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INTRODUCCION

El estudio acerca de la planta de algoddn se ha incrementado
en los {&ltimos afios, no tanto sobre la obtencidn de la fibra
textil, que es su principal uso, sino por su importancia en la
industria alimenticia, pues de la semilla de algoddn se obtiene
aceite de consumo humano.

Desde hace muchos afios se sabe que el goslipol, compuesto
fendlico biolégiqgment:e activo aislado de diferentes parte de la
planta, p:incipallnente de su semilla, es tOxico. Sin embarge, a
partir de la década anterior el estudio acerca de este agente ha
sido exhaustivo en diferentes aspectos: comportamiento gquimico,
estructura, aislamiento, metabolismo, efectos fisioldgicos vy
antifertilizantes, destacando éstcs dltimos.

La aceidn antifertilizante del gosipol se conocid en China,
en donde se iniciaron interesantes estudios sobre tal efecto.
Actualmente, este pais asiitico no es el {inico en el gue se llevan
a cabo investigaciones de esta indole con el agente, sino gque su
propagacidon ha abarcado el contorno mundial; algunos de estos
paises son: Estados Unidos, Gran Bretaiia, México, Guatemala,
Brasil, Canadd, entre otros.

Diferentes cientificos aseguran gue este compuesto posee un
efecto antifertilizante reversible tanto en el hombre como en
animales machos, siendo esto de suma imp;rtancia pues todos los
estudios efectuados hasta 1la fecha sobre el control .de 1la
poblacién se han enfocade hacia la mujer; Yy controlados,

principalmente, por medios hormonales.



OBJETIVO
Hacer un estudio bibliogrifico acerca del gosipol propuesto

como un anfifertilizante masculino.



B) PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El gosipbl {(C OB) posee un peso molecular de 518.54 sien-

30f30
do su fSrmula quimica: 1,1',6,6',7,7'~hexahidroxi 5,5'-diisopro --
pil 3,3'-dimetil (2,2'-binaftaleno 8,8'-dicarboxialdehido)

Es un disesquiterpeno extraido de la planta del algoddn; su =~

biosintesis seguramente procede de unidades isoterpénicas.

~(0-0

farnesol bisoboleno cadaleno

— OO

precursor del gosipol

$i el gosipol se recristaliza en diferentes solventes pueden
obtenerse tres compuestos con puntos de Fusidn distintos, a esto -
se le conoce como polimorfismo. Cuando se recristaliza con éter --
funde a 1B4°C., con cloroformo a 199°C. y con ligroina a 214°C.

Estas sustancias difieren en sus propiedades Opticas y for --

mas cristalinas, pero no muestran cambios en sus comportamientos
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FIGURA 1-

FORMAS TAUTOMERICAS DEL GOSIPOL



quimico y espectral.

En un intento por esclarecer la reactividad del gosipol., los
investigadores Adams y Geissman (1960) propusieron gue el gosipol
se encuentra en tres fornas tautoméricas: aldehidica,
heniacetdlica y cetdnica. (15)., Ver figura 1

El uso de la resonancia magnético nuclear (RMN) ha revelado
cambios estructurales del gosipol en diferentes soluciones, por
ejemplo, en solventes inertes se encuentra principalaente en forma
de aldehido, mientras que en solventes polares, como dimetil
sulfdéxido (DMSO), las estructuras hemiacetdlicas y aldehidicas
estén en egquilibrio dindmico.

Existen dos isdmeros Opticos del gosipol. Extracciones
efectuadas a especies de Gogssypium obtenian al gosipol como un
racemato. Sin embargo, recientemente su (+)-isdmero se separd de

l1a especie Thespesia populnea. Las caracteristicas espectrales y

los puntos de fusidn del (+)-iad 0 y del r to son idénticos,
aungque la solubilidad del primero es mas evidente en compuestos
organicos ordinarios, excepto en acetona, pues es probable que con
este solvente forme diacetonatos muy estables.

La estructura del gosipol muestra un isomerismo 6ptico debido
a la rotacidn restringida {atropisomerismo) debido al enlace C-
C existente entre los dos anillos naftaleno, asi que cualquier
forma no planar de la molécula estd deprovista de un eje alterno o
centro geométrico. Asimismo, los sustituyentes del gosipol en las
posiciones orto {1,1'-dihidroxi y 3,3'-dimetil) aparte de originar
un impedimento estérico generan una molécula no planar.

(81,82). Ver figura 2



rig. 2 Estructura del gosipol

El gosipol es soluble en &lcalis, en donde forma las sales
correspondientes, aungue se oxida rdpidamente en dichas soluciones
al contacto con el aire. Cualitativamente se identifica con un
color rojo brillante al reaccionar con H,50, concentrado, mientras
que, con FeCl; da una tonalidad verde oscuro. Forma guelatos con
cationes, propiedad gque posee para ser utilizado como reactivo
analitico para identificar: hierro, antimonio y molibdeno. {15)

Carruth y Clark (1917) en diferentes investigaciones
descubrieron tres derivados: a) Un compuesto formado por 1la
eliminacién de dos noléc;xla‘u de agua por calentamiento (CJOHZSOS)
al que posteriormente se le 1lamd anhidrogosipol; b) Al producto
resultante de la accidn de un &lcali fuerte acompaiiado por dos
moles de &cido f&rmico, a éste se le designd apogosipol
(C2883006); c) El producto de la condensacidn entre el gosipol y
dos equivalentes de anilina, con la correspondiente pérdida de dos
molé&culas de agua, se le denoming dianilinogosipol

{c Reacciones de este tipo entre el gosipol y grupos

42840420 -
amino libres (formacidn de bases de Schiff) poseen importancia

fisioldgica y nutricional. (6, 10, 13, 17, 46)



El gosipol libre o en cualquiera de sus formas tautoméricas
es muy susceptible a los reactivos, mientras que, ligado a éteres
adquiere mayor estabilidad. El tetrametil y hexametilé&ter fueron
los primeros reportados y sirvieron como punto de referencia para
la preparacidén de una serie de &teres mezclados, derivados de é&ter
y producteos de oxidacidon de los cuales se dedujeron conclugiones
importantes acerca de la estructura del gosipol. (15)

El gosipol libre se encuentra distribuido a lo largo de la
planta del algodén, sin embargo su concentracién es
significativamente mis elevada en la semilla. Su distribucién ea

la siguiente; (63)

PARTE DE LA PLANTA GGSIPOL LIBRE

9/100 g muestra

Raiz 0.445
Tallo 0.074
Hojas 0.297
Flores 0.397
Brotes 0.173

Semilla 0.847




C) METABOLISMO

El gosipol es absorbido a través del intestino y del
epitelio estomacal.

En general, la excresidn fecal es la ruta mds viable por la
que el gosipol, administrado oral o parentenalmente, es eliminado.
Sin embarqgo, los mecanismos de detoxificacidn pueden variar en
cada especie, asimismo, es posible que la susceptibilidad tdxica
del gosipol difiera con la cantidad absorbida por el amimal a
través del tracto gastrointestinal. Por ejemplo, en puercos y
gallinaa, la cantidad de gosipol absorbido en tejidos fue de 32.9
y 16% respectivamente. En cambio, dosis administradas oralmente a
ratas con (“C) gosipol durante 13 dias, el 77.4% del compuesto
ingerido se recuperd mediante via fecal, mientras que el 12.1% fue
expirado como bidxido de carbono y 3.1V excretado por medio de la
orina. La acumulacién de 1la radicactividad en tejidos fue
relativamente baja, totalizando un 12.5% de la dosis administrada
después de un dia de tratamiento. La actividad especifica en orden
decreciente fue el siguiente: tracto gastrointestinal, higado,
corazén, rifibn, bazo, pulmdén, sangre, misculo, tejido adiposo,
. testiculos y cerebro. Despu&s de 24 horas, la actividad en todos
los tejidos fue de 0.28% de la dosis administrada. (1, 5, 31, 55)

Investigaciones realizadas por cientificos chinos revelaron
que las ratas requirieron solamente de 19 dias para eliminar el
97% de gosipol de la dosis suministrada. Algunos peces fueron
alimentados durante 18 meses con una dieta provista de

gosipol, seguida de otra libre del agente por un lapso de 10
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semanas. Durante este periodo los niveles de gosipol libre
disminuyeron considecablemente en todos los tejidos, sin embargo,
la cantidad de gosipol ligado al término del tratamiento presentd
cambios congiderablea. Estos estudios indican que el gosipol puede
acumularse en los Srganos corporales durante un tiempo prolongado.
(58)

La acumulacidn del gosipol en el corazdn causa degeneraciones

histoldgicas del misculo cardiaco induciendo hipocaleaia, lo cual

sugiere gque dicho p to es pot ialmente causante de
aberraciones eléctricas en dicho 6rgano.

Los testiculos poseen una elevada susceptibilidad para la
acumulacidn del agente. Existen incrementos significativos en las
cantidades de gosipol 1libre y ligado durante las primeras 4
semanas de iniciado el tratamiento; la concentracidn del segundo
fue consistentesente menor coaparada con la del primero,
comprobandose con esto su efecto antifertilizante. (58)

Datos experimentales indican que la via biliar es la ruta aés
obvia por la gue el gosipol ase transporta a través del cuerpo.
Después de 1, 2, 4 y 8 dias de suministrada la dosis a pollos; su
presencia en la bilis fue mucho mis eievada que en cualquier otro
tejido u érgano del cuerpo, incluyendo el higado. Estas evidencias
sugieren que el gosipol es transferido de la sangre a la bilis, de
donde fluye a través de un sistema de intercambio anidnico
hepitico. (12, 57)

El gosipol en circulacién entra al higado, donde se
producirdn glucordnidos o é&steres de gosipol, de aqui junto con la
bilis, pasara a la vesfcula biliar. Posteriormente, la bilis sale
de dicha vesicula a través de un ducto biliar conduciéndola al

intestino.
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Una ruta metabdlica alterna en las gallinas es por medio del
huevo, el cual es muy rico en proteina. El gosipol se deposita en
la yema como: gosipol-cefalina, complejos de gosipol-proteina,
principalmente albimina, o bien, unido a alguna vitamina
liposoluble como la A.

La acumulacion del gosipol en el huevo se efectia en el
ovario a través del torrente sanguineo, antes de la formacién del
cascardn. La presencia de este compuesto ocasjiona la decoloracién
de las yemas. (31)

En general, para que un compuesto se excrete biliarmente en
cantidades apreciables debe poseer un grupo polar anibnico fuerte
y tener, ademis, un peso molecular mayor a 300, (30)

AnSlogamente, la preferencia de dicha via ante otras rutas
alternas se favorece debido a los siguientes factores: a) La carga
neta de) gosipol en la bilis (pH 5.88); en donde el 97%v se
encuentra ionizado, y b) La capacldad lipofilica del gosipol.

La descarboxilacidon del gonipdl no es la mejor ruta
metabdlica en gallinas y puercos, pues de la dosis radiactiva
suministrada solo el 3.3% y el 2.1%, respectivamente, se
detectaron en el aire expirado, asimismo, se comprobd gque el
nicleo de binaftaleno no sufrid cambio alguno, solamente el grupo

formilo se metabolizd a co, (1,5)



CHO  OH OH CHO

- HO OH

- 2 C()2
HO oH
GOSIPOL
OH CH
HO on
HO oH
APOGOSIPOL

El hierro guelatado con el gosipol, asi como, los complejos
gosipol-proteina son formas no absorbidas en el tracto
gastrointestinal, por consiguiente, ambas se utilizan para
eliminar al gosipol presente en la semilla de algoddn, cuya harina
se usa como alimento para ganado.

ElL gosipol produce anemia por su unidn al hierro. La adicidn
de sales de hierro a dietas con gosipol libre disminuye su
toxicidad, aumenta la proporcién de gosipol encontrada en las
heces; niveles elevados de este {ltimo pueden acelerar su

eliminacion del cuerpo y producir hematologia normal.
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Un ‘gran nisero de Instituciones ha estudiado el uso de la
harina de algodén en alimentos para humanos, especificamente, el
Instituto de Nutricidn de Centro Amé&rica y Panamid (INCAP), la cual
desarrolld la ‘'‘Incaparina“ un alimento con 38% de harina de
semilla de algoddn, 58% maiz, 3% levadura torula y 1% carbonato
célcico, (83)

Diferentes estudios realizados en cerdos comprobaron que la
adicién de las sales: ca(cm)z al 1s vy Feso"? Hzo al 0.1%
{(sustituyendo al carbonato de la formulacidn anterijor) llevan a
cabo un efecto sinergista en la disminucidén del gosipol libre;
esto se debe a que el tdxico forma un compuesto insoluble con el
hierro, paralelamente, el pH alcalino originado por la adicidn de
estas sales probablemente destruye al gosipol. Por consiguiente,
este procedimiento debe utilizarse en la produccidn de harina para
reducir el contenido de este pigmento., (l0)

La cantidad de hierro por unidad de gosipol fue establecida
de acuerdo a las investigaciones realizadas; por tanto, 5 moles de
hierro por 1 mol de gosipol eliminarédn el efecto téxico del
agente. (84)

En ratas, la adicion de sales de hierro en la dieta reduce la
acumulacion de gosipol en los tejidos, acelerando su excresidn
fecal y, por consiguiente la vida media de su actividad corporal
(14C) disminuyd considerablemente. Paralelamente, la eliminacidn
respiratoria (14C) aumentd, para explicar esto se postuld al

hierro como agente catalizador en el proceso de descarboxilacién.
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D) ACCION FISIOLOGICA Y TOXICIDAD DEL GOSIPOL

A fines del siglo pasado, el gosipol fue considerado como un
desecho tdxico en el procesamiento de la semilla de algoddn, sin
embargo, la utilizacion de su pasta residual en la alimentacidn de
ganado ha sido uno de sus principales usos.

Los primeros investigadores atribuyercn el efecto téxico de
la semilla de algodén a la presencia de: colina, betaina o bases
nitrogenadas del tipo de la ptomaina y a pirofosfatos.

En 1915 se identificd® al gosipol como la causa del problema,
pues es definitivamente tdxico en: aves, conejos y puercos. Sin
embargo, posteriormente se comprobd que el gosipol no fue el Gnico
causante del dafio ocasionado, sino gue también se debid al bajo
contenido de vitamina A en la harina de algoddn.

Gallup (1953) detectd que las ratas son mas susceptibles al
gosipol en dietas gque poseen niveles bajos de vitamina A
comparadas con dietas deficientes en otra vitamina, o ;en 8su caso
completas. (15)

Mucho se ha especulado acerca de los posibles mecanismos de
accidn y sobre la naturaleza acumulativa tdxica del gosipol,
algunos autores atribuyen este hecho al efecto inhibitorio que
presenta en la conversidn de oxihemoglobina a hemoglobina en la
sangre, pues reduce la capacidad en el transporte de oxigeno
causando efectos hemoliticos en eritrocitos sobre animales no
rumiantes. Por otra parte, el gosipol interactiia con ciertas
enzimas o complejos enzimiticos asociados con el ciclo de dcidos
tricarboxilicos, asi como, en la cadena respiratoria,

3 3

Concentraciones de gosipoll 7.5 x 107°M y 2.0 x 10" °M fueron
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suficientes para inhibir la actividad de la deshidrogenasa
succinica y citocromo oxidasa en el higado de pollo in vivo,
respectivamente. Anilogamente, el efecto del gosipol dentro de la
cadena respiratoria y fosforilacién oxidativa depende de la
concentracidn del agente, por ejemplo: a) estimula la respiracidn
mitocondrial a bajas concentraciones, pero a concentraciones mis
elevadas la inhibe, condiciones similares se presentan con la
enzima adenosin trifosfatasa; b) invierte la inhibici&n causada
por la oligomicina.l (13, 16, 1%, 47). ver tabla 1

Parece razonable suponer. que la distribucidén intracelular del
gosipol se debe a la afinidad que presenta con las proteinas.
Cater (1968) demostrd que los complejos formados se llevaban a
cabo entre ciertas porciones de la proteina con el gosipol, esto
es, la ruptura de las primeras es evidente dando como resultado
uniones "gosipol-péptidos", compuestos altamente liposolubles. Por
consiguiente, el gosipol se une preferentemente a grupos
hidrofobicos del medio celular. La actividad especifica en la
fraccidn microsomal se atribuye a la naturaleza lipofilica del
gosipol-ligado, cuyo enlace es necesario para la penetracidon en la
fase lipidica y a su vez, la correspondiente distribucidn en el
sistema enzimitico microsomal; este hecho se ha comprobado en 1

antibiGtico desacoplante de la fosforilacidn oxidativa.
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Tabla 1. Efecto del gosipol en la actividad de Adenosin

Trifosfatasa
Concentracidn Actividad de Adenosin Trifosfatasa
)LM - (limoles/mg de proteina/h)
o 11% 0.3
1 14 Y 0.4
10 ' 23t o.s
20 21t 0.3
50 19 Y o.2
100 17 ¥ 0.3
200 15 % 0.4
300 13 0.2
400 10 fo.3

500 0.00
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fracciones celulares que contienen membranas lipoprotéicas, tales
como: mitocondrias, lisosomas y microsomas. (56)

Los efectos tdxicos se llevan a cabo en la membrana celular y
pueden atribuirse a interacciones especificas con proteinas, o
bien, a enlaces gque modifican las propiedades en la bicapa
lipidica de la matriz. Asimismo, se ha demostrado que el gosipol
se une fuertemente a la monocapa con diferentes composiciones
lipidicas. Esta unién a mono y bicapas lipidicas disminuye el
potencial de interfaseen estas membranas. Para evaluar el papel
del gosipol como —agente gquimico es conveniente citar Jlos
siguientes puntos:

a) Equilibrio &cido-base y unién del gosipol con los lipidos.
El gosipol presenta un equilibrio Jcido-base en solucidn acuosa
{pH ~~ 6). Las formas cargadas y neutras del gosipol tienen
diferentes efectos en las monocapas lipidicas. Las formas que
modifican significativamente el potencial de interfase en las
monocapas lipidicas son las gque poseen carga negativa (pHix 6).
Particularmente, la unién del gosipol cargado negativamente con la
fosfatidilcolina vesicular es funcidén del pH, por lo gque se
aseguran a pH fisioldgico cambios en la interfase de las membranas
inducidos por el agente.

b) Cambios potenciales inducidos por el gosipol en membranas
lipidicas. Muchos de los efectos bioldgicos del gosipol se
observan cuando se encuentra en concentraciones micromolares en
fase acuosa.

Puesto que se une a los lipidos modificando el potencial de

interfase de las monocapas lipidicas, andlogamente se han
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detectado cambios en bicapas fosfolipidicas, principalmente con
fosfatidiletanolamina. Estos cambios ppoducidos por el gosipol
estdn relacionados con la presencia de cargas negativas de la
molécula, produciéndose asi un fendmeno electrostitico.

La unidn del gosipol con dicho fosfolipido se efectia en una
interfase solucidn/membrana. Los efectos del gosipol en monocapas
lipidicas estan relacionados con 1la deprotonacidén de éste;
pudiéndose explicar esto con la interaccidén en la interfase
monocapa/solucidn, debido a esto y a la conductancia gue presenta
el gosipel cargade negativamente, el agente es capaz de penetrar
la bicapa fosfolipidica y lograr asi, la permeabilidad a través de
la membrana.

c) Posibles cambios biolSgicos en la membrana inducidos por
el gosipol. Es posible que la membrana proteica sufra cambios ante
la presencia del gosipol, pues se une, ya sea, en la interfase
solucidn/lipido, 1lipido/proteina o hidrofilica/hidrofébica. Es
conveniente citar gue el gosipol por medio de una interfase
polar/apelar puede modificar el potencial electrostatice
produciendo cambios enzimidticos, © bien, en las propiedades
biolégicas de las membranas.

d) Accidn desacoplante del gosipol. Esta accidén se debe a gque
interactda con una afinidad extraordinaria con los sitios activos
de la membrana mitocondrial interna. El gosipol posee diferentes
propiedades que sugieren que la molécula actiia como un acar;eador
protdnico a través de la bicapa lipidica en la membrana mencionada
anteriormente. (21)

Todos los cambios inducidos por el gosipol en membranas
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pueden explicar los efectos de éste como desacoplante de la
fosforilacidn oxidativa mitocondrial, asimismo, puede ser el
responsable de los efectos inhibitorios de varios sistemas de
transporte celular {por ejemplo, transporte anidénico en
eritrocitos: Na* k' ATPasa).

Paralelamenﬁe; se ha demostrado que el gosipol interfiere en
una incompleta digestidén animal debido a que inhibe ciertas
enzimas gastricas. El pepsindgeno reacciona con el gosipol para
formar gosipol-pepsindgeno, un zimdgeno que no puede transformarse
a pepsina; para lograr la activacidn de é&sta Gltima es necesario
que el pepsindgeno separe un polipéptido de 41 aminoacidos, accién
que inhibe el gosipol pues reacciona .con los restos de 1lisina
pertenecientes a dicho precursor. Por medio de una digestidn acida
(0.03 M HC1l a 110°C; 40 h.) se identificaron los grupos & -
NH2 libres con gue interactud el gosipol, siendo estos: LyslB y
Lys3gg: 8u mecanismo de reaccidn, probablemente fue mediante bases

de Schiff. (6, 17, 42}
R R

|
G L

CH
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La inhibicidn completa de activacidén se lleva a cabo con
mezelas 2:1 y 3:1 nmolar de gosipol-pepsindgenc en presencia de
etanol al 10%; el papel de este iltimo es de Buma importancia
debido a que el cambio conformacional requerido por el zimdgeno se
realiza mas rapidamente en dicho solvente.

Las proteinas reaccionan con el gosipol en un sistema de dos
fases, como se sabe, &ste Gltimo es insoluble en agua mientras gue
las proteinas lo son en solventes organicos. Su interaccidn es
dependiente del pH, llevandose a cabo a un pH de 7 o menor, ya que
en soluciones alcalinas el gosipol es inestable. Estas condiciones
se comprobaron con albiimina bovina (BPA) gue contiene 47 restos de
lisina libres (10.48%). Debido a gue el gosipol posee dos grupos
carbonilos libres existe la posibilidad de gue uno, o ambos, estén
involucrados en la reaccidén gosipol-proteina. Si ambos grupos
interactian con los E-amino pertenecientes a la lisina pueden
presentarse las siguientes alternativas: a) Un enlace que
involucre una séla molécula de proteina, y b) Dos moléculas de
proteina unidas a una sdla de gosipol. Prédcticamente se presentan
ambos casos, las condiciones dependen de las concentraciones de
cada reactivo. Por lo general, el segundo caso se presenta a
concentraciones bajas de gosipol (6 x 1070 M - 8.8 x 107°M), a
concentraciones mayores de é&ste, se genera ia formacidn de:
dimeros, trimeros, tetrameros, etc. entre el gosipol y BPA. (46)

Bressani y colaboradores (1976) propusieron qQue la toxicidad
del gosipol posee efectos antifisiolégicos, los cuales no se
pueden explicar en base al nivel de la actividad metabdlica del
gosipol.

En el cuadro sindptico se puede apreciar que despué&s de haber
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ingerido el gosipol en dietas, durante varias semanas y a
concentraciones elevadas; las consecuencias de la toxicidad en el
organismo de la rata serian los siguientes: la penetracidn del
gosipel libre y total y su consecuente acumulacidn en la bilis,
donde el gosipol total se transforma a gosipol libre e
hidrolizado; parte de este gosipol es excretado mediante via fecal
el restante se deposita en diversos Srganos como: higado, rifién y
varios tejidos adiposos o a través de la sangre. En el higado baja
1a actividad del hierro debido a la formacibén de quelatos causando
anemia, la cual provoca una reduccidn en el transporte de oxigeno,
teniendo como consecuencias deficiencias cardiacas y pulmonares
por la obstruccion de vasos linfiticos y formacidn de quelatos.
Debido a que el gosipol se une con los grupos amino de la lisina
se produce una deficiencia en las proteinas, por lo cual baja el
nivel de este aminodcido, ocasionando pérdida de nitrdgeno en la
orina. La acumulacidén de estos dafios, la reduccidn en la sintesis
de proteina; provocan fallas en el corazdn, pulmdn, y finalmente,
llega a ocasionar la muerte.

La susceptibilidad del gosipol varia dependiendo de las
especies. Por ejemplo: entre ratones, conejos, perros, cerdos,
monos y ratas; los dos {iltimos parecen ser los mis tolerantes,
mientras gque perros y conejos los mas susceptibles., Este hecho

puede apreciarse en ¢l siguiente cuadro
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LD5° de gosipol (mg/Kg) en varias especies (dosis oral)

RATA RATON CONEJO AVES CERDO

2400 - 3340 500 - 950 350 - 600 280 - 300 550

1

;
El wmecanismo de toxicidad def gosipol se muestra en el

siguiente cuadro sindptico.

e

-
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ACCION FISIOLOGICA TOXICA DEL GOSIPOL

INTESTINO
Penetracidn de gosipol libre
y total
Bilis
Goslipol libre e hidrolizado Higado
Tejido
Rifidn
Gosipol
excretado

Reduccidn en la
J actividad del hierro
y

Gosipol excretado

SISTEMA

Bajo en hierro
sangre <

Bajo en lisina

Reduccidn de lisina

Reduccidén de hierrc

sintesis de proteina

Dafios en el higado

Reduccidn en la sin-
tesis proteica

Deficiencia proteica

Edema

MUERTE

Anemia

Reduccidn
en el trans-
porte de
oxigeno

Dafios en el
corazdn y
pulmén
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E) EFECTQ ANTIFERTILIZANTE

a) Pruebas clinicas con el gosipol

El efecto antifertilizante de esta sustancia se conocid por
primera ocasidn en una aldea de la provincia de JiangsG en la
Repiiblica Popular China. En dicha poblacidn el indice de natalidad
fue nulo a lo largo de 10 afios (1930 - 1940); sabiendo de antemano
que, la fertilidad de los habitantes de dicha villa en periocdos
priori y posteriori era normal. En dicha regién se utilizaba el
aceite de soya para propdsitos culinarios, sin embargo, debido a
razones eccndmicas e} uso del aceite crudo de semilla de algoddn
se incrementd; ante tal evidencia se propuso al gosipeol,
compuesto bioldgicamente activo de tal semilla, como la causa de
la antifertilidad presentada.

Posteriormente, en la provincia de Hubei, se confirmaron los
efectos antiespermatogénicos del aceite crudo de algoddn en ratas
y monos, desde entonces un sin niimero de cientificos han
investigado el principio activo de dicho Género. (1)

Investigaciones efectuadas en los afios 60's revelaron qu los
machos son mas susceptibles que las hembras al efecto
antifertilizante. A partir de 1972 se han estado llevando a cabo
estudios sobre este efecto, lugar y mecanismo de accidn,
.farmacocinética, toxicidad y pruebas clinicas, asi como estudios
sobre métodos de extraccidn y purificacién para conccer su efecto
antifertilizante.

Desde la década pasada mas de 10 000 hombres han sido
examinades, principalmente en China. Cada uno recibieron
diariamente dosis de 20 mg. hasta reducir considerablemente la

cuenta espermatica, lo cual @e consiguid dos meses después de



24

iniciado el tratamiento. Subsecuentemente se mantuvo la dosis con
75 a 100 mg, suministrados dos veces al mes. Entre los primeros 4
4 000 hombres tratados en periodos comprendidos entre 6 meses y 4
afios, el 99.8% presentd un marcado efecto antifertilizante, exento
de evidencias toxicoldgicas; cerca del 13% del total de los
pacientes sujetos a prueba padecieron efectos laterales comunes
como: ligera debilidad, resequedad oral, fatiga y diarrea, en los
primeros dias del tratamiento, el 3% sufrid disminucidn en su
apetito, mientras que, iqgual nimero presentd incremento de é&ste.
Los niveles espermidticos volvieron a la normalidad al cabo de
pocos meses después de suspendida la ingestidn del agente, Los
descendientes de pacientes tratados han nacido aparentemente
sanos., {1, 11, 26, 71)

Una vez realizados diferentes estudios toxicoldgicos al
gosipol, el nimero de voluntarios ascendidé considerablemente (8806
personas hasta 1980); la dosis Optima se estipuld en 20 mg/Kg/dia
durante 60 - 70 dias, seguido de 60 mg/semana. Después de 3 meses
el éxito antifertilizante fue de 99%. Aun ingiriendo dosis mayores
(60 - 70 mg/Kg/dia) los pacientes sufrieron cambios en las cuentas
espermiticas que, evidentemente presentaren necrospermia -y
azoospermia durante periodos mis prolongados. Por supuesto que la
mayoria de los sujetos recobraron la fertilidad una vez cesada la
ingesta del gosipol, aungue el 10% de los voluntarios mantuvo la
azoospermia por 6 meses, e incluso, hasta 4.5 afios post-régimen:
presentandose asi una ligera posibilidad de irreversibilidad. Es
importante mencionar que s8i 1la duracidn del tratamiento es
superior a los 2 afies, el porcentaje anteriormente citado puede

aumentar considerablemente. Agimismo, estudios histoldgicos
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cuantitativos de biopsias testiculares revelaron una latente
irreversibilidad espermatogénica siempre y cuando la ingesta del
aceite crudo de algoddn fuese excesiva. {1)

Entre todas las especies animales existen diferencias
considerables a la accidon antifertilizante del gosipol. Los
hamsters parecen ser los mds susceptibles a este efecto seguidos
de: ratas, monos y perros en orden decreciente, mientras gue,
conejos y ratones parecen ser menos sensibles.

Para comprobar tal susceptibilidad se ha detectado que
elevadas dosis de gosipol (gosipol &cido acético 20 mg/Kg/dia)
causa severos dafios en ratas tales como: degeneracidn tubular,
crecimiento corporal retardado, marcada reduccidn en la
concentracion de testosterona, involuciones en la prdstata,

vesicula seminal, asi como disturbancias gastrointestinales. (74)
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b) Diferentes dosis en animales superiores.

i) Ratas

La infertilidad en ratas se logra con dosis de 10 a 30
mg/Kg/dia suministrados de 3 a 10 semanas, la recuperacidén de la
fertilidad est3 relacionada con la dosis, normalmente ocurre de 3
a 12 semanas después de suspendido el suministro del gosipol.
Mientras gque, dosis de 7.5 mg/Kg/dia administrados durante
periodos de tiempe mas prolongados puede inducir el efecto
antifertilizante en ratas. Dosis de 3 mg/Kg/dia suministrados
durante una semana ho genera efecto alguno.

. Es dificil establecer una dosis minima eficaz, sin embargo,
con 5 mg/Kg/dia durante 6 semanas es casi un hecho el logro del
efecto antiespermatogénico, aunque suministrando 6 mg/Kg/dia a lo
largo de 5 semanas puede afirmarse que no presenta efecto alguno.
La susceptibilidad de las ratas hacia el gosipol presenta una
variacidn individula marcada; tratamientos largos pueden ocasionar
atropia completa en los tibulos seminiferos, siendo la esterilidad
consecuencia de esta condicién. (1, 3%, 76)

Esto puede esquematizarse en la siguiente tabla:
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D0S1S ORALES TOXICAS DE GOSIPOL EN RATAS

Dosis
{mg/Kg/dia)

Semanas

Manifestaciones

7.5

10

10

52

c12

12

26

Histologia normal de: corazdn, hi-
gado, rindn. Médula dsea y cuadro
sanguineo normales. Supresidn de -
fertilidad, apareamiento normal; -
afecciones al epitelio germinal -
sin degeneraciones severas. Célu--

las Leydig sin alteraciones.

Histologia de Organos normal; in--
fertilidad severa; apareamiento -

normal.

Pequefic incremento de xhglobulina,
aunque se normaliza después de su-
primida la incorporacidn del agen-
te. Necrosis focal de higado; his-
tologia del riiidn y corazdn normal.
Infertilidad severa, cé&lulas Leydig

sin alteraciones.

Médula 5sea y cuadro sanguineo --—
normales; histologia de 6rganos -
vitales normales. G6PDH, Gé6Pasa, -
ATPasa, AKPasa, ACPasa, RNA Y DNA
del rifidén sin alteraciones., Infer-
tilidad marcada, apareamiento nor-

mal,
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Dosis
(mg/Kg/dia}

Semanas

Manifestaciones

15

20

30

30

10

39

10

16

Histologia normal de corazén, pul
mén, rifidn, higado, bazo, estéma-
go e intestino delgado. Médula &-

sea normal.

Histologia hepdtica normal, aun--
que algunos animales mostraron li
geros cambios degenerativos en -
las células hepaticas e incremen-

to en la actividad de SDH.

S5in cambios en el peso corporal y
peso de las glandulas sexuales.

SDH y ATPasa testiculares e higa-
do normales. Infertilidad; epite-
lio germinal dafiado en algunos a-

nimales.

Sin cambios en el peso corporal y
peso de las glindulas sexuales.
Histologia normal de: corazdén, hi
gado, pulmdn, rifion y bazo. Infla
maciones ocasionales de diferen--
tes &rganos. Infertilidad desde -
la decimoquinta semana. Afeccidn
a epitelio germinal iniciada a -~
partir de la segunda semana.
Células Leydig sin alteracién vig
to bajo el microscopio electrdni-

co.
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ii) Perros y conejos

La susceptibilidad de los perros al efecto antifertilizante
es menor, pues dosis que son tOxicas para otros animales pueden
mids o menos inhibir la espermatogénesis.' En conejos, el gosipol no
induce infertilidad, 10 mg/kg/dia administrados durante l4 semanas
afectaron la concentracidn espermitica y motilidad en 1la
eyaculacidn, sin embargo, conejos hembras inseminadas con
espermatozoides de machos bajo tratamiente fueron fecundadas sin
diferencias significativas comparadas c¢on el control. Al
aumentarse la administracidén de gosipol a razdn de 10 mg/Kg/dia
durante 77 a 250 dlas, los animales no presentaron cambios
significativos en la motilidad espermidrtica, morfologia y
cantidad, no obstante la muerte sobrevino debido al efecto téxico
generado por el gosipol, esto significa gue: higado, pulmones y
tracto gastrointestinal son sitios de accidn primarios de este
compuesto en conejos. {68, 78).

Esto puede esquematizarse en las siguientes tablas:
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TABLA 3. DOS1S ORALES TOXICAS DE GOSIPOL EN CONEJOS

Dosis

Manifestaciones

(mg/Kg/dia) pias
16 14 - 140
8o 8 - 17
40 23— 15
20 35 - 84
10 77 - 250

Cuadro sanguineo normal, bradicar--
dia en algunes animales. El 60% de

los animales murieron.

Pérdida de apetito y peso, disnea,

par3lisis corporal parcial, colapso.
Muerte después de 8 - 17 dias de i-
niciada la dosis. Autopsia: conges-
tién hepdtica y pulmonar, Fertili=-=-
dad y semen espermatico normales po

co antes de la muerte,

Similar al anterior. Muerte después
de 23 a 35 dias de iniciada la do--
sis.

Similar al anterior. Muerte después
de 35 a 84 dias de iniciada la do-—-
sis.

Similar al anterior. Muerte después
de 77 a 250 dias de iniciada la do-

sis.
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DOS1S ORALES TOXICAS DE GOSIPOL EN PERROS.
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Dosis
(mg/Kg/dia)

N2. de
animales

Manifestaciones

1.5

3.0

3.0

Dias
60 ~ 141
51 - 64
18 - 28

4

Pérdida de apetito y peso, debi
lidad, diarrea, disnea. Repenti
na muerte de todos los animales
de 60 a 141 dias de iniciado el
tratamiento. Autopsia: dilata--
cién cardiaca, edema, lisis y -
atropia del miocardio; conges--
tidén hepitica. Inflamacibn y de
generacidn de los tiibulos rena-
les. Congestidn pulmonar y ede-
ma. Causa de nmuerte: lesiones ;
cardiacas. Epitelio germinal: -

ligera afeccion.

Similar al anterior, exceptuan-
do al higado gue presenta dege-
neracidén lipidica: epitelio ger

minal ligeramente dafiado.

Anorexia severa, pérdida de pe-
so, debilidad, niuseas, vémito,
diarrea, anemia, caquexia; muer
te de 18 a 28 dias después de i
niciado el tratamiento. Autop--
sias similar al anterior, excep
tuando al higado que presenta -
degeneracidn lipidica, asi como
necrosis. Causa de muerte: ca--

quexia, Alteraciones en epite--
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Dosis

{mg/Kg/dia) bias

N2, de
animales

Manifestaciones

3.0 ~ 18- - 28

1.0 129-130

10757307725 = 131

12

Anorexia severa, pérdida de pe-
so, debilidad, nauseas, vomito,
diarrea, anemia, caquexia; muer
te de 18 a 28 dias después de i
niciado el tratamiento. Autop--
sia: similar al anterior, excep
tuando al higado que presenta -
moderada degeneracidn lipidica,
asi como necrosis. Causa de -
muerte: caquexia. Alteraciones

en epitelio germinal: ligero a

moderado.

Anorexia, pérdida de peso, debi
lidad, taguicardia. Muerte re--
pentina después de 129 y 130 -
dias después de iniciada la do-
sis. Autopsia: miocarditis y en

docarditis.

Un perro murié en el dia 73 de
iniciado el tratamiento. Mani--
festaciones similares al ante--
rior.

Anorexia, vémito, diarrea, debi
lidad, braquicardia. Algunos pe
rros murieron en los dias: 25,
43, 60, 63 y 131 de iniciada la
dosis. Autopsia: dilatacidn cag

diaca e hipertropia, endocardi-
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Dosis
(mg/Kg/dia)

pias

Ne, de
animales

Manifestaciones

1.0

1.0 - 3;0

129 - 130

73

25 < 131

12

lio germinal: ligero a modera-

do.

Anorexia, pérdida de peso, de-
bilidad, tagquicardia. Muerte -
repentina después de 129 y 130
dias después de iniciada la do
sis. Autopsia: miocarditis y -
endocarditis.

Un perro murid en el dia 73 de
iniciado el tratamiento. Mani-
festaciones similares al ante-

rior.

Anorexia, vomito, diarrea, de-
bilidad, bradicardia. Algunos
perros murieron en los dias: -
25, 43, 60, 63 y 131 de inicia
da la dosis. Autopsia: dilata-
cidn cardiaca e hipertropia,
endocarditis, congestidn de ri
fidn y bazo; degeneracidn lipi-
dica y necrosis hepatica, ede-
ma y hemorragia pulmonar. Inhi
bicidn espermatogénica: no --

obvia.
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iii) Monos

Los monos son moderadamente susceptibles al efecto
antiespermatogénico del gosipol, esto es, monos rhesus al ser
tratados con dosis de 4 mg/Kg/dia durante 2 afios, la
espermatogénesis fue completamente inhibida en 2 de 3 animales, en
el tercer animal algunas espermatidas y espermatozoides Ffueron
encontrados en los tiibulos seminiferos. Asimismo, se ha comprobado
que el gosipol inhibe la motilidad espermdtica en rhesus,
resultado de la unién del agente en el espermatozoide de una
manera irreversible; esta interaccidén esta relacionada con la
inhibicidn glicolitica y dependerd, desde luego, de la cantidad de
espermatozoides y concentracidn de gosipol administrado. (61)

En monos Cynomolgus tratados con 10 mg/Kg/dia durante 6 meses
presentaron una disminucidn significativa en 1la concentracidn
espermatica, asi como alteraciones en su motilidad. Analisis
efectuados al semen eyaculado demostraron que no hubo variaciones
considerables en los niveles plasmiticos, hormona luteinizante,
testosterona y células Leydig. (36), Graficas 3 y 4.

Asimismo se esquematiza en la tabla 5
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36

[contron]
L¥5 wa/Kg/dfs;
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TABLA 5. DOSIS ORALES TOXICAS DE GOSIPOL EN MONOS.

Dosis Ne. de

(mg/Kg/dia) MEBES L iiales Manifestaciones

1 -2 14 3 Funcidn renal, histolecgia de co-~
razdn y riidn, LDR y ATPasa re--
nal normales. Cambios hepdticos
ultraestructurales temporales.
(Distensidn del reticulc endo --
plasmdtico, incremento de lisosg
mas ).

4.0 24 3 Plasma: Na, K, Mg, Cl, creatini-
na Y LDH normales. Na, K, Mg, Cl,
creatinina, LDH y AKP urinarios
normales. X celular normal, incre
mento Na celular. Miocardio: con
gestién ligera, disminucidn de
LDH-1,2, aumento de LDH-3,4,5. -
ATPasa sin alteracidn. SDH sin -
cambio o con ligero incremento.
Ultraestructura esencialmente -
normal.

Higado: ligera distensidn; vacup
lizacidn parcial en la zona cen-
tral del lébulo. Cambios ultraes
tructurales temporales (disten--
s5ién y vacuolizacidn del reticule
endoplasmatico, aumento de liso-
somas, disminucidn de ribosomas,
dafios mitocondriales)} LDH, G6PDH,

ATPasa y RNA sin cambios.
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Dosis
{mg/Kg/dia)

Meses

NE. de
animales

Manifestaciones

+ 5 =~ 10

Rifidn: inflamacidn de los tu-
bulos proximales; alteracio--
nes motocondriales; disminu--
cidn de ATPasa y ACPasa; gré-
nulos yuxtaglomerulares y -
G6PDH sin cambios. Histolegia
de: bazo, estdémago, intestinc
y suprerrenales normales. Epi
telio germinal marcadamente -
dafiado en 2 animales, aunque
en el tercerc unas cuantas eg
permdtidas y espermatozoides
se mantuvieren presentes,
Miocardio estriado com ocasio
nal inflamaecidn y acidocito--
sis. Higado: ligera inflama--~
cidn, infiltracidn lipidica,
inflamacidn focal y acidocito
sis. Asimismo inflamacidn del
tibulo renal.

Efectos laterales sin conside
raciones clinico - patoldgi--~
cas. Disminucidn en la cuenta
espermitica asi come en la mo

tilidad.
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iv) Humanos.

Dosis continuas de gosipol suministradas a hombres generan
células exfoliadas en el semen humanc, principalmente en las fases
intermedia y terminal de las espermitidas. Asismismo se detectaron
pequefias cantidades de células dobles y multinucleadas al término
del primer mes, seguido por un incremento gradual de
espermatocitos y espermatogonias primarias. Después del quinto
mes, el semen presentd amplias variaciones individuales. En
general, tres aspectos pueden diferenciarse:

a) Semen carente de células.

b} Semen con predominio de espermatidas.

c} Semen con predominio de espermatocitos.

El primer punto se acentiia cuando el tratamiento se extiende
por largos pericdos.

con respecto al segundo aspecto, las espermatogonias y
espermatocitos mantuvieron su capacidad de divisidn dando lugar
con esto a la formacidén de un incesante nimero de nuevas
espermatidas.

La actividad normal del epididimo es prerrequisito para una
maduracidn y motilidad adecuadas del espermatozoide, y este sitio
parece mas especifico y susceptible en ratas gue para cualguier
otro animal, por tanto, alteraciones en esta regidn generan
cambios bioguimicos significativos tales como: disminucidén de la
secresidn de inositol y carnitina, cambios ultraestructurales en
las celulas epiteliales con pinocitosis (engolfado de materiales
externos sdlidos y liguidos, respectivamente, por parte de la

membrana celular) generada por una vacuolizacidn del citoplasma
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ocasionando alteraciones como: ruptura de caudas y cabezas
espermidticas, defectos flagelares, pérdida de la membrana celular,
cabezas de espermatozoides deformadas, etc. (1, 2, 14, 78}

¢) Sitios y mecanismos de accidn.

Muchos investigadores han postulado que las células
mitocondriales espermaticas son el sitio de accion del gosipol,
puesto gue la presencia de este agente inhibe la actividad de las
enzimas Na-K-ATPasa y lactato deshidrogenasa X (LDH X), la primera
estd relacionada con el efecto hipocalé&mico mientras gque la
segunda puede ocasionar antifertilidad. Ambas enzimas se
encuentran en la mitocondria, indicando que este es un sitic
preponderante de la accidn del gosipol, también se ha demostrado
gue este agente puede inhibir otras enzimas mitocondriales como
piruvato deshidrogenasa.

i) Inhibicidn de lactato deshidrogenasa.

Gran cantidad de lactato deshidrogenasas son encontradas a lo
largo del cuerpo, diversas isozimas originadas por una asociacidn
de distintos polipétidos forman mol@culas gue poseen propiedades:
fisicas, quimicas y cataliticas. El1 gosipol posee un efecto
inhibitorio sobre cada una de ellas.

El efecto inhibitorio mds grande del gosipol es sobre la
enzima lactato deshidrogenasa isozima X o C4 {E.C. 1.1.1.27) que
juega un papel importantisimo en el metabolismo espermitico y
ademds se encuentra exclusivamente en las células gametogénicas de
testiculos mamiferos.

Ei gosipol en un inhibidor competitivo de un cofactor
necesario para la actividgd enzimidtica ocasionando asi gue la

produccién espermatogénica sea inhibida,
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La isozima lactato deshidrogenasa X (LDH X) estd asociada con
las células espermatogénicas, y su gran afinidad hacia el gosipol
se debe a gque posee largas cadenas de ¥-cetoicidos como lactato y
piruvato. Esta isozima esta integrada en un sistema de
transferencia de | del citosol hacia la mitocondria,
consecuentemente parece que la LDH X estd relacionada con el
procesoc metabdlico que provee de energia para la motildad y
supervivencia del espermatozoide. (23, 25, 65, 71)

Las ratas posee principalmente 3 lactato deshidrogenasas
predominantes: LDH X, LDH A4 y LDH 54. siendo 1la primera
testicular mientras que las restantes somdticas. En total existen
32 residuos diferente entre dichas enzimas, algunos de ellos por

citarlos son:

POSICION ISOZIMA’ RESIDUC
LDH X Alanina
28 LDH 54 Glutamina
LDH A, Acido aspartico

Estos cambios pueden ser, parcialmente, los responsables de
las diferentes cinéticas entre estas enzimas. Por ejemplo, la
posible sustitucién de glicina en la posicidn 27 por arginina
puede explicar la actividad catalitica del LDH X para que actie
como coenzima el NADP. (7, 44)

La isozima LDH X es hidrofdbica debido a los aminodcidos que
posee, principalmente, en sus sitios activos, tales como:
metionina en la posicidén 98 {reemplaza a la glutamina en LOH A, y
LDH B,) y glutamina en la posicidén 102 (sustituye al &cido
glutamico en las isozimas somiticas). El aumento de hidrofobicidad
en dichos sitios explica el comportamiente especifico de esta

enzima testicular. Debido a estas propiedades, el gosipol puede
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formar facilmente complejos, esto aclara por qué la LDH X es la
mis susceptible de las 3 isozimas a la inhibicidn causada por
dicho agente. Es importante citar gque el gosipol también puede
inhibir la actividad de otras enzimas, tales como: glutatidn-
S-transferasa, malato deshidrogenasa, deshidrogenasa succinica,
citocromo oxidasa y xantina oxidasa. (7)

Es un hecho que el efecto del gosipol sobre las
oxidorreductasas es energético, pues el microorganismo Téxganosoma
cruzi, pardsito portador de la enfermedad del Changas, al
incubarlo durante 5 minutos en una suspensidn 100 ;LM de gosipol
su motilidad fue inhibida completamente. Mientras gque, a bajas
concentraciones (0.01 }LM) el crecimiento de dicho microorganismo
se reduce significativamente. (25, 44)

El efecto cinético inhibitorio del gosipol hacia LDH X varia
de una especie a otra. Por ejemplo, la inhibicidn de dicha enzima
en hamsters y humanos fue competitiva con respecto a NADH. Esto
sugiere que el gosipol puede unirse al LbH X sin afectarse el
complejo enzima-sustrate. Sin embargo, la posibilidad de que dicha
inhibicidn sea reversible fue latente debido a la disminucidn de
la velocidad maxima (Visx!- Por otro lado, la LDH X procedente del
testiculo de hamster presentd una inhibicidn no competitiva-
competitiva con respecto al W-cetobutirato, lo cual indica que el
‘gosipol se une a la enzima con el sitio activo compitiendo asi con
el complejo enzima-sustratoc también formado. En cambio, la
inhibicidn de LDH X testicular humano fue competitivo con respecto
al ™ -hidroxidcido citado, sugiriendo asi gue el gosipol compite
con el sustrato por el sitio activeo. (23, 25, 33, 37, 61, 71).

Graf., s
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ii) Inhibicién de otras enzimas.

La inhibicidn de LDH X origina efectos directos e indirectos,
con respecto a los primeros, el gosipol a concentraciones tan

5 M genera la disminucidn del nivel

bajas como 5.6 x 10~
intracelular de ATP ocasionado por la interrupcidn de la
glicdlisis, aportadora de ATP necesario para la motilidad
espermitica. Sin embargo la severa inhibicidn de esta ruta
metabSlica causada por el gosipol puede compensarse en el
espermatozoide por medio de la reduccidn de adenina nucledtido
{NADH).

El efecto indirecto del gosipal sobre la glicdlisis
espermdtica es la inhibicidn de ciertas enzimas intermediarias en
esta ruta. E1l gosipol reduce los niveles de: fructosa

l,6-difosfato, dihidroxiacetona fosfato Y. posiblemente,

gliceraldehido 3-fosfato.
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Grafica 5. Efecto del gosipol sobre la enzima LDH-X tes-
ticular in vitro. El agente fue preincubado con citosol testi-
cular durante 15 minutos antes de la adicidn de sustratos.
concentraciones de estos Gltimos fueron:

Las
1 mmol K -cetobutira-
to/l y 0.17 mmol NADH/1l para hamsters, hombres y conejos; 4.1
mmol ©K -cetobutirato y 0.17 mmol NADH/L.
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Estos tres compuestos intermedios se encuentran en constante
equilibrio,‘ su reduccién provoca la inactivacidn de la enzima
gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.12)., oOtra
explicacién acerca de la disminucidn de estos 3 intermediarios es
la posible activacion - de 1la enzima ~glicerofosfato
deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.8) debido al NADH acumulado por el
efecto primario del gosipol (disminucidn del nivel intracelular de
ATP). Alternativamente, la fosforilacidn de la fructosa 6-fosfato
puede ser insuficiente debide a la disminucidn en los niveles de
ATP. (45, 60, 61, 70, 73). ver grafica 6

El adenosin trifosfato (ATP) es una fuente energética
sintetizada Yy utilizada continuamente para la motildad
espermatica. En condiciones normales del 70 al B80% del ATP es
requerido para esta actividad, mientras gue el 30% restante es
empleado en otros procesos f[isioldgicos.

La motilidad espermitica es el resultado de sucesivos
movimientos flagelares de contraccidn y extensidn. Un flagelo es
una estructura interna gue contiene un axonema con peguefios
filamentos a lo largo de su estructura.

Parece que el efecto inhibitorico en la actividad ciliar se
genera por  la interaccién de la dineina (ATPasa del axonema
flagelar y encargada de convertir la energia gquimica a mecanhica)
con el gosipol. (28, 54, 80). ver grificas 7 y 8.

El contenido de ATP es esencialmente estable a

concentraciones de 1.8 x .I.!:l-5

M del agente; manifiesta ligeras
afecciones a 5.6 x 10_5 ¥, mientras que, la presencia de gosipol a
10"4 M produce la inhibicidn completa de dichos axonemas.

Al pasar el espermatozoide a través del epididimo se llevan a
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Gréfica 7. Efecto en el incremsnto de gosipol entre e motil{ded rmdtice
humenocs

s
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cabo cambios ‘en la superficie celular, membrana plasmatica y
citoplasma. Las lesiones generadas por el gosipol en el
espermatozoide son especificas, esto es, aparentemente la regién
nuclear y acrosomal no presentaron cambios, mientras que, en la
zona caudal se llevaron a cabo alteraciones considerables, tales
como, evaginaciones y subsecuentes dislocaciones de las fibras
axiales ocasionadas, probablemente, por la interaccidén del gosipol
durante el transporte epididimal. La existencia de un polipéptido
asociado con 1la fracciébn queratinosa caudal del espermatozoide
formado por enlaces disulfuro, es donde, probablemente actiia el
agente alterando estructuralmente la fraccidén proteica y, por
consiguiente, su desarrollo morfoldgico y de maduracidn.

El zinc juega un papel importante en la formacidn de enlaces
disulfuro, por tante, su quelacidn por parte del gosipol puede
generar los cambios anteriormente mencionados,

Los cambios morfoldgicos dependen de la duracidén del
tratamiento; dosis prolongadas (20 mg/Kg/dia durante un mes)
interfieren en la motilidad espermatica, mientras que, al noveno
dia de iniciado el tratamiento solamente se indujeron lesiones
espermaticas a nivel mitocondrial. Ambas alteraciocnes son
reversibles. (14, 49, 50)

d) Efecto hipocalémico.

La paralisis hipocalémica es un efecto lateral frecuente
ocasionadoc por el gosipol, pues el 0.75% de los sujetos en
tratamiento (mencionado en la parte inicial de este capituleo) lo
presentaron, por lo que se constituye como el principal obstaculo
para aplicarlo como agente antifertilizante. El cuadre clinico del
sindrome hipocalé@mico es el siguiente: fatiga, debilidad muscular
iniciada por las extremidades inferiores extendiéndose

gradualmente hacia las superiores, aunque sin afectar los miisculos
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respiratorios.

Qian (1975) demostrd que el gosipol disminuye el contenido de
potasio en el miocardio del conejo. Posteriormente, se descubrid
gue dicho agente reduce la concentracidn intracelular del k" en
ratas alimentadas con dietas pobres en dicho ion. Andlogamente,
este fendmeno se presentd en los humanos; analizando esto, se
puede concluir que la pardlisis hipocalémica_ de los individuos
bajo tratamiento no es una coexistencia casual de diagnbstico
desconocido, sino que estd relacionado con la administracidon del
gosipol. Este mismo investigador (1%79) sugirid que el agente
inhibe la actividad de la enzima Na-K-ATPasa o algin otro sistema
enzimdtico Mg-dependiente asociado con el metabolismo energético.
Esta hipdtesis estd basada en les siguientes hechos:

1) La deplecidn del potasio causada por el gosipol puede
invertirse por la accidn del ion magnesio, que es cofactor para la
enzima Na-K-ATPasa.

2} E} gosipol actia sobre el metabolismo del potasio de ratas
y humanos siempre y cuando presenten una baja ingesta de dicho
ion, ya que la Na-K~-ATPasa es mds susceptible a inhibidores
especificos a estas condiciones.

El gosipol inhibe la actividad renal de esta enzima en
puercos de guinea alimentados con dietas relativamente bajas en
potasio, 1la incorporacidn de este ion a la dieta, puede suspender
dicha inhibicién. Proporcionando dietas mnormales antifertilizantes
a; ratas, puercos de guinea, conejos y monos el efecto de la
actividad de Na-K-ATPasa no es significativa. Las dosis
prolongadas inhiben la accidén de dicha enzima en ratas y puercos
de guinea, ademds en estos Ultimos 1la actividad de la Na-K-

ATPasa del misculo esquelético también se ve afectada.
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La enzima Na-K-ATPasa es la responsable del mantenimiento
adecuado del jon K intracelular, la inhibicidn de esta conduce
inevitablemente a una disminucién en la concentracidn de tal ion,
pérdida renal de potasio y deplecidn corporal de éste. Esto se
comprobd con la excresidn urinaria de (‘ZK) la cual se incrementd
en ciertas fases con la administracidon del isdtopo.

Por otra parte hay factores gue afectan la distribucidn del
potasio a nivel celular, entre ellos estdn: concentracidn de iones
hidrogeno, insulina, aldosterona y catecolaminas.

No se considera gue los cambios en la concentracidn de iones
hidrdgeno actilen en la disminucién de la concentracidén de potasio
puesto que, el pH del plasma se mantiene estable. Es también
improbable gue el efecto hipocalémice causado por el gosipol sea
generado por la insulina ya que en tal accidén no existen cambios
en la concentracién plasmitica de glucosa. Las catecolaminas
afectan la distribucion de potasio a través de la estimulacidn de

’a-adrené:gica generando asi la hipocalemia, aunque esta no es la
inica responsable para causar el efecto. Por otro 1lado, la
aldosterona que posee una importante actividad en el transporte de
electrdlitos extrarenalmente; es posible que el gosipol estimule
la separacidn de la aldosterona o gque tenga una accidén parecida a
esta. Por tanto, el efecto hipocalémico del gosipol puede
explicarse debido a la gran actividad de la aldosterona, que si es
elevada puede incrementar la excresidn urinaria del potasio.

La mayoria de los individuos sujetos a dietas con gosipol no
presentaron hipocalemia, siendo la concentracién de potasio
normal. Intentos para producir hipocalemia no han resultado

satisfactorios., En ratas, el gosipol no afecta significativamente
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en la excresidn fecal y urinaria del potasio,

Los lnicos dos casos en gue se ha inducido una hipocalemia
crénica por parte del gosipol ha sido en Jiangsid, provincia de
China. Qian (1981) postuld un mecanismo para explicar el
desarrollo de hipocalemia crdnica inducida por el gosipol. Este
agente inicia una secuencia de eventos, incluyendo la inhibicidn
de Na-K-ATPasa, responsable del transporte intracelular del
potasio, asi como de la pérdida del potasio renal. La eficiencia
de este ion podria aumentar la biosintesis «renal de la
prostaglandina E,(PGE) generando asi una pérdida considerable del
potasio renal. Es evidente la formacidn de un ciclo, en el cual es
interesante mencionar que, tanto la PGE y el nivel intracelular de
potasio, inhiben la actividad enzimatica de Na-K-ATPasa y gue el
gosipol puede, por simismo, estimular la biosintesis de la
prostaglandina. Después de todas estas relaciones, el ciclo

causante del efecto hipocalémico es el siguiente:

GOSIPOL

INHIBICLON DE LA Na-K-ATPasa

PERDIDA RENAL DE POTASIO

BIOSINTESIS DE PGE €——————————=— HIPOCALEMIA

El ciclo continua aun después de suspendida la ingestidn del
gosipol. La adicidén de indometazina puede bloguear el ciclo

interrumpiendo la biosintesis de la prostaglandina. {1, 27, 69)
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e) Accidén en el plasma seminal.

Se ha demostrado experimentalmente que le gosipol (1.5 x 10'5
M) inhibe la actividad potencial de la proteinasa acida (en su
forma proenzimidtica) del plasma seminal humano.

La importancia fisioldgica de este hecho es incierta, pues
esta proteinasa requiere para su activacidn y accidén un medio
acido. Por tanto, es dificil que esta enzima juegue un papel
importante durande la fertilizacidn, El pH vaginal normal es de
3.5 a 4.3, pero ascenderd en cuestidn de segundos con la
deposicidén del semen (7.2 a 7.8). La accidn mis probable de 1la
proteinasa &cida del plasma seminal es la posible utilizacidn de
remanencias de la eyaculacidn después de efectuada la interaccidn
anteriormente mencionada, esto es, cuando el pH vaginal retorne a
sus condiciones iniciales. Si este fuera el caso, la inhibicibn
del gosipol interferiria el proceso de "limpieza" por lo gque
reacciones isoinmiinicas podrian presentarse. (43)

£) Inhibicidn de la ciclasa adenilato.

El adenin monofosfato ciclico (AMP) es el segundc mensajero
en importancia involucrado en diversos procesos metabdlicos de las
células eucaridticas. Niveles intracelulares de AMP ciclico son
controlados mediante la actividad de la ciclasa adenilato [ATP—
pirofosfato liasa (ciclizada), E.C. 4.6.1.1] .

El gosipol parece ser un inhibidor general de las enzimas
participantes en el metabolismo nucleotidico, estas enzimas
presentan propiedades estructurales comunes.

La inhibici®n generada es el resultado de una interaccidn
directa entre el gosipol y la subunidad catalitica de la enzima,
lo cual se demostrd con la enzima purificada extraida del

testiculo bovino.
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La inhibicidn es competitiva con respecto al ATP, ya que la
formacidon de 2,3 dialdehido-ATP demostrd tal hecho, pues esta
puede ser irreversible utilizando el reactivo NuCNBH3 como
reductor.

El gosipol parece gue penetra a la membrana mitocondrial para
inhibir a la enzima citada. El mecanismo guimico por el cual se
efectia esta interaccion todavia no se ha comprendido, eso si, la
formacidén de bases de Schiff se excluyen debido a la incapacidad
de irreversibilidad de la enzima. Asimismo, las posibles
interaccicones del gosipol con grupos sulfhidrilo o residuos de
arginina son descartadas, ya que ni el ditiotreitol ni el exceso
de arginina evitaron que le gosipol inhibiera tal enzima.

La importancia de este hecho estriba en que el gosipol afecta
la relacidn AMPc/GHPC, dicha anomalia puede inhibir: motilidad,
respiracidén y metabolismo del espermatozoide. (1, 24)

g) Inhibicidn de la ribonucledtido reductasa y su efecto_en

la sintesis de DNA.

La ribonucledtido reductasa en células de maniferos estd
compuesta por dos subunidades diferentes (M1 Y Mz). La actividad
de esta enzima aumenta durante la sintesis de DNA, Es posible
bloquear la accidn inhibitoria del gosipol sobre la ribonucledtido
reductasa utilizando una linea celular resistente a la
hidroxiurea, con esto, el incremento de la actividad enzimatica
fue evidente demostrando asi gue esta enzima es un blanco
intracelular latente para el gosipol.

La importancia de este hecho estriba en que los efectos
espermatogénicos del gosipol pueden atribuirsele a la inhibicidn
en 'la actividad de la ribonuclebtido reductasa, la cual es
esencial para la duplicacidn del material genético. (3)

Los efectos citotdxicos del gosipol han sido asociados con la
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inhibicidn irreversible de la sintesis de DNA. Para determinar la

causa de dichos efectos en cultivos celulares y aseverar en que
fases del ciclo celular% la susceptibilidad del gosipol es mayor.
Ovarios de hamsters chinos (HeLa) fueron expuestos a diferentes
concentraciones de gosipiol con intervalos de tiempo variados. La
presencia de gosipol (iJ ng‘/ml.) en la etapa de crecimiento
inicial (Gl) no inhibid la progresién a la fase intermedia (S},
pero a partir de esta el efecto inhibitorio del agente se hizo
presente, pues la mayoria de las células no fue capaz de
completar la duplicacidn (ciclo mitdtico). Este hecho se manifes-
td cuando la concentracidn del gosipol celular era elevada, o
bien, por exposiciones prolongadas. (22)

h)_Efectos citotoxicos diferenciales. Accion antitumoral.

Recientes investigaciones han revelado gue el gosipol puede
utilizarse como agente antitumoral, ya que este tipo de c&lulas
son susceptibles a la accidn de este compuesto.

La siguiente tabla explica lo anterior.

TIPO DE CELULA SUSCEPTIBILIDAD AL GOSIPOL
Fibroblastos embridnicecs pulmonares 10 }LM
Adenocarcinoma mamario 10 )LM
Eritroleucemia 10 }LM
Melanoma {WM56) 1o )AM y 5 }AM
Carcinoma del colon (SK407) o pe y s Mem
Carcinoma del colon{Skl1id4) 10 )LM y 5 }J.M
Carcinoma del colon{Sillls) 10 }LM y S }AM
Melanoma (WM9) 5 3]

Melanoma (WM164) 5 )1M

1 Segin Pucle y Stefen (1963) el ciclo celular se clasificd en

base a su morfologia en las siguientes fases: Gl' SyG 9-
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El gosipol parece que actGa a través de un mecanismo que no
involucra la inhibicidén en 1la sintesis de DNA, puesto que
autoradigrafias de los cultivos bajo tratamiento durante 24 horas
demostraton gque con upna concentracidén de 10 )LM del agente, mas
del 90 por ciento de las cé@lulas habian sido destruidas, las pocas
sobre vivientes continuaron sintetizando DNA. Por consiguiente, es
probable que el gosipol realice su efecto inhibitorio a través de
alguna via metabblica celular.

Estudios preliminares demuestran gque las formas catidnicas de
la isozima LDH X son las responsables de este efecto, puesto gque
el gosipol pueden interactuar la produccidn de lactato a través de
la glicOlisis anaerdbica, blogueando asi la produccidn de energia.
(20)

Asimismo, los efectos citotdxicos del gosipol puede
prevenirse in vivo, debido a la presencia de proteinas
plasmaticas, hecho gque no ocurre en experimentos in wvitro.
Pacientes en tratamiento contraceptivo se les detectd gosipol
ligado a dichas proteinas, por consiguiente, el complejo formado
gosipol-proteina puede detoxificarse mis facilmente del organismo
que el agente en forma libre., Este hecho aclara, en parte, el por
gué existe una gran diferencia entre las dosis terapeiiticas y las
toéxicas del gosipol, (8, 29)

Por otra parte, el gosipol (10 }Lg/ml) puede sensibilizar
hipertérmicamente a las células ovaricas de hamsters chinosg
(HeLa). Esto es, al exponer tales células a 41°C. y 42°C. se
indujo una citotoxicidad significativa. La magnitud de dicha
potenciacidn dependid de: concentracidn de gosipol, pH del medio
de cultivo, concentracidn de glucosa, duracién del tratamiento,

etc.
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Si el gosipol desacopla la fosforilacidn oxidativa vy
glicdlisis ocasionard- un blogueo total en la produccién de ATP
generando asi células carentes de energia y, consecuentemente,
susceptibles al calor.

La importancia de este hecho estriba en la utilizacidn del
gosipol como agente antitumoral in vivo, esto es, generando un
microambiente alrededor de las células malignas inducido
hipertérmicamente con las condiciones ya mencionadas. (4)

i) Efectos esteroidogénicos.

El gosipol presenta un efecto inhibitorio directo sobre la
esteroidogénesis, esto es, con dosis de 10 mg/Kg/dia durante una
semana (suministrada intravenosamente) varios pasos de la ruta
biosintética de la testosterona pueden resultar bloqueados. El
gosipol puede inhibir a la enzima ciclasa adenilato, necesaria
para la formacién del AMP ciclico. Por consiguiente, sin este
mensajero la conversidén de pregnenolona a testosterona se ve
seriamente afectado reduciéndose dramiticamente los niveles
plasmiticos de esta hormona. Esta disminucidn puede explicar, en
parte, el efecto antifertilizante del gosipol. (34, 53, 59, 77)

La espermatogénesis depende de los andrdgenos testiculares,
esto se comprobd con la degeneracidén de las fases VII y VIII en el
ciclo del epitelio seminifefo gue son, particularmente, andrdgeno-
dependientes.

Para lograr el efecto anteriormente citado es necesario
administrar dosis prolongadas. Ratas tratadas con dosis de 30
mg/Kgsdia durante 45 dias presentaron niveles plasmiticos bajos en
testosterona, 74% 12 ng/100 ml.,siendo que, normalmente poseen 408

Y 80 ng/100 ml. (41, 48, 51, 62)
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Dietas elaboradas con harina de algoddn (25, 35 y 50%)
generan cambios en la produccidn testicular de la testosterona. El
contenido de intermediarios y precursores en la biosintesis de
esta hormona fueron disminuidos significativamente. Las
concentraciones de pregnenolona, primer precursor de la ruta
esteroidogénica, y progesterona descendieron el triple y el doble
con respecto a concentracién normal (21.5 y 1%9.3 pg/mg. de
proteina respectivamente). Otros compuestos que forman parte de la
ruta esteroidogénica también se vieron afectados por la accidn de
la dieta tales como: 17 hidroxipregnenolona Yy
dehidroepiandrosterona. Durante el periodo post-régimen, el grupo
tratado con dieta al 35% recobrd integramente sus niveles normales
después de 3 semanas, en cambio, el grupo sujeto con dieta al 50%
no los recobraron después de 6 semanas de suspendido el
tratamiento.

Esto comprueba gue los contenidos testiculares y niveles
plasmaticos estercidales pueden verse afectados por el gosipel,
dependiendo desde luego de su concentracidn y tipo de

administracidon. (64, 66)
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CONCLUSIONES

El gosipol, componente de la semilla de algoddn, es un agente
antiespermatogénico efectivo para humanos y algunos animales, pues
varia dependiendo de la naturaleza de cada especie. Perros y
conejos son muy susceptibles al efecto téxico pero escasamente a
la accién antifertilizante., En cambio, humanos y ratas manifiestan
un efecto antifertilizante con dosis ordinarias (20 mg/Kg/dia
durante 1 mes); su prolongacién puede generar aspectos tdxicos de
consideracidn.

El gosipol desacopla la fosforilacidn oxidativa reduciendo la
produccidn de ATP, especificamente a nivel mitocondrial
espermitico. El efecto antifertilizante ocasionado por el agente
se debe a la interaccidn e inhibicién de la enzima LDH X, esencial
en la motilidad espermdtica. Andlogamente, el gosipol inhibe la
actividad enzimiatica de Na-K-ATPasa provocando hipocalemia,

Debido a su elevada reactividad, el gosipol puede interactuar
con un sin nimero de enzimas, proteinas, carbohidratos, etc.
presentes en el organismo, algunos de ellos son: acrosina
espermitica, proacrosina, NAD-isocitrato, deshidrogenasas,
pepsina, albimina, succinil-CoA sintetasa, adenilato ciclasa,
entre otras.

Prasad y Diczfaluzy (1983)(1} describieron: “El
descubrimiento y demostracién del efecto antifertilizante del
gosipol marca un importante hallazgo en la investigacidn de
antiespermatogénicos.... Hasta ahora, el gosipol es el {nico
agente utilizado clinicamente en gran escala durante esta década".
Estas palabras reflejan apropiadamente el criterio de la mayoria
de los investigadores en este campo. Sin embargo, en el aspecto
toxicoldgico es importante ratificar alqunos puntos cuestionables

de investigacidn futura:
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L. Hipocalemia: examinar los factores que contribuyen a tal
efecto, prevenir su manifestacidn, mecanismo de desarrollo, etc.

2. Irreversibilidad: examinar los factores que contribuyen a
tal efecto, grado de deteccidn para la es;e:ilidad inminente, etc.

3. Distribucidn toxicoldyica general:; efectos en el sistema
enddcrine, higado, corazdn y rifidn; estudios carcinogénices
vitalicios.

4. Estudios sobre el mecanismo(s) de accidn. éstos estudios
puede ser de utilidad en el desarrollo de compuestos anilogos al
gosipol, siempre y cuando demuestren efectos antifertilizantes

satisfactorios con efectos tdxicos minimos.
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