reside en el (-)-gosipol. Lo cual es congruente con lo que se 



Tabla 8. Variación de la actividad antiamibiana in vitro de diferentes 
fármacos en Entamoeba histolytica. 

FARMACO íig/ml REFERENCIA 

EHETINA 

DEHIDROEMETINA 

METRONIDAZOL 

TI NIDAZOL 

ORNIOAZOL 

DILOXIMAMIPA 

DROXIANIDE FUROATO 

0.082 • 1.60 

0.125 - 1.00 

0.027 - 12.5 

0.032 - 0.125 

0.032 - 0.125 

0.880 

1.50 • 1.95 

DIIOOOHIDROXIQUINOLEINA 3.60 • 8.40 

GOSIPOL 0.008 - 0.034 

Neal,1973;Neal, 1978; 
Keene y Col, 1987. 

Chintana y Col, 1986. 

Neal, 1978,-Bhutani y Col, 
1987;Charttejee y Col, 
1987. 
Neal, 1978; Chintana y 
Col, 1986. 

Neal, 1978; Chintana y 
Col, 1986. 

Neal, 1978. 

Neal, 1978;Charttejee y 
Col, 1987. 

Neal, 1973, 1978. 

Este trabajo 

Datos obtenidos en experimentos realizados con diferentes cepas de 
E. histolytica en condiciones axénicas. 



conoce sobre otros sistemas biológicos: Por ejemplo, se sabe bien 
que de los dos enantiómeros, el (-)-gosipol es el principal 
responsable de la actividad antifertilizante en hámsters (Matlin 
y Col, 1985; Lindberg y Col, 1987), de la disminución en el 
contenido de ATP en espermátidas (Den Boer y Grootegoed, 1988) y 
de la actividad antiviral del gosipol sobre el virus HIV 1 (Lin y 
Col, 1989). 

El (+)-gosipol fue el enantiómero menos tóxico para E. 
histolytica, sin embargo presenta también una actividad 
antiamébica detectable (Tabla 4), inclusive mayor que la 
informada para la diiodohidroxiquinoleína (Tabla 8) y para el 
metronidazol. Este efecto citotóxico del (+)-gosipol también fué 
observado por Joseph y colaboradores (1986) en células tumorales. 

Para el análisis del gosipol, a nivel molecular, se 
eligieron a dos de las enzimas de E. histolytica que podrían ser 
las susceptibles al efecto del gosipol, dado que en ese momento 
se sabía que la droga de referencia inhibe las enzimas 
dependientes de NAD+ o NADP+ (Tso y Lee, 1980; Maugh, l98l;OÜgati 
y Toscano, 1983; steiner y Col, 1984; Whaley y Col, 1986; 
González-garza y Col, 1986; Morris y Col, 1986; Kim y Col, 1987; 
Ikeda, 1990), y que E. histolytica tiene un metabolismo 
peculiar, precisamente en el paso de conversión de 
fosfoenolpiruvato a piruvato, en el que intervienen en forma 
determinante la enzima málica (que utilizan como coenzima el 



NADP+) (Reeves y Col, 1974a, 1974b, 1977), y por último, se 
conocía también que algunos protozoarios, como Trypanosoma cruzi 

y Plasmodium falciparum también son susceptibles al efecto del 
gosipol (Vander Jagt y Col, 1982; Gerez de Burgos y Col, 1984). 
Encontramos que la enzima málica se inhibió hasta en un 50 % en 
presencia de (±)-gosipol 3.4 jaM, con respecto a la velocidad de 
reacción de la enzima en ausencia del inhibidor. Se determinó 
también el efecto sobre otra oxido-reductasa, la alcohol 
deshidrogenasa que también fue susceptible, aunque para obtener 
el 50% de inhibición de esta enzima fué necesaria una dosis de 
48.0 /¿M (Tabla 6). En ambos casos el gosipol actuó como un 
inhibidor de tipo no competitivo con respecto al substrato, lo 
cual coincide con lo informado por otros autores con otras oxido-
reductasa (Gerez de Burgos y Col, 1984; Ikeda, 1990). Es notable 
que en E. histolytica la malato deshidrogenasa resultó ser la más 
susceptible, mientras que la deshidrogenasa alcohólica fué la 
menos susceptible, inclusive menos que otras oxido-reductasa, 
como puede observarse en la Tabla 9, lo cual sugiere que el 
efecto inhibitorio del gosipol no es de la misma magnitud sobre 
todas las oxido-reductasa, pues una vez más encontramos diferente 
susceptibilidad, sin que hasta el momento se haya podido 
establecer un mecanismo de acción que pueda aclarar esta 
especificidad. Si se analiza la Tabla 9 con respecto al tipo de 
coenzima que usa cada una de estas deshidrogenasas encontramos 



que no existe un patrón de inhibición dependiente a la coenzima, 
ya que la CI5Q de las enzimas NAD+-dependientes estudiadas hasta 
el momento es de 0.5-110.0 /iM, y para las enzimas NADP+-
dependientes es de 1.2- 53.2 /¿M. Esto sugiere que si bien el 
grupo de las oxido-reductasa se ve fuertemente afectado por el 
efecto inhibitorio del gosipol, esta característica no es la 
única involucrada en el fenómeno observado, y debe existir otro 
atributo intrínseco a cada una de las oxido-reductasa que las 
hace en mayor o menor grado susceptibles al gosipol. 

También es interesante que la enzima málica de E. 
histolytica es más sensible al efecto inhibitorio del gosipol que 
la enzima málica de T. cruzi y aun más para otras oxido-reductasa 
tanto de espermatozoides de varios mamíferos y otros tejidos 
humanos (Tabla 9). Aún más, el efecto inhibitorio del gosipol 
sobre la enzima málica de E. histolytica es más potente que el 
reportado para otro tipo de enzimas, como puede observarse en la 
Tabla 10. 

El análisis del efecto de los enantiómeros demostró que el 
(-)-gossipol es la forma más activa (Tabla 7). Esto, es 
congruente con los resultados de Den Boer y colaboradores (1988), 
quienes informaron que el enantiómero (-)- es un inhibidor más 
potente que el (±)- y el (+) para la deshidrogenasa láctica C-4 
de hámster. 

La inhibición de las enzimas NAD+ ó NADP+ dependientes podría 



Tabla 9. Efecto del gosipol sobre la actividad de varias enzimas NAO* y 
NADP deperidi entes. 

TEJIDO ENZIMA GOSIPOL uH % INHIBICION 

E. histolytica 
A 

Enzima Malica 3.2 50.0 
Alcohol OH 53.2 50.0 

T. cruz i D. Hidroxiacida 0.5 45.0 
Gerez de Burgos D. Màlica 0.3 38.2 
y Col, 1984. D. Glutárnica* 5.0 66.8 

Enzima Màlica* 10.0 37.3 
D. Glucosa-6-fostato* 20.0 57.6 
0. Succínica 100.0 0.0 

T. taeniaeformis 
Rikihisa y Col, D. Láctica 25.0 61.0 
1990. 
Espermatozoides 
Hunanos D. Màlica* 1.2 50.0 
Ikeda, 1990. D. Láctica 9.8 50.0 

D. Glutaraldehido-3P 110.0 50.0 
D. Isocftrica 2.7 50.0 

Espermatozoides 
Erizo D. pirúvica 20.0 40.0 
Adeyemo y Col, 
1982. 
Testículo Ratón 
Kim y Col, 1987. LDH-X 10.0 80.0 

Testículo Bovino 
Oligati y Toscano LOH-x (piruvato) 300.0 50.0 
1983. LDH-x (lactato) 12.0 50.0 
Testículo Mono 
Whaley y Col, 1986. LDH-x 6.0 50.0 

Testículo 
H unana PGDH 22.0 50.0 
Bovina PGDH 20.0 50.0 
Berry y Col, 1985. 

Tejidos Hunanos <KI) LDH-1 3.75 46.1 
Burgos y Col, 1986. LDH-5 15.0 40.0 

LDH-4 7.0 11.0 
MDH (Hígado) 3.0 2.8 
Glut DH* 2.5 3.3 

*NADP+ dependientes 



Tabla 10. Efecto del gosipol sobre la actividad de diversas enzimas. 

TEJIDO ENZIMA GOSIPOL jtM X INHIBICION 

Cel. Leydig Rata 
Oligati y Col, 
1984. 
Higado Rata 
Oligati y Col, 
1984. 
Esperma Rata 
Oligati y Col, 
1984. 
Riñon conejo 
Fu y Col, 1988. 

Adenilciclasa 

AdeniIciclasa 

AdeniIciclasa 

ATPasa Na+, K + 

7 5 . 0 

110.0 

87.0 

6 . 5 

50.0 

50.0 

50.0 

50.0 

Eritrocitos Hunanos 
Drayer y CoL, 1988. ATPasa Na+, K + 5nM 0.0 

Esperma Erizo 
Adeyemo y Col, 
1 9 8 2 . 

ATPasa Na+, K* 
ATPasa Mg + + 

40.0 
40.0 

52.0 
43.0 

Esperma Humano 
Kartwa y Col, 1989. ATPasa Na+, K* 

ATPasa Ca** 
ATPasa Mg + + 

5'nucleotidasa 
Alcalin fosfatase 

10.0 
10 .0 

10.0 
10 .0 

10.0 

43.6 
59.9 
25.0 
22.7 
40.0 

Hígado Rata 
Ali y El-Seuedy, 
1984. 
Puerco 
Katoh y Sahns, 
1989. 

P-Acetil transferasa 

Fosvitin quinase 

60.0 

47.0 

60 . 0 

50.0 



ser uno de los mecanismos responsables de la inhibición del 
crecimiento de los trofozoítos, especialmente la de la enzima 
málica, por jugar ésta un papel crucial en la producción de 
energía del parásito (Reeves y Col, 1974a 1974b, 1977? Lo y 
Reeves, 1978). Dado que el enantiómero (+)-gosipol sí mostró 
efectos antiamibianos, aunque con una potencia notablemente menor 
que el (-)-gosipol (Tabla 4); es posible que dicho enantiómero 
actúe mediante algún mecanismo diferente al efecto inhibitorio de 
la enzimas NAD+ ó NADP+, lo cual está de acuerdo con la 
información que se tiene al respecto: se conocen algunos otros 
efectos tóxicos del gosipol, puesto que además de la inhibición 
de enzimas NAD+ ó NADP+ dependientes, inhibe otro tipo de enzimas 
(Ali y El-Sewdy, 1984; Fu y Col, 1988? Drayer y Reidenberg, 1988? 
Ueno y Col, 1988; Katoh y Kimura, 1989). 

La probabilidad de que el efecto biológico deseado sea 
producido por el (-)-gosipol, plantea la posibilidad de 
reducir a la mitad la dosis terapéutica al utilizar sólo uno 
de los isómeros en lugar de la mezcla racémica. 

Los resultados del estudio in vivo demostraron demostraron 
que la administración del gosipol en dosis de 20 mg/Kg de peso 
tiene un efecto similar a la administración de 30 mg/Kg de peso 
de metronidazol y aunque éste último fue mas eficaz (Tabla 7) el 
análisis estadístico no reveló diferencias significativas entre 



estos dos grupos, pero si al compararse con el control: en estos 
dos grupos experimentales se detectó un menor crecimiento de 
trofozoltos en los tubos de cultivo procedentes de hígados con 
absceso. Con respecto a la ausencia de trofozoítos en los tubos 
de cultivo procedentes de hígados con absceso, se sabe que tanto 
en animales de experimentación como en el hombre, el absceso es 
detectable aunque los trofozoítos ya no esten presentes debido a 
que permanece el daño originado por las amibas, formándose una 
pared al rededor del tejido necrosado, que en el caso de los 
humanos se detecta aún después de dos años de haberse dado de 
alta al paciente. Ello explica el porque de abscesos sin 
trofozoítos. En el otro caso, de cultivos positivos en muestras 
de hígados sin absceso sugiere un estado latente de los 
trofozoítos inhibidos por el fármaco, por lo que no desarrollaron 
un absceso hepático, éste fenómeno no se observó en el grupo de 
metronidazol y en los grupos de gosipol resulto inversamente 
proporcional a la dosis de gosipol administrada (Tabla 7), lo que 
sugiere que el gosipol también tiene un efecto antiamoébico in 
vivo. 

La utilización de la técnica de RMN para comprobar la 
presencia del absceso amibiano, resultó ser una técnica 
recomendable para este tipo de seguimientos, ya que ofrece las 
mismas ventajas de la espectroscopia, es decir permite 
representar con imágenes las alteraciones en la composición 



molecular y/o el comportamiento del órgano en estudio, y añade la 
posibilidad de imágenes multiplanares con mayor contraste y 
caracterización tisular. Además, hasta ahora puede decirse que 
es innocuo, lo que no sucede con otras técnicas de imágen 
diagnóstica como la tomografía computada, ó el ultrasonido. Esta 
técnica ha demostrado ser de gran utilidad en pacientes con 
absceso hepático amibiano (Todd y Col, 1988; Elizondo y Col, 
1988). En el desarrollo de este trabajo demostró que es posible 
localizar el absceso hepático en el hámster, lo cual sería de 
gran utilidad, ya que no se corre el riesgo de perder al animal 
durante la laparotomía. 



CONCLUSIONES 

Se ha planteado que la estrategia a seguir en la búsqueda 
de nuevas drogas antiparasitarias, debe estar basada en las 
diferencias metabólicas del huésped y el parásito (6). En el 
caso de Entamoeba histolytica se sabe que la vía glicolítica 
difiere en la transformación del fosfoenolpiruvato en piruvato, 
la mayoría de las células llevan a cabo esta reacción con la 
participación de una sola enzima, la piruvato cinasa. En cambio, 
en E. histolytica dicha transformación se realiza en los 
siguientes tres pasos: [1] el fosfoenol-piruvato se transforma en 
oxaloacetato, con la participación de la fosfoenol-piruvato-
carboxitransfosforilasa, [2] el oxaloacetato se convierte en 
malato, con la participación de la malato deshidrogenasa que 
utiliza NAD+ como coenzima, [3] el malato pasa a piruvato merced 
a la reacción catalizada por la enzima málica con NADP+ como 
coenzima. Basado en esto se estudio el posible efecto inhibitorio 
del gosipol sobre el crecimiento de E. histolytica cultivada 
axénicamente, ya que el gosipol es un potente inhibidor de 
oxidoreductasas siendo especialmente susceptibles las enzimas 
láctica y málica. Los resultados demostraron que el gosipol es 
un potente antiamébico in vitro y muy prometedor in vivo y 
considerando el efecto inhibitorio que tiene sobre la enzima 
málica de E. histolytica podría considerarse como una de las 



causas del efecto inhibitorio sobre el crecimiento de éste 
microorganismo, lo cual lo incluiría dentro de la premisa antes 
mencionada; por lo que consideramos reúne las características 
necesarias para ser considerado dentro de las drogas con mas 
posibilidades de incluirse en la práctica clínica. 



PERSPECTIVAS 

La evaluación inicial del gosipol como agente 
antiamibiano in vivo demostró que el gosipol tiene un efecto 
inhibitorio (P<0.05) sobre el desarrollo del absceso hepático 
amibiano en hámsters. Sin embargo, este hallazgo no es 
concluyente, pero si muy prometedor, sobre todo si se considera 
la potente actividad que el gosipol mostró tanto sobre los 
cultivos de trofozoítos como sobre la enzima málica de éstos. 
Con este trabajo se aportan suficientes datos para justificar un 
estudio farmacológico formal del gosipol, como agente terapéutico 
antiamibiano en animales de experimentación, con el objeto de 
determinar la DE5Q sobre cuatro especies de animales de 
experimentación, lo cual, de acuerdo con la legislación 
internacional sobre evaluación de medicamentos, constituye el 
paso previo para la evaluación del gosipol como un posible 
medicamento para el tratamiento de la amibiasis humana. 
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