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TITULO 

Efecto del gosipol sobre la actividad fagocítica de 

macrofagos peritoneales (MP) de gérbiles de Mongolia 

in vitro. 



INTRODUCCION 

En los mamíferos existen mecanismos de defensa específicos e 

inespecíficos contra agentes patógenos. Entre los mecanismos 

específicos se cuenta con la inmunidad humoral y celular en la que 

intervienen los linfocitos B y T respectivamente . 

La piel y anexos (uñas, pelo, etc)., mucosas, sistema de 

complemento e interferones, así corno la fagocitosis son mecanismos 

inespecíficos 1 • 2 

El proceso de fagocitosis es complejo y se realiza en varias 

etapas: Quimiotaxis, opsonización, adherencia, ingestión, muerte 

celular. 



QUIMIOTAXIS 

Es la capacidad que presentan las células fagocíticas para 

migrar hacia un estímulo, o sitio de lesión como respuesta a un 

gradiente de sustancias quimiotácticas como fracciones del sistema 

de complemento (CS), productos bacterianos, anticuerpos, 

etc.3,4,5. Los linfocitos B y T secretan sustancias 

quimiotácticas específicas para macrófagos, como el factor 

acti vador de macrófagos y otras que se liberan en el proceso 

inflamatorio que tienen la capacidad de incrementar la velocidad de 

migración de los polimorfonucleares (PMN) y macrófagos 4 . 

OPSONIZACION 

Los factores séricos naturales llamados opsoninas, son 

anticuerpos, principalmente inmunoglobulinas (Ig) de la clase IgG1, 

IgG3, y el tercer componente del complemento (C3), estos se 

encargan de recubrir la partícula que ha de ser fagocitada y 

modifican las paredes microbianas, lo que permite una mejor 

ingestión por la célula fagocítica6, 7 ,8. 

2 



3 
ADHERENCIA 

En esta etapa se presenta la interacción de la partícula o 

agente con el fagocito en presencia o no de opsoninas9, 10 , 11 . 

INGESTION 

La partícula adherida al fagocito es incorporada por medio de 

la emisión de pseudópodos (prolongaciones de la membrana) para 

englobar a la partícula por fagocitar y formar el fagosoma5' 7, 12 , 13 . 

DIGESTION Y MUERTE CELULAR 

Después de ser ingerido el agente o partícula, los lisosomas 

se dirigen hacia la membrana del fagosoma. Las enzimas lisosomales 

son vertidas al interior del fafosoma y entran en contacto con los 

agentes fagocitados e inducen su lisis. 

Las células efectoras del proceso fagocítico son los 

leucocitos polimorfonucleares neutrofilos PMN y los macrófagos. 

Los (PMN) se producen en médula ósea y son los granulocitos más 

abundantes, su función principal es la fagocitosis. 
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Por su parte los macrófagos tienen como precursores a los 

monocitos sanguíneos que se producen también en médula ósea 14 , 15 

(Tabla 1 ). Los monocitos migran y se depositan en todos los tejidos 

del organismo16, 17 . 

Los estudios pioneros de fagocitosis fueron hechos por el ruso 

Elie Metchnikoff en 1883, quien observó que varias especies de 

invertebrados marinos tenían la presencia de células que contaban 

con movimiento de tipo ameboide, con la capacidad de ingerir y 

destruír partículas o microorganismos . En ello radicaba su defensa 

fundamental 18 , 19 , 20 

La vida media de los PMN es aproximadamente de 12 horas, miden 

de 8-12 micras de diimetro, contienen numerosas enzimas en sus 

lisosomas, entre las que se encuentran la mieloperoxidasa (MPO) y 

la lisozima que tiene poder bactericida y fungicida 15,2l, 22. 
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Tabla 1. Sistema fagocítico mononuclear. 

Célula precursora Médula ósea 

Promocito Médula ósea 

Monocito Médula ósea 

Sangre periferica 

Macrófagos Histiocito 

Macrófago alveolar 

Cavidad serosa 

(Macrófagos) 

Hueso (Osteoblasto) 

Microglia 

La enzima MPO puede formar complejos con peroxido de hidrógeno 

y halógenos para constituír el complejo MPO-peróxido-halógeno, que 

es capaz de lisar a los microorganismos que hayan sido 

fagocitados. La enzima MPO representa en su concentración 

aproximadamente el 5% del peso seco del PMN5,23,25. 
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Por su parte, los macrófagos son células que miden de 15-30 

micras de diámetro, contienen núcleo en forma arriñonada. La vida 

media de los macrófagos es más prolongada, puede de ser semanas 

hasta meses5' 16 ' 24 ' 26 . 

Los macrófagos son similares a los PMN en su comportamiento 

fagocítico, cuentan con mecanismos bactericidas dependientes e 

independientes de oxígeno12, 19,27. 

Además llevan a cabo diversas actividades: participan en la 

limpieza y cicatrizaión de heridas, actúan en la destrucción de 

células envejecidas, en el control de neoplasias; eliminan desechos 

del organismo 16 ' 28 ' 29' 30 . Protegen al organismo de gérmenes patógenos· 

y regulan la respuesta inmune6,20,3 1 . 

Los PMN cuentan con mayor cantidad de MPO y los macrófagos por 

su parte requieren de una activación previa para poder elevar la 

cantidad de MP06,32. 

Existen diversos métodos para estudiar el proceso fagocítico. 

La ingestión puede valorarse por medio de la fagocitosis de C. 

albicans o S. schenckii, bacterias o partículas inertes39, 40,4 1. 

La lisis y digestión por la sobrevida de los agentes fagocíticos, 

a través de observaciones microscópicas o bien por cultivos 

microbiológicos 42. 
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El metabolismo oxidativo a través de la medición de los 

metabolitos del oxígeno 43; de la cadena de transporte electrónico, 

por medio de la reducción de nitroazul-tetrazolio (NATJ 44 , o por el 

método de quimioluminiscencia45 . Asi como también por la 

determinación de la enzima MPo 46 . 

La actividad fagocítica es susceptible de modificarse ya sea 

por una infección o bien por diversas sustancías entre las que se 

encuentran levamisol, lipopolisacárido y gosipol45, 47 •48 . 

Por otra parte, el gosipol (1,1 ',6,6' ,7,7', hexahidroxi-5,5'-

diisopropil-3,3'-dimetil- (2,2'-binaftaleno)-8,8'-

dicarbolilaldehido, con peso molecular de 518, es un compuesto de 

tipo fenólico de color amarillo, que está presente en la planta de 

algodón, principalmente en la semilla33. 

En China se describieron inicialmente sus propiedades 

antifertilizantes, las cuales han sido estudiadas en humanos y 

animales de experimentación entre los que se encuentran ratones, 

ratas, hamsters y primates34. 

Además se sabe que el gosipol actúa como desacoplador de la 

fosforilación oxida ti va, inhibe la cadena respiratoria en 

mitocondrias, reduce la producción de adenosin trifosfato, actúa 

sobre diversas enzimas de la cadena de transporte electronico35. 
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Asi mismo se le atribuyen propiedades antiparasi tarias33, 36, 

anti tumorales3 4, inmunosupresoras 37 e inhibí doras de la enzima 

mieloperoxidasa (MPO) de neutrofilos humanos8 , afecta la actividad 

de la fosfolipasa en el espermatozoide humano en concentraciones de 

1 O fJ.M y 1 00 )J.M49. Se informa que también inhibe la movilidad del 

espermatozoide de ratas5°. 

En estudios in vitro el gosipol y sus derivados ha sido 

experimentado en hamster y se observó que afecta la fertilidad en 

el macho51 · 52 . También se ha utilizado como anticonceptivo vaginal 

en Macaco arectoides53 . En cobayos el gosipol inhibe la maduración 

del espermatozoide in vi tro54 . Pero se desconoce si el gosipol 

tiene efectos sobre la actividad fagocítica, fungicida y oxidativa 

de los neutrofilos y de los macrófagos tanto de humanos como de 

animales de experimentación. 
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HIPOTESIS 

El gosipol disminuye la actividad fagocítica de macrófagos 

peritoneales de gérbiles de mongolia in vitro. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Valorar el efecto del gosipol in vi tro sobre la actividad 

fagocítica de macrófagos peritoneales de gérbiles de mongolia. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

A. Cuantificar el indice fagocítico (IF) de los macrófagos 

peritoneales tratados con gosipol in vitro. 

B. Obtener el indice digestivo (ID) de los macrófagos 

peritoneales tratados con gosipol in vitro. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron gérbiles de Mongolia de 12-16 semanas de edad 

con un peso de 60-70 gramos; alojados en jaulas de -policarbonato 

con cama de aserrín, en ambiente con temperatura y humedad 

coritrolada; ciclos de luz de 12 hrs. (condiciones de bioterio). 

Alimentados con purina para roedores y agua para consumo 

voluntario. 

OBTENCION DE LEVADURAS DE Cándida albicans. 

C. albicans fue aislada de un paciente con candidiasis 

mucocutánea. Se sembró en medio de cultivo Sabouraud y se incubó a 

37°C durante 72 hrs. Posteriormente se resembró en caldo cerebro 

corazón a 37°C por 24 hrs. El cultivo fue centrifugado a 2500 rpm 

durante 5 minutos. El paquete celular se lavó tres veces con 

solución salina al 0.87% estéril (ss). 

Las levaduras se contaron en cámara de Neubauer y se llevaron 

a una concentración de 106 levaduras de C. albicans suspendidas-en 

ml. de ss. 
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GOSIPOL 

Se prepararon tres concentraciones de gosipol (Sigma G-4382), 

~M, 10 ~M, 100 ~ en solución balanceada de Hank (SBH) 55 , 

pH 7.2. 

Se mantuvieron las concentraciones de gosipol en tubos de 

ensayo en refrigeración a 5°C hasta el momento de ser utilizadas a 

temperatura ambiente. 

OBTENCION DE MACROFAGOS 

A los gérbiles se les inyectaron 6 Ul de heparina·sódica por 

gramo de peso; por vía intraperitoneal. Después de 15 minutos los 

animales fueron anestesiados con éter anhidro. Por punción cardiaca 

se extrajo la sangre . Una vez obtenida se aplicaron 8 ml de 

buffer salina fosfatos pH 7. 2 (BS.F) en la cavidad peritoneal. Se le 

dió un ligero masaje en el abdomen y se extrajo el líquido 

inyectado que contenía en suspensión a los macrófagos peritoneales 

(MP) 55 . La suspensión de MP se llevó a una concentración de 106 

MP/ml; se colocaron en tres tubos de ensayo numerados 1, 2 y 3 y 

a cada uno se le agregó 1 ml de cada concentración de gosipol 

~M, 10 ).J.M, 100 ~M respectivamente. A los tubos 1,2 y 3 se les 

agregaron 106 MP y fueron colocados en un rotor giratorio 22 para 

evitar que los MP se adherieran al vidrio y tuvieran una mejor 

combinación con la concentración del gosipol, esto durante 1 S 

minutos; transcurrido este tiempo se lavaron los MP tres veces con 

BSF. 
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Después de lavar los MP se realizó el método de Cunningham 

modificado56,S?,SB, pa~a valorar la actividad fagocítica. 

Se procedio de la siguiente manera: se emplearon dos 

cubreobjetos de 22x22 mm previamente desengrasados con alcohol y se 

fijaron con resina a un tapón de hule. Se colocaron 0.50 ml de la 

suspensión de MP con BSF. Se colocaron en cámara húmeda a 37°C por 

30 minutos. Posteriormente los cubreobjetos fueron lavados 

cuidadosamente con BSF a 37°C para eliminar las células no 

adheridas al vidrio. Sin dejar secar los cubreobjetos se les 

agregaron a cada uno 0.50 ml de plasma autólogo diluido al 20% en 

SBH, que contenía 106 de levaduras de C. albicans por ml. Se 

incubaron n4evamente a 37°C por 15 minutos. Se lavaron a 

continuación con SBH, se dejaron secar al aire y se tiñeron por el 

método de Wrigth. 

Después de teñidos los cubreobjetos, se despegaron del tapón, 

se montaron en portaobjetos de manera que las células quedaran 

entre el cubreobjeto y el portaobjeto utilizando resina para su 

fijación.Se observaron al microscopio de luz con el lente 100x. 
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VALORACION DE LA ACTIVIDAD FAGOCITICA 

Se contaron 300 macr6fagos peritoneales (MP). Se contó el 

número de levaduras ingeridas por cada fagocito y se 

diferenciaron las que estaban integras de las lisadas dentro de las 

células. 

Las levaduras digeridas se observaron como vacuolas 

6pticamente vacías, las cuales fueron descritas por Cunnigham como 

fantasmas. 

Los resultados se reportaron como: a) Indice de fagocitosis 

(IF), el promedio de levaduras ingeridas dividido entre el número 

de células contadas. b) Indice de digesti6n (ID), el promedio de 

levaduras digeridas entre el número de células contadas. e) El 

porcentaje de células que fagocitan. 
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RESULTADOS 

En la Tabla 2 y Gráfica 1 se muestran los porcentajes de 

macrófagos que tuvieron actividad fagocítica. Puede observarse que 

ésta disminuye significativamente (p < O. 001 ) ; de manera 

inversamente proporcional a la concentración de gosipol 1 ~, 

10 ~M y 100 ~-

En la Tabla 3, Gráfica 2 se presentan los IF de los macrófagos 

de gérbiles al ser tratados con gosipol. En la misma Gráfica 2 y 

Tabla 4 se encuentran sus ID . Tanto en el IF como en el ID se 

presentó disminución significativa (p < 0.001) en relación con los 

testigos. En ambos casos la disminución fue inversamente 

proporcional a las concentraciones de gosipol utilizados . 



Tabla 2.- ACTIVIDAD FAGOCITICA DE MACROFAGOS DE 
GERBILES, TRATADOS CON GOSIPOL "in vitro". 

GOSIPOL OpM 
1 

1 pM 
1 

10 pM 
1 

100 pM 

%ACTIVIDAD 72 ± 12 46 ± 12 22 ± 15 
FAGOCITICA 91 ± -8 

< 0.001 < 0.001 < 0.001 upn* 

• Testigo vs gosipol. 

Tabla 3.- INDICE FAGOCITICO DE MP DE GERBILES 
TRATADOS "IN VITRO" CON GOSIPOL. 

GOSIPOL 

IF 

P1 

P2 

P3 

P1 = 1 VS 2,3,4. 
P2 = 2 VS 3,4. 
P3 =3vs4. 

O pM (1) 1 1 pM (2) 

1.41 ± 0.27 0.97 :!: 0.25 

< 0.001 

¡- 10 pM (3) -~1 00 pM (4) 

0.7'7 ± 0.22 0.16 ± 0.27 

< 0.001 < 0.001 

< 0.010 < 0.001 

< 0.010 

Tabla 4.- INDICE DIGESTIVO DE MP DE GERBILES, 
TRATADOS "in vitro" CON GOSIPOL. 

GOSIPOL 

ID 

P1 

P2 

P3 

P1 = 1 VS 2,:3,4. 
P2 = 2vs 3,4. 
P3=3vs4. 

TESTIGOS 1 1 pM 

1.14 ± 0.28 0.77 ± 0.22 

< 0.001 

-~-~--------------

1 
10 pM 

1 
100 pM 

0.56 ± 0.20 0.11 ± 0.19 

< 0.001 < 0.001 

< 0.001 < 0.001 

< 0.001 



1 "' 

Fig. 1.- Porciento de MP con actividad fagocítica. 

100 
90 

80 
a.. 
:2 70 
Q) 

60 "O 

o 50 ....... 
e 
Q) 

40 '() .._ 
o 30 a.. 

20 
10 

o 

o 1 

1m MP que fagocitaron C. afbicans 

O MP que flsaron C. albicans. 

10 100 
f1 M gosipol 



Fig. 2.- Actividad fagocitica de MP tratados con gosipol. 
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DISCUSION 

El efecto del gosipol sobre la actividad de las células 

fagocíticas, a sido poco estudiado38 . Se cuenta con un antecedente 

de dicho efecto in vivo sobre la actividad de leucocitos 

polimorfonucleares ~eutrófilos, en él se informa una disminución en 

el contenido de la enzima MPo38 . Dicha enzima es importante en los 

mecanismos microbicidas de los fagocitos, principalmente en el que 

participan la MPO, peróxido de hidrógeno y halógeno (Cl o r) 28 . 

Al respecto en el presente trabajo no se observó modificación 

en el contenido de MPO en los macrófagos, debido a que estos eran 

macrófagos residentes y no se encontraban activados60,6 1 • La 

activación es indispensable para que muestren actividad de MPO y al 

ser previamente activados el efecto que pudiera ejercer el gosipol 

sobre el contenido de la enzima ya no sería detectable, puesto que 

el contacto de este compuesto con los macrófagos sería posterior a 

la activación y la MPO ya habría sido producida. 

Por otra parte, se observó que el gosipol tiene un efecto 

inhibidor tanto a nivel del IF como del ID, sobre los macrófagos 

peritoneales de garbilles. Asi mismo disminuyó el porciento de 

células con actividad fagocítica, esta disminución fue más marcada 

conforme se aumento la concentración de gosipol. 
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Independientemente de la disminución de la actividad 

fagoci ti ca de los macrófagos, se observó que su adherencia al 

vidrio se vio también disminuida de manera considerable, conforme 

se aumentó la concentración de gosipol. Los resultados obtenidos de 

la cuantificación de la adherencia, realizada a través del 

microscopio de luz con el lente 40x, contando 20 campos de cada 

placa por concentración de gosipol (0, 1, 10, 100 ~) fueron los 

siguientes: O ~ 192 ± 20 macrófagos/campo, ~ 169 ± 41 

macrófagos/campo, 10 ~ 76 ± 12 macrófagos/campo y 100 ~ 10 ± 9 

macrófagos/campo. Como puede observarse la disminución de la 

adherencia es altamente significativa (p < 0.001) en todos los 

casos en relación con el grupo testigo. Hasta el momento no tenemos 

precisada la forma en la que el gosipol altera la capacidad de 

adherencia de los macrófagos. Obviamente es a nivel de membrana, 

pero desconocemos si es exclusivo del cambio de cargas que alteran 

el potencial de las células o bien por ·bloqueo de algunas adhesinas 

involucradas en la adherencia59. 
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CONCLUSIONES 

La aplicación in vitro del gosipol en concentraciones de 

pM, 10 pM y 100 pM sobre MP de gérbiles de Mongolia modificó la 

capacidad de ingestión de manera estadísticamente significativa. 

AsÍ como también alteró la capacidad de los MP para adherirse 

al vidrio disminuyéndola notablemente. 

Estos datos pueden tomarse en cuenta como otras de las 

alteraciones que provoca el gosipol sobre las células in vitro. 
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