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.. INTRODUCCION 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La cnlcnncdad de Chagns. o. Tripunosominsis Americana es ocnsionnda por Tr.1pcmosmn11 cru:i, 

exclusiva del con;inenté :bmericnno; aunque peligrosa en su fose ngu<ln más bien es una cnformcdad 

grudualmeníe crónica. Su distribución abarca una extensa área de lnAmérica tropical que va desde el 
- . ' . 

sur de los Estados Unidos de· Noneaméricn hasta el norte de Argentina. u excepción de Surinam '! 

Guyana, presentándose . principalmenie en poblaciones rurales que habitan en viviendas de 

construcción deficiente. (35) 

La trascendencia de esta enfermedad radien en que su agente etiológico invade el cornzón y otras 

vísceras de los huéspedes vertebrados, causando cuadms clínicos graves que con frecuencia 

conducen a In muerte. El padecimiento es de alta prevalencia en América. existiendo ni menos 20 

millones de personas infectadas (5). En México se puede considerar la enfennedad de <::hagas conio 

una endemia, existiendo zonns geográficas en que la parnsitosis es un problema de salud pública; 

(.¡J) 

La enfennedad se conoce en México desde 1940 cuando Mnzzotti reportó por primera vez dos casos 

humanos procedentes de Teojomulco, On.xacn. A partir de entonces varios investigadores (Velasco} 

han trabajado sobre éste padecimiento, realizando diversos estudios encaminados a conócer la 

distribución e importancia de In enfermedad de Chngas en la República Mexicana. (39) 

Diferentes medicamentos se han diseñado y probado contra T. cmzi pero ninguno de ellos ha sido 

completamente et'ecÍivo pnia el tratamiento en humanos. Además no se cuenta aún con vacunas y los 

' programas de controi de transmisores están avocados más a cuestiones politicns que técnicas. ( 45) 

Lo anteriormente expuesto puede explicar el porque T. crrni es uno de los organismos más 

estudiados en los laboratorios de investigación en el mundo. 



En la naturaleza T. cruz/ presenta diferentes fases dependiendo del huésped en que se localice 

(vertebrado o invertebrado) y si eslá dentro o fuera de las células de los vertebrados (localización 

intra y cxtracelular, respectivarne'nte). Cada, una de las fases tiene características biológicas distintas, 

por Jo que se req~iere es;udinr en; fonna fodividual cada una de ellas. Por tul mo1ivo en el presente 

trabajo se obtiencn'por·'sepllrodo-a las distintas fases extracelulares de T. cr11:i y se cvahia su 

susceptibilidad a d¿s rfu,,;acos que se consideran como posibles tripanomicídas efectivos. 

1.2 OBJETIVOS 

ObjeTÍ\'O general: 

Evaluar la actividad tripanomicidn del gosipol y un compuesto derivado de éste ( 4·lsopropil salicil 

aldehido) sobre Trypanosoma cr11zi. 

Objetivos particulares: 

l. Evaluar Ja actividad tripánomicida del gosipol y su derivado sobre dpimns'tigotes: 

2. Evaluar la actividad tripnnoinicidÍi del. go;i¡K,(~ _ su derivado so~re fripomastigotes 

metacíclieos. 

3. Observar lo actividad d~l gosípol y su derivado sobre' la eÍlZima _ d'.hidroxidcido 

deshidrogenn5a. 

1.3 HIPOTESIS 

Si la porte del isopropilsalicil aldehído· de la estructura del gosipol es la respo·nsable de laactividad 

tripanomicida, entonces un andlogo estructural de éste, deberá actuar de mariera similar al gosipol. 

3 



CAPITULO 11 



• 
ANTECEDENTES 

2.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS 

La infección de seres humanos por Tr.vpnnosoma cru:i provoca la enfermedad de Chagas . Desde su 

descubrimiento por el doctor Carlos Chagas, esta zoonosis ha marcado un hito dentro de In 

parasitologla. ya que fue el primer caso en que se describe al agente etiológico, luego al transmisor y 

finalmente n la enfermedad que ocasiona. (28) 

Este parásito intracelu.lll!'iª\iica, pllfticularmente el miocardio, esófago y colon. Es transmitida 

generalmente en';fas maíerin5 feé~les'de un artrópodo, pero también puede ser adquirida por vía 

placen tarín,. por . c6nd~¿to · d~ I~ ·l~ehe; m~tema, por· transfusión sanguínea, al desollar animales 

silvestres o ingerirlos ·seini~;t~os; por la falta de cuidado en el trabajo del laboratorio y por el 

transplante d.e órganos.' (44) 

Originalmente fue una enzootia silvestre; pero a inedida que el hombre invadió y degradó los 

ecosistemas naturales; la par~itosis se nd<ip.tó alser humano. En la actualidad afecta particulannente 

n individuos que habitan vivíén~ás inadecúadás en zonas rurales y suburbanas de Latinoamérica. Es 

una parasitosis ligada a la pobre~; A Panir de 1970, un grupo de estudio auspiciado por la 

Organización Piuuimencana de la Salud, se percató de sus profundas implicaciones socioeconómicns 

y decidió declararla enfennedád Social. (44) 

El padecimiento pasa por tres etapas: 

a) Fase aguda: Existe un periodo de Incubación que generalmente es asintomático y oscila 

entre 4 n to días. Los sfntom~ se inicián por. ía· frecuente fiebre elevada e intermitente, por ·-·. ': . . 
miocarditis y más comüninente por lÍÍl signó, dé puerta de entrada, el chagoma de inoculación y por 

la hepatoesplenomegalia y el crecimiento de giillgllos linfáticos .. 



b) Fase indeterminada o de latencia:- Suele durar de 1 O a 20 ailos, es donde la entermedad 

aparenta haber desaparecido espontáneamente, para instalarse posteriormente en el 30-40 % de lós 

casos en la fase crónica, 

c) Fase crórífoa: S~ caracteriza por miocarditis, -insuficiencia cardiaca- progresiva, megas 

viscerales y muene súbita. (44) 

2.2 AGENTE ETIOLOGICO 

2.2.1 Características 

T. cru:i presenta en_ preparaciones teñidas, a panir de frotis sangufneos, una morfologla 

característica, ya que adopta fo~a de "c" o de "u". Tiene una longitud aproximada de 20 micras, un 

cinetoplasto muy grande, de posición subterminal. Posee además, un flagelo·_ libre y membrana 

ondulante estrecha. Esta forma corresponde a la de tripomastigote, ya que el parásito presenta, 

dependiendo del huésped en que se encuentre ' diferentes fases de desrirrollo morfológicamente 

distintas y definidas por: 

1) La forma gen~raJ de la célula. 

2) La posición del cinetóplÍlSto (organelo que caracteriza el oiden) con resi>ecto al núcleo, y 

3) La región eri dohde emerge el flagelo a panir de la bolsa flagelar. (12, 19) 

Las fases son; 

a) Amastigote: son de forma esférica u ovalada de aproxim~damente 2 micras dé diámetro, 

presentan cinetoplasto, gránulo basal, flagelo reducido a una cona pórción del Q)(omfina que tiene un 

recorrido intraprotoplásmico sin atravesar la membrana; representa una forma ·de mUltipficacióti que 

se encuentra intracelularmente en los mamfferos huéspedes. 
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b) Epimastigote: tienen el cinetoplasto situado en posición anterior cercana ni núcleo, un 

flagelo y una membrana. ondulante cona; son organismos tilsiformes de aproximadamente 20 micras 

de longitud. Representan una fonna de multiplicación que se encuentra en el tubo digestivo del 

transmisor y medio de cultivo: 

c) Tripomnstigote: existen dos tipos dependiendo del huésped en que se localicen: 

c. 1 .• Tripomastigote metaciclico: tienen el cinetoplnsto situado detrds del núcleo y un 

flagelo, as( como una membrana ondulante a lo largo del organismo; su longitud aproximada es de 

16 a 20 micras. Representan la fonna int'Cctiva. Se encuentran en el intestino posterior de los 

triatominos. 

c.2.· Tripomastigote sanguíneo: morfológicamente presenta un cinetoplasto grande, 

ovifonne, generalmente subterminal; núcleo central y una longitud de 16 a 20 micras. Se encuentran 

en el_mnmífero huésped donde transmiten la infección de una cél~la a otra, o infectan al trintomino 

cuando estos ingieren la sangre de individuos o animales infectados. ( 15) 

2.2.2 Ciclo de vida 

El ciclo de vida de T. cruz{ involucra tanto ·a un mamífero como a un insecto transmisor 

(lriatominos). Bajo condiciones naturales, la infección por T. cruz/ es iniciada por los 

tripomnstigotes metaciclicos, que se encuentran en el tubo intestinal del triatomino. El insecto al 

picar y succionar sangre del hombre o de otros mnmlferos defeca, saliendo así los tripoinastigotes 

metaciclicos, los cuales penelrán a través de mucosas o de la conjuntiva ocular. Existen especies de 

triatominos que defecan en lapsos conos, por lo que pueden originar la transmisión con mayor 

probabilidad. 

El parásito, una vez que logra sobrevivir a la fagocitosis de los macrófagos al escapar de la vacuola 

fagocitica antes de la fusión de los lisosomas, se encuen!rll dentio de la célula y se trruisforrria en 

7 



CELULA DEL MAMIFERO 

AMASTIGOTES ---+ EPIMASTIGOTES 

¡ Despues de 3$ horu itucitn 
fisión bman' SI di.vmones 

• asincrónu:u onginan Wededor 
de $00 nuevu cilulu 

AMASTIGOTE ¡ ,., 
TRIPOMASTIGOTE TRIPOMASTIGOTES 

T 

Infección con 
heces deJ 
tri ato auno 

1 

Infección del "'"ctoj 
11 pa.ttir dt ungn de 
mur.il"ero del que u 

alimenta 

+--------TRIPOMASTIGOTE 
SANGUINEO 

TRIPOMASTIGOTE 
METACICLICO ¡ 

Divllión por 
fisión binui.1 

Inicio de Ja 
dlferenciación en 
mlutU\omedio 

aJu24htt. 

EPIMASTIGOTES ..--- EPIMASTIGOTE 
INTESTINO DEL TRANSMISOR 

Figura l 

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

8 



amastigote el cual inicia su reproducción, dividiéndose repetidamente por fisión binaria y 

destruyendo finalmente la célula huésped.' Este ciclo reproductivo se repite varias veces y puede 

llevarse a cabo en cualquier tejido, aunque se ha reponado que los sitios más frecuentemente 

afectados son: miocardio, sistema nervioso central, sistema reticular endotelial y músculo liso del 

tracto intestinal. En estils localizaciones, los amastigotes suelen agruparse fonnando "nidos" después 

de haber destruido vnrias células huésped. 

Después de algún tiempo, los amastigotes se transforman dentro de los ni<los o pscudoquistes en 

tripomastigotes sangu!neos, los cuale~ son liberados alrededor del tejido. Estas fases suel~n· invadir 

células en el área inmediata, o ser ncurreados notros tejidos por medio de In circulnció~ sruigu!neá. 

Al estar circulando en sangre. pueden ser ingeridos por el transmisor ni. nli"1entnrse, y ya en su 

intestino se transforman en épimiistigotes, los cuales se mültiplÍcan p~r fisión: bi~nria 
transfonnándose después en tripo~~tigot~s m~tac!cli~os, ~olllple~~~Íandose ~1 el cicló de vida. 

(6)(Figura 1) 

Otros anrópodos puédfo iriBhien~( temporalrlíente la.infei:°dón' crin· i: ci11zl y actúan coino 

ncurreadores del parlÍsito iiOr IÍíi corto ti~n\'po, -pero se considera sólo a fos. tri~tominos como único 

grupo con impórÍnhcia epidemiológlca. -

2.2.3 Metabolismo 

Debido a que T. cr11zl no puede sintetizar y almacenar polisacáridos, tiene que· Incorporar 

continuamente los carbohidratos para as! poder utilizarlos. 

Mientras este presente 111 glucosa, los aniinoácidos y las pfoteh1as son cómunmente la reserva 

energética, los cuales son utili~os c_ómo fuerite de energla solo durante la diferenciación de 

eplmastigotes a tripómasdgo!Cs. cJ I ), 
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En los epim11Stigotes, los aminoácidos y la glucosa son transportados activamente, mientras que las 

proteínas se incorporan por pinocitosis u nivel de la bolsa flagelar. (7, 15) 

Catabolismo de carbohidratos. 

Se han encontrado dos dite'rencias éntre la glicólisis de T. cru;i y la rcaliroda por los mamíferos. 

Estas dili:rencias son: 

1) El glicosoma, vesícula de una sola. membrana con una longitud de 0.2 a 0.8 µm y que se 

observa con un nspecto globoso en las preparaciones al microscopio electrónico, es In que contiene a 

las primeras ocho enzimas glicollticas: hexocinasa, fosfohexosa isomerasn, fosfofructocinasn, 

nldolasa, triosafosfato isomernsa: glicemldchido-3-fosfato deshidrogennsa; fosfogliccmtocim1sn y 

lbsfogliceratomutasa. 

2) La he.~ocinasn y la fosfofructocinasn, enzimas claves en la regulación de la mayoría de los 

sistemas glicolíticos desde bacterias hasta mamíferos, en T. cruz/ no son afectadas por los efecfo~es 

más comunes. (40) La única regulación imponante encontrada es a nivel de la piruvatocinasa. la ~ual 

es fuertemente activada por muy bajas concentraciones de fructuosa-2,6-difosfato la cual es ca~az, 

aun en concentraciones micromolares, de conlrnrestar el efecto inhibitorio de A TP y Pi. 

Como resultado de la carencia de controles inhibitorios de la. glicóHsis, la operación deesta v(n no es 

int1uida directa o indlrectwnenle por el oxigeno, con lo que él éfecio Pnstew'. no se· observá. (9) · 

En 1979, Von Brand estableció que los nmiimácidos y carbohidmíos son incórpomdos y consuínidos 

por los cpimastigotes , que a su ~ez ~xcretari cntabolitos pilicialinenté redú.cidos de la glucosá, 

principalmente sucdnató'y amoniaco, (41) 

Aunque no se conoce co_n certe~ los nutrientes más importimtes del protozoaiió, se sabe que: 

10 



l) Los epimastigotes aun estando. en el intestino del insecto, donde los aminoácidos son 

abundantes y lo glucosa ·escasa, son capaces de consumir ambos nutrienies, siendo la glucosa la 

primera en consumirse. (8) 

2) Dependiendo de lu füse en que se encuentre el parásito será el tipo de nutriente que prefiera. 

nsl se tendrá que: 

• ,. > - - ;'· •• 

u) Los umastigotesdc los mei:!ios de ~~ltivo son Ónicamente glucolltieos, 

······· • ..•. · .... ·: ?;·······.···.··· ..... 
b) Los epimustigotes· en la fase lognrftmica emplean•glucosa y en la fase.estacionarla 

utilizan los aminoácidos; ambos obtenidos:de medios de c~ltivo.' y 

e) Los tripomustigotes metaciclicos, que son estrictamente oxidativos, emplean los 

aminoácidos y lus proteínas. (42) 

Producto• finales del metabolismo de la glucosa. 

La glicólisis juega un papel muy importante en el aporte energético pura él pálásitó, ya que a pesar 

de que se ha informado la presencia de todas las enzimas del Ciclo.de Kfebs;'estesóli> i:s utilizndo 

parcialmente y además, en sentido inverso. 

Aun en condiciones aeróbicas, la glucosa es cataboliz¡¡d11 parciahnen1é n C02. La fijación dé C02 

por la tbstbenolpiruvato cnrboxlcinasa produce ácido o;.cnlticétÍco, q~e es reducido a ácido mólico 

(en los glicosomus). El malato sale al citosol y penetra l1 la mltopolldíia. Para trnnsfcirinarse en 

fumnrato y finalmente succinato. 

El principal producto tina! del metabolismo energéticó de · i'. · crU:i es el suci:ináio, seguid~. de la 

alanina y el acetato en poca cantidad, al iglllll que el maláto, lactato y pinivato. ( 1 O) (Fig\Jr!l 2) 
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Leyenda de Figura, 2 Metabolismo de Trypanosoma cruzi 
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2.2.4 Sistema de reolidación del NADH glicolllico 

Para que los sistemas glicollticos permanezcan timcionales, deben de contar con un eficiente sistema 

de reoxidación del NADH generado en la reacción de la glicernldehido-3-fosfato deshidrogenasa. 

Para poder reoxidar al NADH, T. cru:i tiene diferentes posibilidades, las cuales bajo condiciones 

aeróbicas todas son funcionales, y estas son: a)cadena respiratoria, b)producción de succinato y 

probablemente alanina y c)producción de lactato. ( 10) La producción de lactato es a través de la 

actividad de deshidrogenasa láctica. medida por una enzima propia de T. cruzi denominada 

a-hidroxiácido deshidrogenasa. (32) 

2.J AISLAMIENTO DE LAS FASES EXTRACELULARES 

Al estudiar las distintas fases del ciclo de .vida de T. crrizi se observa que las fases extrncelulares 

pueden ser morfológicamente semejantes, por ejemplo, los tripomastigotes se encuentran en sangre 

(sanguíneos), transmisores y medios de cultivo (meuicfclicos), en cambio los tripomastigotes 

metacfclicos, se sabe que son diferentes fisiológicamente, de los sanguíneos. (6) Basándose en 

dichas difereni:ias, la susceptibilidad a los fármacos se puede relacionar con la fase que se evalúa. 

Por lo que se sugiere someter a pruebas de inhibición a cada una de las fases por separado, de tal 

forma que es necesario la obtención y aislamiento de las fases extracefufares deÍ parásito. 

Diversos autores se han encaminado a separar éstas fases y han diseñado difer~ntes rnétodos, como: 

2.J. l Separación por centrifugación diferencial 

Este método es propuesto por Yaeger (1955-1960), Guneridge, Knowler y Coombes (1969), 

Kloetzel, Camargo y Giovannini ( 1915), con el cual aislan tripomastigotes de la mayoria de 

eritrocitos pero no de los leucocitos y plaquetas. Williamson y Cover (1966), emplean sacarosa para 

determinar gradientes de densidad. Budzko y Kierszenbaum ( 1974), crean un gradiente de densidad 
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con solución de Ficoll-hypaque. Sanderson, Thomas y Towmey (1980), utilizan dextrana (grupo de 

polisacáridos generalmente de origen bacteriano, obtenido por polimeriznció'n e isomnltosa, base 

para geles), para mnr el gradi~nte de densidad. Lomes, Pimenta y Souzn ( 1980), aprovechan iás 
propiedades de la metrizamida (alta solubilidad y neu~ralidad), para la separación. (20,)0) 

2 .. J.2 Separación a través de cargas eléctricas 

Mnrtfnez Palomo y De Souzn (1976-1978).usando hidróxido de hie.rro coloidal y pnrtfculas férricas . - . -

cationizndas demuestran que T. cr11:i posee sitios aniónicos en sil' s~perficie cefular. Con el. hierro 

coloidal, la incubación es llevada a cabo n pH 1.8, lo que facilita la det~céión de:ácido siólico. La 
' ·. ·'·· -·· ' - ·. 

atadura de las partículas de hierro coloidal n la superficie celÚl'\1' de T. cr~:I puede ser casi siempre 

completamente bloqueada por un tratamiento pre~io de IÍIB céÍulas' con neur~inidasa 
(observaciones publicadas por Souto • Padrón y De S~uzn)'. (4S). 

Los datos bioquímicos indican que hay una bil~na agl~tiriaéiÓ!I de T. cr11zi con la lecitina obtenida a 

partir de limulus polyphemus y del gerrneri de t~go, lo cWl~é~nfinna la piésend¿ de dcido siálico en 

la superficie celular de T. crúzi. 

Los hallazgos de los autores mencionados indican que la intensidad ~~ la rcacéión, reflejada por el 

número de pnrtlculas ligadas a la superficie celular, es mils alm en tnpomasÜgotes obtenidos de 

sangre que en los tripomastigotes obtcnid~s a partir de cultivos acelulares y que en epimastigotes, 

tomando en cuenta que componentes celulares o componenies del suero de los huéspedes pudieran 

influir en el gran número de partículas de hierro coloidal presentes en la superficie celular de 

epimastigotes y tripomatigotes de T. cruzi. 

Para probar lo anterior, los autores incuban ni protozoario con fierro catiónico en condiciones 

fisiológicas, pH 7.2. Con esto observan que la fijación de partlculas positivas es más intensa en los 

tripomastigotes sanguíneos que en epimastigotes, por eso proponen que la superficie celul.ar dé las 
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primeras formas tuvo más cargas·negativas que la segunda. Los estudios de la carga neta de la 

superficie por movilidad electroforética (EPM) de epimastigotes y tripomastigotes indican que todas 

las formas tienen cargas negativas en su superficie, las cuales vnrian progresivamente de acuerdo a In 

etapa de desarrollo, Fundamentalmente, en In determinación de la EPM ·de mezclas, conteniendo 

epimastigotes y tripomastigotes a partir de cultivos a.~énicos observruÍ que durante el desarrollo de T. 

m1:/ hay un incremento gradual en In superficie neta, así que hay di~eren~ias muy grandes con los 

1ripomiistigotes que lienen valores más nitos. (15) 

Dadas las diferencias en las cargas netas de cada Una .de las' fases se aprovechará esta característica 

para separarlas a lrnvés de una columna 'de i~t~rcnin'bio'lónicii '(l)EAE-celulo~n) utilizando las 

experiencias de 01ros investigador~~ que se citan ~nla'íh~r~tÜ~a. (Í 1', 22, 23) 

2.3.3 Separación a fravés de Jnterc~nibl~dorel lónl~os 

El primer trabajo en utili~ DEAE;celúlÓsa para obtener pr~pninciories pliias dé 1ripnn~somdtidos 
-- -. -~;~ - • =. ,_ ~--·-- • ·:. _,= .. _,_-.•. •. :···-· ·_-.- - . '. - - - . - -· -

es realizado por Lanhrun ( t 9_68); eíi esie iiubajo ria se logra sepilriii trip0mastigo1eS sangulneos de T. 

cruzi de erilrocitos; pero si en el casó dei T. brucé/ brucei; T. b. gaínbiense; T. áans/; T. slmiae; T. 

congo/ense; T. vivax .• (i3) 

Posteriormente Maria AÚÍCilhidora'de-Souz.á en 1983¡ en: Ria de iwieiro; basáñdósé en los métodos 

de Lanhnrn y GcÍdfrty; i1~~a ~· cabo 1i seii#ción de trijláiiosoinátidos en columna por 

intercnrnbindores i:élulÓsicos;'a partir. d~. sriiiiíre infci'cínd~; 

Encuentra qué tiene algunas ventajas sóbieo!ras téé.rdcas de separación (centrifugación diferencial y 

gradientes de sacarosnl; ,como sorí: ser más-rápida, sericiila, económica y muy efectiva para In 

separación de las fases·· d.e · tripi>inastlgote y- epimastigoté provenientes de distintas fuentes o 

muestras. (38) 
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2.4 INHIBICION DE LA ENZIMA a-HIDROXIACIDO DESHIDROGENASA 

El gosipol es un componente polifenólico amarillo, aislado especialmente en las semillas de la planta 

del algodón, presentando lasiguiéritci fórmula qulmica: 

2,:!'-bis(S·tbrmil;l, 6,7·trlhidrllx'i,S·is~própi1·3-metilnaflaleno). (33) (Figura 3) 

Estudios iniciai~s e~ ChiC:dem~strnro~ que su administración oral ocasiona oiigospermia y 

azoospermia en'h~iiWlo~!y oirJs ,;~~ci~s. illducien.do infertilidad; por lo que ahora está siendo 
- :. · ..... -">v. ').,f~·· '··r :;~ - :-· ;_.- -· ,. -~- , 

utilizado como nnticoñ~e'ptivo:~áSc.11lirio. Su'eficiencia ~orno agente anticonceptivo en humanos 

depende de los efe~to~ 
2

d~le:é'réo;;~ue ·~r~duce en epitelios seminlferos, aunque también se ha 
', - : ,,. -·:;;;::,' .. _.,,,_, .... · 

demostrado que ptlede atraves~ la-,b~er~ ~n4süineatesticular, lo cual indica que la droga penetra 

membranas celulares.' y ~iras bafür~S'i>e@ellbles. 

H3C 

Figura 3 

Estructura quimica de la molécula del Gosipol 

Los estudios clinlcos disponibles sugieren que el compuesto es bien tolérado por humanos en dosis 

controladas y que la espermatogénesis es complell\lllente restablecida cuando el tra.tamiento es 

interrumpido. 
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Lee y Mailing en 1981, sugirieron que el gosipol es un potente inhibidor selectivo de la isoenzima 

LDHx o c4, In cual juega un papel importante en el metabolismo del esperma, participruido en las 

vfas que proveen la energfa para, la movilidiid y superyivenda de las, cé,lulas · gametogénica y 

espermatogénicas. (24) 

En 1986 Morris. Higginsy MnÍlin!!~~lll~strar~n que el gosipo,1 produce ·~na i.nhÍbi~ión q~pendiente 
de la concentración. sobre la LDH t~sticuíli.'rCié los OJÍimaÍes de l.Íbor:Ítorio y del hólllbre; · 

Estudios de otros laboratorios indic~ori~ue·l~áccl~nd~I gosipol:~nla.·~DHXno es tail .selectiva 

como fué propuesta, des·d~ lu~g~ i:~J;z¡~~ e~ i·~llibÍ~a f~~~e~~nt~ ~¡ como ~áltS ó1idci:~eductasas 
dependientes de NAO~~ lo~ h~lll!os, (3) .. , . . . .... . . . . . 

Por consiguient~ se Investigó st.1 efecto sobre enzimas de los e'piim~(Ígo;~~ defry;anosoma cr11:i. 

La enzima a.-hidro'xiácidó deshidrogenruia presenta ima espeélficidad al sustr~to semejante al que 

presenta la LDHx esperma especUica y es~ i~plii:ad~ 'próliabl~fuer\te corlio ;~ LciH~. ~ñ 1~ 
generación de energfa para la movilidad flagelar. ( 16) 

Se estudiaron los efectos del gosipol en las oxidoreductasas de T. cru:I variando las concentraciones 

del compuesto y los tiempos de incubación , demostrándose que el gosipol es un potente inhibldor 

de las enzimas a.-hldroxiácido y malato deshidrogenasa dependiente de NAD. Las enzimas 

glutamato, glucosa 6-fosfato deshldrogenasa y la málica, las cuales utilizan NADP como coenzima, 

fueron también inhibidas aunque en menor grado. El gosipol no afectó la actividad de la succinato 

deshidrogenasa. 

Los mecanismos de inhibición fueron también analizados, los cuales resultaron ser no competitivos 

con respecto al sustrato e incompetitivos con respecto a la coenzima. Anteriormente, Montarnat, 

Burgos, Rovai y Blanco , hablan reportado que la exposición al gosipol provoca inmovilización de 

epimastigotes y una reducción del crecimiento en los cultivos.(26) 
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Probablemente el bloqueo de 1.ns ruta metabólicas comprendidns en !ns oxidoreductasas unídu.~ al 

NAD y al NADP pueden explicar lales efectos. Estudios posteriores condujeron a probar In acción in 

1•itro del ¡¡osipol dentro de los epimastigotes y tripomastigotcs del parásito. 

La incubación directa con gosipol redujo la movilidad y produjo marcado dru'lo 'estructural, Dentro 

de los cambios eslructurnles con altas dosis probadas se provocnba
0

rompimiento del'~arÓ,,;ito: Usando 

bajas dosis y tiempÓs cm1os de incuba~ión los cambios más rápidos se observnbaii ~n ~I éinetoplasto 

y mitocondrin. (3) 

Efectos análogos son inducidos por In droga en esp<:rmntozoides, las células del esperma son 

también pnraliznda$ por el g~sip~I, aunque . !1\5 conéenJticion~s son más altas que aquellas que 

inmovilizan u ios ~pima;i~~tés; La .i~bie;Ll: mliaco~diin1 eri la' plezñ media del gameto masculino es 
' •" -,• •>' •• '"<., ' - V •'' - , • • 

In estructúrn más int~~snmente nfecúlda.' Al igual q~e en el párásito el mitocondrión es el organelo 

más rápidarneiite daÍlndo. Las enzimas· homólogns en los. iniuniferos, la LDHx y la malato 

deshidroge~asa; mmbién s~n inhibidiis por el· go:sipol: Estwi enzimas están localizadas en el citosol y 

la miiocondriá' e integradas en wt sistema de lanzadera que transfieren equivalentes reducidos del 

citosol a la milocondria.(4) 

El gosipol también ha sido probado en E~ttimoeba histolytlca, observándose una inhibición en tas 

enzimas málica deshidrogeiulsa y alcohol deshidrogimasa. (17) 

Lee i:L.111 en 1982 demos1raron que el, grado de. inactivación enzimática ~,inhibición depende del 

tiempo, concentración dél go!ipoly de 'eRzíin~ así como del orden de adición de los componen1es 

ensayados. Si la enzima ero primi:ratllii?.!~ íiíezcl~da con el gosipol, wt alto grado de inactividad e 

inhibición de la actividad e!)zlmátic~ fu~ observadá.(2S) 
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A pesar que la concentración del gosipol está siempre en c.~ceso comparnda con la de la enzima, se 

sugiere que la P.resencia de un componente menor en el gosipol responsable de la inactividad de esta 

en solución acuosa. Este componente ·menor puede ser: 

a) Impurezas contenidas en .lá muestra original del gosipol 

b) Descomposición de product~s o forl1lilS tautoméricas 

·.::.~ ;·.·. ·. /'.--:~{ ... _:: '::' 

En vista de que el gosipó(.es 'ún componente polifenólico se debe esperar un alto grado de 

inestabilidad de este co~p·o~~~te ~'nsoluciori~s ac~~sruí. 

En base u los estu.dios realizadós del gosipol sobre su actividad contra T. áu:i, en este trabajo se ha 

propuesto estudiar Í~ actl~idad de; 4'.isop~pil salicil aldehido (compuesto análogo al gosipol) sobre ... -· -· --
dicho parásito. (Figura 4) 

Figura4 

Estructura química de la molécula de 4-lsopropil salicil aldehido 
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CAPITULO 111 



t PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL 

CONSERVACION DE CEPAS 

INOCULACION A RATONES 

CULTIVO DE TRYPANOSOM·I CRUZ/ 

et.-HIDROXIACIDO 
DESHIDROGENASA 

EPIMASTIGOTES 

EV ALUACION DE LOS 
FÁR!v!ACOS 

TRIPOMASTIGOTES 
MET ACICLICOS 



J.2 MATERIAL, REACTIVOS V EQUIPO 

J.2.1 Material biológico 

+ Tr.1pc111osomii cr11:/ clona CID· i: aislada' de un caso humano por xenodiagnóstico, y munieni.da 

desde 1982 en el iab.oratorio por pase ratón-triaiomino-ratón. 

+Sangre de conejo. destibrinada 

•Sangre de camero (vial) 

J.2.2, Material de laboratorio 

+Agilador. 

+Asa bacteriológica 

+Bainnia nnaiftica 

+Balanza granntnria 

+Celdas espectrotbtométricas 

+Espátula 

+Guantes y cubre bocas 

+JeringllS de 3, 5 y 20 mi 

+Matraces erienmeyer de 1 SO, 250 y 500 mi 

+Mechero Bunsen 

+Micropipetas de 50, i 00 y i 000 µI 

+Pipetas Pasieur 

+Pipelas de 0.1, i, 5 y 10 mi 

+Pona y cubreobjetos 

+Probetas de i 00 y 500 mi 

+Tela de organza 

+Tubos de ensayo de 13 X 100 
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• +Tubos eppendorf de l .5 ml 

+Tubos para centrít'uga con tapón 

+Vasos de precipitado de 100 y 250 mi 

3.2.3 Reactivo• 

+Acido cnproico (Sigma Chemical Ca) 

+Acido clorhídrico (J. T. Baker} 

+Base de agnr sangre (Dibico} 

+Cloruro de sodio (Productos Qulmicos Monterrey) 

+DEAE-celutosa (Sigma Chemical Co) 

+Dextrosa (Productos Químicos Monterrey} 

+Ditiotreitol 

+EDTA (Merck) 

+Etanol {Merck) 

+Fenal (J.T. Baker) 

+Fosfato dibdsico de sodio {Técnica Qulmica) 

+Fosfato monobásico de sodio (J. T. Baker) 

+Gossypol acetic acid (Sigma Chemical Ca) 

+Hidróxido de sodio (J. T. Baker) 

+Infusión cerebro cora:zón (Bioxon) 

+4-lsopropil salicil aldehído (4-ISA) 

+NADH (Sigma Chemical Co) 

+Nitrógeno líquido 

+Penicilina g cristalina 

+Piru,·ato de sodio (Sigma Chemícal Co) 

+Sulfato de estreptomicina 
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3.2.4 Equipo 

+Autoclave Industrias Steele Presto Modelo 2\L 

+Ccntrifüga Jovnn-Paris modelo k-63F 

+Centrifuga Hettich Universal 11 

+Espectrofotómetro UV/visible Jnsco, modelo 7800 

+Incubadora Precisio Gravity Convention !ncubator G.C.A. Corporation. 

+Microcentrifuga eppendorf modelo 54 l 5C 

+Microscopio binocular Zciss 

+Refrigerador Cabhers 

3.2.5 Preparación de soluciones 

+Cloruro de sodio ni 0.85%. 

Pesar 0.85 g de NaCI, disolver en 100 mi de agua destilada, Se esterilizan 12\ºC o IS libras de 

presión durante 15 minutos. 

+Fenal al 5% 

Pesar 100 g de fenol y disolver en 2 OÓO mi de ngua destilad3. Ágitai y corise~ar en un frasco de 

color arnbar. 

+Solución arnortigundorn de fosfatos O.OSM 

K2HP04 

KH2P04 

8.75 g 

1.125 g 

Disolver las sales en 800 m\ de ngun bidestilada, ajustar el pH a 7.5 con NaOHo con HCI ni 10% y 

una vez ajustado el pH, aforar a 1 000 mi en un matraz volumétrico. 

Almacenar a 4 ºC hasta su uso. 
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+Solucion amortiguadora de fosfatos Sülina glucosa 

Na2HPO.¡ anhidro ll.48 g 

NuH2PO.¡ · 1120 0.78 g 

NaCI 4.25 g 

Disolver los reactivos en 800 mi úe agua bidestilada. njus1ar el pH a 8 y aforar a 1 000 mi. 

Para obtener la fuerla iónica de 0.145 se debe de tomar 4 mi de la solución anterior y diluir en 6 mi 

de agua. 

Almacenar a 4ºC. Cuando se va.a emplear la solución agregar 1 g. de glucosa para obtener una 

solución al l 0% 

+Mezcla estabilizadora enzimática 

Diliotreitol 

EDTA 

1,54 g 

i?2 g 

Acido caproico 2:52 g 

Disolver los reactivos en 50 mi de· amortiguador de fosfatos O.OSM pH 8. Antes de emplea.rse, diluir 

la solución 1: 1 O con el wnoitigúádo~ de fosfatos. 

+Gosipol 0.1 M 

Pesar 0.0578 g de Gossyirol acéUc acid y disolver en 1 mi de etanol¡ guardar en un lugar oscuro 

hasta su empleo. 

A partir de esta solución realiZaf Ía5. dilu~i~né; ~é.cesaria.S para obtenéé las con~erufodonés finales 

siguientes: 

1 X 10·2• l X 10·3, 1 X 10·\·1 X 11r5,

0

l X 1'0-6 y 1 X 10'7 M. 

+4-lsopropil snlldl alde.hido (4:1SA) 0.1 M 

Pesar O.O 164 g de ISA y diluir en 1 mi de etanol. Almacenar en un lugar oscuro hasta su utilización. 

A partir de esta sol~ción realiiar I~ diluciones necesarias para· obtenér las siguientes 

concentraciones 1 X 10·3, t X 10·\ 1 X 10·5, t X 10-6 y 1 X 10'7 M. 
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3.3 METODOLOGIA 

3,3.1 Culti\'O de Tr)'panosoma cru:i 

El medio con gelosn sangre se prepara como sigue: 

llnse agar sangre 

Agua destilada 

4g. 

IOOml 

Esterilizar e~.autoclnve n 1.S libras de presión durante 15 minutos: enfriar n 48 n SOºC y agregar 20 

mi ·de sangre deslibrinndn de conejo o sangre de camero. En seguida distribuir en matraces 

erlenmeyer de 250 mi, dejar solidificar. Incubar por 24 horni para prueba de esterilidad y después 

nñndir SO ml de solución salina estéril al 0.85% con infusión ·cerebro corazón (0.1 g en 100 mi de 

solución salina). 

Para evitar contaminación de bacterias agregar Penicilina g cristalina y sulfato de éstreptotiticina. 

(14) 

Realizar el pn5c de la cepa al medio de cultivo e incubar el tiempo necesario. 

3.3.2 Aisla miento de tripoÍnastigoies üietacicllcos de mediolÍ de cuUivo 

a) Preparación de Já columna de DEAE·celulosa 

Verter In DEAE·celulosa (0.3 g por columna) sobre la superficie de 15 mi de NaOH 0.5 Nen un 

vaso de precipitado, dejar que el polvo se hunda en el l!quido. Dejar reposar el material y con ayuda 

de una pipeta Pasteur eliminar el líquido sobrenadante, Resuspender et sedimento en una solución de 

15 mi de HCl 0.5 N. Dejar réposar 15 minutos y repetir el lavado con NaOH 0.5 N. Realizar lavados 

con agua destilada hasta que el líquido sobrenadante este transparente. Realizar un último lavado 

con 15 mi de solución EDT A O.O 1 M por 15 minutos 
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Para empacar la columna colocar en el fondo de una jeringa desechable de 3 mi como liltro una 

malla de organza de un diámetro aproximado de 1 cm, lavar con nniortiguador inicial (PS) y probar 

t1uidez. 

Rcsuspender la DEAE-eelulosa. en 20 mi de PS y verter a In columna. procurando tener un 

empacamiento uniforme. Lnvnr con PS hasta que el pH del cluido sea de 8. 

b) Obtención de trípomastigotes metacíclicos 

Tomar 1 mi del medio de cullivo (fose lfquida) de 40 días de incubación y verter n la columna 

alrededor de la pared (con el fondo cerrado, es decir, flujo parado), dejar hundir la muestra 

lentamente en el adsorbenle (si es necesario abrir el flujo) y cuando In ühima parte de In muestra 

penetra, lavar el adsorbente con PS dejando penetrar por completo cada lavado antes de reali7.ar el 

siguiente. Adicionar gradualmente el amortiguador de fosfntos snlino glucosado (!'SO) con fuerza 

íónica (!'. i. ) 0.145 n través de In columna, manteniendo el flujo requerido (17 a 20 gotas por 

minuto), hasta sacar de la columna a los componentes que no se adsorben y a los que se adsorben 

muy lentwnente. Recolectar en fracciones _de 2 mi el líquido eluido hasta observar al microscopio 

que >'ª no eluynn los tripomastigotes metaciclicos. Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos y 

observar al microscopio. Resuspender con PSO f. i. 0.145 y reunir las fracciones. 

3.3.3 Cosecha de Trypanosoma cru:i 

La cosecha se realiza para la oblención de la enzima a-hidroxiácido deshidrogenasn. 

Después de incubar aproximadamente .¡o dlns los medios de cultivo revisar el crecimiento al 

microscopio. Si existe crecimiento, trarisferir la fase lfquidá a tubos de centrífuga con tapón. 

Ccmrífugar a 3000 rpm durante 20 diinui~s a urin temperatura de 4ºC. Decantar el sobrennd.ante en 

fenal al S% , resuspender en solución salina esténl 0.85%: Pasar a tubos de 13 X 100 y centrifugar a 
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3500 rpm durnnte 15 minutos a temperatura ambiente. Lavar hnsta obtener un sobrcnudante 

transparente, resuspcnder con solución salina estéril, reunir las fracciones en tubos cppendorf, 

centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos eliminando el sobrcnadanre. Resuspcndcr con mezcla 

estabilizadora 20 mM. e introducir en nitrógeno Uquido, calentar con la mano (efectuar estos pasos 

dos veces}. centrifugar a 3500 rpm durnnte 15 minutos a temperatura ambiente, transpasnr el 

sobrenadante a 01ro vial y conservar en nitrógeno liquido o bien a temperatura de ·20.'C. 

J.J.4 Determinación de la uctMdad enzimática de la a • hldroxláeido· deshidrogenasa 

Parn determinar Ja actividad de la a·hidroxiácido deshidrogennsa se sigue el método descrito por 

Bermeyer (2) 

En una celdilla colocar 2.75 mi de solución reguladora de fosfatos O.S M, pH 7.2; O. JO mi de 

piruvato de sodio de concentración de J.5SXl0-4 M; O.OS mi de NADH. Agitar y agregar 0.10 mi de 

In enzima. Ajustar el espectrofotómetro a .340 nm y 0.000 de absorbancia )' seguir el curso de la 

reacción durante S minutos haciciiido lecturas cada minuto, 

El promedio de las diferencias de estas lecturas dará el cambio de absorbnncia por minuto y de esta 

manera se obtendrd la actividad total de In enzima. 

J.J.S Determinación del efecto lnhibidor del gosipol y 4-ISA sobre la actiVldad de la 

a-hldroxhlcldo deshldrogenasa 

Detenninar In actividad de, la a-hidroxiácido deshidrogennsa en presencia del inhibidor, colocnndo 

las mismas cantidades de reactivos, con la imica diferencia que el lnhibidor se disuelve en etanol 

para realizar la prueba con diferentes concentraciones y volurnenes. 
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3.J.6 Determinación de la susceptibilidad de las fases de epimHtigole y lripomasligote 

metacldico al gosipol y -l·ISA. 

Se emplea la técnica propuesta por Montamat y Blanco {26), In cual utiliZll la fose Uquidu del medio 

de culti\'o en la que ha crecido el parásito de 7 a l 5 días. lo que 11:1egura que se trabajara con 

cpimastigotes. 

Colocar 0.5 mi de csia solución en tubos eppcndorfde·f,s ni1 de capacidad. En seguida agregar 3 

microlitros de los compuestos a evaluar disueltos previamente en.etanol. 

'·. _,·: ·.;"._ '-_-'__ .. _: 

Después de transc~rrir el tiéin'po estnblecido,cpariÍ,éada lectura. tomar una muestra con el asa 

bacteriológica y dePil~ita/~ntri'.lln ~6·~a /c'ub;e~bjet~~. 

móviles, que se consideran vivo~ (laS romias irnrióviles se consideran múeítas). 

Para la evaluación enl11 f~~'de\rlporifasti~Qtemettlciclicoiüstifoir In ra5eiíi¡uid;del medio por el 

eluido obtenido de¡~ coÍ~funaS di DEÁE/celul~sa, . . 

En umbós ctil;~s empleij un blanco de etanol. 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS V DISCUSION 

4.t RESULTADOS 

Los valores que n continuación se prescnt~n se .obtuvieron ni rcalizru- la detcnninnción de la 

actividad tripnnomicida y el efectó. inhibidor de los fürmacos gosipol y 4-lsopropil snlicil aldehido 

(4-ISt\) sobre la clona C!O· I ·de Tr,vpa11iisoma ~ru:i. 

La determinación del efecto iithibidor se realizó sobre la enzima a-hidroxiácido deshidrogenasa, la 

cual se encuentra preséllte en el metabolismo del parásito, y según infünnés de In literatura, es 

inhibida por el gosipol. (32) 

La enzima se obtuvo dentro de· un extracto· ciudo, al someter a T. cru:i a cambios bruscos ·de 

temperatura. provocando su lisis celular. 

En la tabla 1 se presenta el efecto inltibidor del gosipol y 4-ISA sobre la enzima. utilizando diferentes 

concentraciones. La medición de In actividad enzimática se realizó en un tiempo de 1 S minutos. 

Los valores de esta tabla se encuentrt111 representados en la gráfica l. 

1 

.1 
! 



Tabla 1 

Evaluación del 4· lSA y el gosipol en la actividad enzimdtica de lo u-hidro.xidcido deshidrogcnasa de 

T. crid. por el métÓdo de Benneycr. (2) 

Concentración 

(Molar) 

o.o 
0.00001 

0.000001 

0.0000001 

./·IS.·1* 

100 

:?:? 

44 

80 

Gosipo/• 

100 

26 

44 

87 

• La acrividad enzimático está expresada en porcentaje 

Gráfica 1 

Efecro inhibidor del gosipol y 4-lSA sobie la enzima a-hidioxiácidó d~shidrogenaso de T. áu:i. T . ~-· 

L~ 
a 0.0000001 o.ooooot 0.00001 

Concentración (Molar) . 
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Unn yez comprobado que el gosipol y 4-lSA actúan sobre la enzimn a-hidroxiúcido deshidrogenusa, 

se procedió a evaluar la actividad tripanomicida en las foses extrncelulnres de epimustigo1es y 

tripomastigotes metacfclicos, los cuales están presentes en medios de cultivo difásicos. 

Para epimustigotes s~ emplearon medios con 7 dins de incubación, mientras. que para tripomastigotes 

mctaciclicos el periodo dé incuba.ción fue mayor; es decir. 40 dílls • 

En la tabla ll se prescrita In ·~ceí<Ín del gosipol : sobre epimas.tigotes en concentraciones de 

O.OOOOOlM hasta •o.l~I; c;~· l~c~~rllS iealiz~das en iiuerval~s ddO :fufn~t~s; hu5ía llegar a los ISO 

minutos (l.S hrs). 

' ' 

En la. tabla ·m se presenta ·la acción del4·1SA sobre epimnstigótés, en concentraciones de 

0.0000001 M hasta' o.oil lM, con lecturas renliiadas i:n interválós de 30 minutos hastn un tiempo tina! 

de 1 SO minutos. 

En la gráfica ÍI se muestra ~()mparntivarnente, el seguhnie¡itó de la actividad tripanomicidn de 

ambos fármacos dlU'ánte l SO mi'outll~. a~n~ co~ce~fración de o.bo 1 i,:{; mientmS quii en la gidtica 111 

se varía 1.a conciéntrntió~ ªº·ººººº l &1 

En la gráfica lV sé comparan las actividades tripanoriticidáS de !Ós fdriilacos'al término de la prueba: 
" - - ' -

es decir, a los 150 minutos, utilizándÓ diferentes éóncentraciones. 

Los tripomustigotes metacfclicos se aislaron por cromaiosrallá de lntercrunbio iónico n partir de la 

fase líquida de ios medios difdsicos. 

Durante la evaluación de la.actividad de los fármacos sobre esta fase se presentó un comportamiento 

idéntico al que tuvieron los epima5tigotes. 
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T11bla 11 

Evaluación del gosipol sobre epimnstigotes de la clona ClD· I de T. cru:/, por el_ método de Blanco. 

(26) 

Concentra¡:ión • Tie111po (minutos) 

(Molar) 

o JO 60 90 IZO ISO 

0.1 100 30 20 20 20 o 
0.01 100 40 30 30 2S 20 

0.001 100 SS 50 so 40 20 

0.0001 100 65 60_ so 30 30 

0.00001 100 80 70 70 70 30 

0.000001 100 <ió 8S 85 85 70 

Testigo· 100• 100 100 100 100 100 

•La sobrevivencla éstá expresada en porcentaje 

35 



Tuhla 111 

El'aluación del 4·1SA .sobre cpimatigotes de la clona CID-1 de r. cru:/, por el método de Blanco, 

(26) 

Concentración Tie'!'po . (mln,u.tos) 

(Molar) 

o JO ' 60 90 120 ISO 

11.00/ roo o o o o 
0.0001 roo 20 o o o 

0.00001 100 40 J6 JO JO JO 

0.000001 roo so so so so so. 
0.0000001 100 90 80 80 80 80 

Testigo 100 100 100 100 100 100 

•La sobrevivencin está expresada en porcentaje 
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Gráfica 11 

Comparación de la nctividad trip1111omicida del gosipol y su análogo 4-ISA sobre cpimas1igotes de la 

clona CID·l de T. cru:i, a una conccntrnción de O.OOIM (lmM). 

~ 100 """.+-4-lSA .. 90 ._.. 
80 ..... GO'llpol = ·¡:¡ 70 

= 60 
i:. 50 .:: •o .. 30 
~ 20 

..Q 
Q 

r:n 
30 80 120 150 

Tiempo (minutos) 

Gráfica 111 

Comparación de la actividad tripanomicida del gosipol y su andlogo 4-ISA sobre epimastigotes de la 

clona CID-1 de T. cru:i, a una concentración de O.OOOOOIM (lµM). 

.-. 100 

~ 90 

'-' 80 

= 70 ·¡:¡ 
60 = 50 i:. .... •• ·~ 30 i:. .. 20 

.Q 10 Q 
r:n o 

o 80 

Tiempo (minutos) 

-+-4-ISA 
..... Goolpol 

120 150 
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Gráfica IV 

Comparación de la acti\'idad tripanomicida del gosipol y 4-ISA sobre epimnstigotes de la clona 

CID· 1 de T. cru:i en un tiempo final de 1 SO minutos. 

.-. 100 
'¡J. 90 -- eo 
.?! 10 
~ 60 = 
~ 

50 

'° ·;¡: 
lO 

~ 20 
.e 10 
~ o 'J) 

o 

-+-4-ISA 

_...Goolpot 

0.000001 0.000111 0.0001 0.001 

Concentración (Molar) 
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.f.2 DISCUSION. 

Después del descubrimiento de In enfermedad de Chagas en 1909, y hasta 1937 no había sido 

probado en humnnos ningún compuesto químico comra esta enfermedad. A panír de este año se 

inició la búsqueda de fármacos con actividad contra T. cru:i por diversas industrias farmaceúticas. 

Sin embargo, la quimióterápia de esta ;nfermedad es aún inadecuada, ya que h1s drogas de elección 

son parcialmente efectlvas ~n el tratruniento de la fase crónica de la enfermedad, presentan efüctos 

colaterales y se' han -J~sc~lto cepas _del pardsit~ resistentes a éstas; por lo que se duda que sean 

capaces de reaÍi~ uri~~ura~iirasi;ológica. (28) 

Por lo tanto, son '¡~-port(ll\tes. Í11S in_vestigaciOnes paro el desarrollo de nuevos compuestos, basándose 

en estudios sobre fo bidqúimÍ.cafbiolo'gía molecular de los tripanosomas para obtener diferencias 

marcadas entre el pllr~itó:Y:i'h~;~edero que pudieran ser explotndns como blanco de estns drogas. · .. -·"·' -.... ,-- -. 

(28) 

~- .. .-

En el presente trabajó se ~niplcÓ comó é.n~ima.blnn~o la a::hidioxiácido deshidrogennsa que posee T. 

""'=i y esta involucrada en e:1 mt:tnii~usnN~n~f!¡éticodei parásito. c26) 

Debido a la similitud UÚtto estrú-ctur~.· como funcional· existente entre la enzima LDHx del 

espermatozoide y la a-hidroxiáci~ó Msh\dfogenasa de T. cr11:1, Blanco ha encontrado que los 

lnhibldores selectivos de, la LbHx; · éoiífo és. el ·gosipol, inhiben también a la a-hidroxidcido 

deshidrogenasa, nciuando de máneia semeJante tanto en el espermatozoide como en el parásito al 

disminuir su motilidad y llego.i1iÍo a causar la muerte del panisitio, tanto in vivo como in vitro, ( 13, 

32) 

Por lo anterior se pensó que la parte activa de la molécula del gosipol es el iso¡:iropil salicil aldehído, 

así que se lle\'Ó a cabo el estridio del comportamiénto det 4-!sopropil salicil aldehido ( 4-ISA), 
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compuesto análogo del gosipol, que fue· proporcionado por el Dr Carlos Wong Ramírez del 

Depanamento de Bioquímica de la ENCB • tPN. 

Para corroborar que · el4-lSA presenta una actividad tripanomicida semejante al gosipol, 

inicialmente se procedió a determinar el'efecto inhibidor de ambos fármacos sobre In enzima a.­

hidroxidcido deshidr~genasa, teniéndose lo siguiénte: 

Tanto el gosipol como el 4;1SA gctunn inhibiendo a la enzima del 'parásito. 

La inhibición de In actividad enzimdtknes ligeramé~te menor en el gosipol con respecto al 4-ISA. 

La actividad· enzi'mñtica· se' ve dis_minuida conforme sé aumenta_ la concentración de. los fármacos, 

por lo que se pu~d~ decir que la a~t~!dad de In énzim_n es imrsamente proporcional a la 

concentración del filniiaco en estudio. 

Viendo que el gosipol f el 4:1sA llfecl1111 a la erizimn de T. cru:i, a cohtirí~ación se realizó la 

e1•aluación de dich~s fnnnáé~s ~~lir~ las riiSes ~xtrilcelúlares del pníñSito, resultiúido que: 

Tanto gosipol como 4.·lSA Inhiben la motilidad y sobrévivencin de T. cruzi en dit'i:rentes 

proporciones. 

El má.~imo porcentáj~ de sobrevivencia con el gosipol fue de 90% a una concentración de 

0.000001!\1 a los JO mi11u1os de haber puesto en contacto el parásito con el fármaco, mientras que a 

una concentración_de O:IM y en un tiempo de ISO minutos ya no se observaron parásitos vivos. 

Con el 4·lSA se registró el má.~imo porcentaje de sobrevivencia en 90% con la concéntración de 

O.OOOOOOIM a los 30 minutos de iniciada la prueba, y una mortalidad del 100% en In concentración 

de 0.001 M a los 60 minutos de estar en contacto el parásito con el fármaco, 
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Se observa que la sobrevil'encia má.~ima en ambos fármacos fue del 90% en un tiempo de 30 

minutos, dándose como variante la concentración. ya que para gosipol es mayor que para 4-ISA. En 

cuanto a In reducción de In pob!Óción al 100%, ésta se registró en una concentración y tiempo menor 

para 4·1SA en comparación c~n el gosipol. 

El 50% de sobrevil'enciá se registra para 4-ISA c.n la concenlr3ción de 0.00000IM, mientras que 

para el gosipol es en la concemració,n de.O.OOIM. 1 000 veces mayor a la que registra 4·1SA. 

Al comparar los vnlóre~•oblcnldo~nl finalizar la prueba, se tiene que: 

La actividad del gosipol,es ntell:~r que el .¡.JsA; ya que se necesita mayor concéntraeión de gosipol 
• • - -: o , ·,-:,-· • -, ;\" ·'~ • , ·: ' , , -,, 

para inhibir la motilidád ydisOliOuirla s'obrevivencin de T. cru:i que el .¡~iSA. 

Para ambos ftlnnilcos se !ferie ql;é la .reduccióri de•ia sobrevi.vcncin depende directamente 

proporcional a Ía concentr~ciór\ de los fárnlacos y del liem~o. 
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CAPITULO V 



CONCLUSIONES 

l.· El fünnaco 4-lsopropil salicil uldchido (4-lSt\) ejerce un etccto inhibidor sobre la enzima 

rt·hidrosi:ícido deshidrógenasa de T. cru:i, semejante a In que realiza el gosipol. 

2.· Las fases de epimustigotes y' tripomastigotes metacíclicos de la clona CID·! de T. cru:i 

presentan un metabolismo similar én cu1111to a la participación de la enzima ct·hidro:dácído 

dcshidrogenasa, ya que en runbas fases In motilidad y sobrevívcncia se vió disminuida con los 

tllrmacos estudiados. 

J.. El 4-lSA mostró mayor actividad biológica sobre las fases extracelulnrcs de In dona ClD-1 

de T. cnd, debido propablemente a que se incorpora más fácilmente al parásito. 

4.· Por el compoi't~iento semejante que presentaron el 4-ISAf el gosipol sobre~la enzima 

a·hidroxiácido deshídrogenain y las fases extrncelulares de la clona CID·! de T. cruii, se propone 

que In molécula isó'¡iropil salicil aldehído es la parte biológicamente activa del gosipol, por lo que 

estos resultados ápoyan In hipótesis de trabajo. 

5.- La importancia de la elaboración de nuevos fármacos contra T. cru:i radica en la efectividad 

y especilicidad de las drogas, parn que la probabilidad de úna cuiaeión parasitológica sea c:ida ve:í: 

mayor. 
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