Panorama general de esteroides

Lus esteroides, compuestos ¢con una es-
tructura basica de ciclopentanoperhidro-
fenantreno (figura 1), constituyen uno
de los grupos mis estudiados por su di-
versa actividad fisioldgica, ya ¢que inclu-
yen vna gran variedad de compucstos
naturales como los csteroles, las acidos
biliares, la vitamina D, las hormonas se-
xuales y adrenacorticales, los glucésidos
cardiotonicos, las sapogerinas y algunos
alcaloides (1).

Los esteroles son 3 monohidroxieste-
roides que poseen de 27 a 29 dtomos de
carbono. Todos los de origen natural
presentan un grupo 38 hidroxilo y uno o
mas dobles enlaces en las posiciones 5, 7
y 22. Pertenecen a este grupo algunos
miembros interesantes como el caleste-
rol, el sitosterol y estigmasterol (usados
en la industria farmacéutica para la sin-
tesig de hormonas esteroidales), el ergos-
terol (del que se obtiene vitamina D,
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por irradiacién con luz solar o luz ultra.
violeta) y el lanosteral.

Los dcidos biliares son esteroides de
24 itomos de carbono, derivaios del co-
lesterol y que se vierten en cl intestino
delgado donde ayudan a la emulsifica-
cian y la absorcion de los lipidos.

Se conoce como vitamina [) a un gru-
po de sustancias liposolubles ¢ne se di-
viden en dos subgrupos: la vitamina D,
o ergocalciferol y la vitamina Ny o cole-
calciferol. Son compuestos de 27 o 28
itomos de carbono. con el anilla B del
niicleo esteroidal abierto y que se obnie-
nen por Ja irradiacion con luz solar de
ergosterol o del 7 dehidrocolesterol. Su
funcion es regular la absorcion, trans-
porte v fijacion del Ca*? en los huesos.

Los andrdgenos son compuestos de
19 atomos de carbono con sustituyentes
oxigenados en C-3 y C-17. Los principa-
les androgenos paturales son Ja androste-
rona, la dehidroepiandrosterona y [a tes-
tosterona, que es la mds activa de las

FIGURA 1:
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tres. Su funcion es originar el desarrallo
d¢ los organos sexuales masculinos o ca-
racteres sccundasios ademds de regular
indirectamente la espermatogénesis.

Loz cstragenos san las hormonas se-
xuales femeninas que, junto con la pro-
gesterona, regulan el ciclo sexual de los
mamiferos hembras. Fueron los prime-
ros esteroides aislados y se caracterizan
quimicamente por tener el anillo A del
nucleo esteroidal aromético y 18 &to-
mos de carbono. Los mds importantes
son la estrona, el estradiol y el estriol.

La corteza de las capsulas suprarrena-
les produce tres tipos de hormonas este-
roidales involucradas en el mctabolismo
del agua y electrolitos (mineralocorti-
coides), en el de los carbohidratos y pro-
teinas (glucocorticoides) v con accion
androgénica. En general, los corticoste-
roides son compuestos de 21 itomos de
carbono. con cadenas laterales muy oxi-
dadas, un grupo A* 3 cetona y un grupo
20-21 cetdtico o 17, 20, 21 dehidroace-
tonico, ademas de una funcién oxigena-
daen C-11.

Los glucdsidos cardiotonicos inclu-
yen dos grupos: las cardenolidas, este-
roides de 23 dtomos de carbono que se
encuentran como glucosidos en una se-
rie de plantas como el digitalis, el lirio y
el raninculo. Muchos de ellos presentan
una poderosa actividad cardiotonica. El
otro grupo es el de las bufadienolidas
que son esteroides de 21 atomos de car-
hono con una cadena lateral doblemente
insaturada, que ge encuentran en plantas
de la familia de la escila y en las glandu-
lag venenosas de los sapos.

Las sapogeninag son esteroides de 27
atomos de carbono con una cadena late-
ral de tipo espirocetal y que ocurren na.
turalmente en forma de glucosidos en
plantas. Los glucosidos (saponinas) son
hidrolizadas por dcidos o enzimatica-

* Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM.
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SINTESTS DE IORMONAS Y VITAMINAS ESTEROIDALES

mente para originar lag sapogeninas li-
hres y el aziicar. Dentro de las sapogeni-
nas mis importantes se encuentra la
diosgenina (que ¢s nna de las mas usadas
materias primas para la sintesis quimica
y/o microbioldgica de hormonas esteroi-
dales), la hecogenina y la sarsapogenina.
Dentro de los alcaloides esteroidales
mas conocidos se encuentran los presen-
tes en las plantas del género solonum.
Contienen 27 carhonos y son analogos
nitrogenados de las sapogeninas.

Mecanismo de accion
de las hormonas esteroidales

Firt general, se sabe que las hormonas es-
teroidales afectan el metabolismo de lag
celulas blanco. Para poder ejercer su
efecto, penetran a la célula y se asocian
en el citoplagma con un receptor especi-
fico, formando un complejo hormona-
reccptor que migra a nicleo celular
donde interacciona con ¢l DNA de una
manera especifica ¢ induce la transerip-
cién de ciertos genes involucrados direc-
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tamente ¢n su accion en la célula blanco.
De esta manera, ¢l complejo hormona-
receptor actua como un inductor que se
une a un represor de ciertos genes o a
una region especifica en el cromosoma
adecuado, que tiene funciones similares
al operador de¢ las procariotes. Con res-
pecto al mecanismo a nivel genético de
la accion de estas hormonas, no hay na.
da definitivo, sin embargo, se sabe que
afectan el metabolismo de las células
blanco, como es ¢l caso de tos corticos-
teroides.

Los glucocorticoides no solo estan in-
voluerados en la adaptacion al stress si-
no que son inductores de las cnzimas
gluconeogénicas como la fosfocnalpiru-
vatocarboxicinasa. la tirosinoaminotrans-
ferasa v la triptofonapirrolasa, entre
otras. Regulan la degradacion dc proter-
nas y de lipidos y disminuyen la sintesis
denovo del DNA v el RNA. Sus miem-
bros mas importantes son ¢l cortisol v
su andloge sintético, la dexametasona,
las que ademas se han utilizado como
antiinflamatorios (pues reducen la reac-

cion inflamatoria inicial, inhiben los me-
canismos fagocitarios y dcfensivos asi
como la reaccion inflamatoria tardya) en
enfermedades reumaticas o alérgicas co-
mo la artritis reumatoide,

Los mineralocorticoides (aldosterona
y desoxicorticosterona) tienen su efecto
en la reabsorcion del agua, del Na*, Cl-
y HCO; en los tibulos renales y regmlan
de esta manera el metabolismo del agna,
el equilibrio electrolitico e indirecta-
mente la presion sanguinea.

Sintesis de las hormonas esteroidales

Las hormonas esteroidales se sintetizan
en las células animales a partir de coles-
terol, el cual requiere ser degradado pa-
ra convertirse ¢n hormona esteroidal ac-
tiva. Fin esta conversion son de especial
interés las reacciones de hidroxilacion
llevadas a cabo por oxidasas de funciont
mixta, que requicren O, v NADPIL

La primera ¢tapa de la sintesis es la
a-hidroxilacion en ¢l carbona 20 v des-
pués en el carbono 22, lo que preparaa
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ta molécula para la accion de la desmola-
sa (una liasa) que elimina seis carbonos
de la cadena lateral del colesterol y pro-
duce la pregnenolona (2). Esta conver-
sion se ve estimulada por la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), un poli-
péptido de 39 aminoacidos sintetizado
por la hipofisis anterior, que estimula
principalmente la formacion de gluco-
corticoides y prescnta una influencia ba-
sica en la sintesis de todas las hormonas
esteroides. Su efecto basico en la corte-
2a suprartenal estd mediado par el AMI®
arclico, que estimula la sintesis de la
desmolasa y provoca la transformacion
del colesterol en pregnenolona, el precur-
sor de todas las hormonas esteroidales.
En los diferentes tejidos donde se sin-
tetizan hormonas esteroides, la pregne-
nolona sufre una serie de transformacio-
nes que la lleva a las hormonas activas.
En la corteza suprarrenal puede con-
vertirse en glucocorticoides o mineralo-

corticoides por dos vias conocidas cono
de los derivados A% y AS.

Para lasintesis de cortisol, la AS-preg-
nenolona se hidroxila en la posicion 17a
y luego por la accién de la 3f-ol deshi-
drogenasa y de la AS2A? isomerasa, se
convierte en 17a-hidroxiprogesterona.
Este compuesto sufre dos hidroxilacio-
nes sucesivas en los cathonos 21 y 11 pa-
ra producir la hidrocortisona (figura 2).

En la misma figura es posible ver la
via de sintesis de los mineralocorticoi-
des, la que se inicia con la convergion de
la AS pregnenolona en progesterona, la
que sufre tres hidroxilaciones subse-
cuentes en los carbonos 21, 11y 18y
una deshidrogenacion que da origen a la
aldosterona (el mineralocorticoide mas
potente), la que tomala forma de acetal.

Los andrdgenos se sintetizan por dos
vias diferentes: a partir de la 170-hidro-
xipregnenolona (via delos derivados AS)
o de la 17a-hidroxiprogesterona (via de
los derivados A%). Ambos precursores
pierden dos dtomos de carhono por ac-
cion de la 17-20 liasa y ge convierten en
la dehidroepiandrosterona (DHEA)y en

O* androstendiona, respectivamente, Es-
te 0ltimo compuesto se reduce por un
sistemsa e 17-6xidorreductasa y se con-
vierte en testosterona. Hay otra via
de sintesis de testosterona a partir de
DHEA, la que se reduce por la 17-0xi-
dorreductasa a androstendiol, el cual se
oxida por la 380l deshidrogenasa y se
isomeriza por la AS*A* isomerase pro-
duciendo testosterona.

Los estrogenoas ge sintetizan a partir
de androstendiona y testosterona en el
ovario, por la accion de la 19 hidroxila-
ga, por una deshidrogenacion no catali-
zada enzimaticamente y por una aroma-
tasa, produciendo estrona y estradiol,
respectivamente.

Bioconversiones

De lo expresado anteriormente se puede
deducir que los esteroides juegan un pa-
pel muy importante en el mantenimien-
to de la homeostasig y su deficiencia re-
percute geriamente en las funciones del

elementos 17



organismo. Por este motivo es necesario,
desde el punto de vista farmacoldgico,
buscar formas de obtener estas hormo-
nas y utilizarlas en el tratamiento de sus
deficiencias. Ademas, algunas de ellas
presentan otros efectos interesantes des-
de el punto de vista terapéutico, como
es el caso de la cortisona en el trata-
miento de enfermedades reumaticas y
alergicas.

Una de las formas de obtencion en ta
industria farmacéutica es Ja sintesis total
de las hormonas. en la que algunos de
los pasos son muy criticos, pues los
compuestos biologicamente activos son
estereoespecificos y en las reacciones de
sintesis quimica se obtienen mezclas,
que bajan los rendimientos de hormona
activa, y aumentan susg costos.

Fis por este motivo que se han busca-
do alternativas a este proceso, siendo
una de las mas interesantes la bioconver-
sion de las moléculas esteroidales de las
plantas.

Las bioconversiones o transformacio-
nes biologicas congisten en la conversion
de un compuesto en otro estructural-
mente relacionado por medio de las
enzimas de una célula. Lstos procesos
presentan una seric de ventajas sobre las
rescciones quimicas, entre las que cabe
destacar:

a) Transcurren a temperatura ambien-
te y en condiciones mas suaves.

b) Emplean agua como disolvente.

¢) Son altamente especificas.

Entre las bioconversiones mas exito-
gas sc encuentra la sintesis de hormonas
esteroidales,

Desde ¢l principio de los aios treinta,
E. C. Kendall y T Reichstein aislaron la
cortisana y una década despucs, I'. S.
llench y E. C. Vendal demostraron que
la administracion de cortisona aliviaba el
dolor de pacientcs con artritis reumatoi-
de, lo que motiva su gran demanda. Se
desarrollaron métodos quimicos que re-
querian hasta 37 pasos y algunos de
cllos en condiciones extremas; sobre to-
do era espccialmente critica la introduc-
cion del oxigeno en la posicion 11, del
que depende la actividad fisiologica de
la cortisona,

Este problema pudo resolversc cuan-
do en 1952, D. H. Peterson y H. C. Mu-
rray Jescubrieron que una cepa de rhizo-
pus arrhizus introducia un grupo hidro-
xilo en la posicion 11 de la progesterona,
que es un intermediario temprano de la
cortisana. El uso de microorganismos re-
dujo los pasos de la sintesis de 37 a1l y
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esto se tradujo en una disminucion de
los costos de produccion (de 200 8 6 do-
lares por gramo.)

Desde entonces se han desarrollado
una scrie de procesos que utilizan los
microorganismes en la sintesis industrial
de esteroides, entre los que incluyen la
cortisona, la hidrocortisona, la predniso-
na, Ja dexametasona,. la testosterona, el
estradiol, el metabolito activo de la vita-
mina D; (.25 dihidroxicolecalciferol)
y el antidiurético espironolactona.

Las materias primas de todos ellos
son los estcroles, cuyas fuentes mas co-
munes son los desechos de la produc-
cion del aceite de soya (ricos en estig-
masterol y sitosterol). y las raices del
harbasco mexicano (dioscorea composi-
ta) que contiene diosgenina.

El primer paso en la produccién de
esteroides a partir de esteroles vegetales
¢s la degradacion de la cadena lateral del
esterol. la cual es llevada a cabo por al-
gunas microbacteras que usan los este-
roles como fucute de carhono y energia
(figura 3).

l.a identificacion de nuevos usos de
los esteroides (como anticonceptivos. en
¢l tratamicnto de insuliciencias hormo-
nales, de enfermedades de la picl, enin-
flamacién y alergias) han aumentado su
demanda y ¢l desarrollo de procesos bio-
tecnologicos (en los que sc usa la maqui-
naria bioquimica de los microorganis-
mos) que puedan satisfacer csa deman-
da (3).

IXn esta Jinea sc desarrollan ¢n Méxi-
vo procesos dirigidos u la obtencion bio-
tecnologica re diosgenina por la fermen-
tacion del harbasco.

la diosgenina (200,22a,25-D)-espiros-
fen-3f-ol) s un compuesto muy impor-
tante en la indnsitia farmacéutica, ya
que ¢s la maleria prima predilecta para
lu sintesis quimica y/o microbiolégica
de hormonas y vitaminas esteroidales.

Quimicamente pertencce al grupo de
las sapogeninas, csteroides de 27 carbo-
nos c¢on una cadena latcral de tipo espi-
rostano. la que no st encuentra en nin-
guna otra clase de productos naturales.
Consiste en un anillo de cinco niembros
(E) y otro de seis (F) ambos heterocicli-
cos. Los compucstos que presentan ¢l
anillo F abicrto se conocen como furvus-
lanos.

Fuc aislada por primera vez en 1936,
a partir de Dinscorea tokoro y R.E. Mar-
ker degradé su cadena lateral en 1940
para obtener progesteronz v Llestostero-
na. Debido a su gran utilidad en la sinte-

sis de compuestos farmacolagicarnvite
activos, sc le ha buscado desde entonces
en diferentes tipos de vegrtales.

Se encucentra en forma natural en una
gran variedad de plantas. entre las que
pueden mencionarse magueyes (gencro
ogure). izotes (2enrro yuca) v samnamlo.
ca (samueke carnerosana). Sin cavbarso.
su principal liente de ohtencion. deade
hace 35 ahos, es el Larlasco mexicano
(dioscorea composita hemsl) vo qur la
diosgenina constituve el 3.5 al 5% del
peso seco de la planta. v su cultive cs
facil y cconomico.

El barbasco ¢s una planta e perte-
ncce a la familia dc las dioscoreas, ar-
bustos Irepadores que parten de grandes
raices tuberosas. Fstos rizomas deseca-
dos constituven la parte gue se usa para
la extraccion de las saponines, va yue las
demas partes de la planta (lallo, hojas.
Mores y semillas) las contienen en pe-
quenas cantidades (4). En general se sa-
he que la planta esta compuesty de resi-
nas. almidon. celulosa. oxalato de calcio
y sapaninas.

La diosgenina na se encuentra libre
en la planta sino en forma de heterosi
dos. compuestos derivados de las lorinas
ciclicas de los aziicares. en las que el hi-
drageno def oxhidrilo iemiacetilico ¢s
rcemplazado por un grupo arile o alqui-
lo. formando un nueva enlace acetal. ks
tos compuestos reciben ¢f nombre zené-
rico de glucosidos v rstan formados por
dos rlasecs de molerculas diferentes: un
azbcar o radical “heterosidico™ v una
fraccion de divera natoraleza llanada
“aglucou”. que va desde acidos grasos
hasta compurstos aromaticos,

Gracias a los estudios de Marker. Ka-
wasaki v Egpejo (5. 6,7, 8 v Y) se ha de-
tcrminado la naturaleza v caracteristicas
de tas saponinas del bacbasco v se ha de-
terminatto que conticne una meecla
compteja de las mismas. siendo lus mas
abundantes lu Dioseina (Diosgenina-(2,
+-his-a-L-ramnapiranosit) §-U-glucopira-
nostdo Trillina (Diosgenina-3-B-N-gluco-
piranésido). 'rosapogenina A (Diosgeni-
na-3-0-(a-L-ramnopiganosil 1-2)-6.D-
glucopiranasido v s Prosapogenina B
(Niosgenina - 3 -0 -(o- |.-ramnopiranosil

1+1)-B-D-glucopiranésido (figura 4).

Como se observa en todas las estrue-
luras. el azicar e2ta unido al niicleo es-
teroidal por un enlace 8 glucosidico. el
cual s¢ rompe tradicionalmente por me-
dio de una hidrolisis acida (5) emplean-
do acidos minerales concentrados v altas
temperaturas. [Ina alternativa a este pro-
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De los microorganisinos aislados de
barbasco. se selecciono un hougo fila-
mentozo que lilera ev un media sencillo
(agna. barlasco. sulfato de amonio v
Tween 80) un 2.35% de diosgenina
gue hidroliza todas las saponinas el
barbasco. Actnalmente se hacen estu-
dios con el fin de optimizar las condicia-
nes de hidrélisis. asi como la utilizacién
racional (e las enzimas extracelalares
para recuperar la diosgenina total pre-
sente en el harbasco v poder. dr esta
manera, competir con las fuentes alter-
nas de esteroides y recuperar el mercado

de la diosgenina (16, 17. 18).

cesa es €l uso de microorganismos o sus
enzimas para llevar a cabo la hidrolisis
en condicioncs guaves.

Ya en 1954, Krider - -olaboradores
(10) reportaron que era posible la hidro-
lisis de los glucosidos de 5a,22a espiros-
tanos usando extractos acuosos de las
plantas que ios contenian. El mismo ado,
el misimo grupo de trabajo reporto que
habia hidrolisis dc las saponinas extrai-
das del ogave cerulata cuando ge ponian
a incubar 96 lioras a 25°C con un culti-
vo activo de algunas cepas de aspergillus
v penicillium, y mencionan quc las enzi-
mas que presentan actividad saponinoliti-
ca son inducibles ¢ insensibles a represion
por azteares (11). En 1955, Rothrock y
colaboradores (12) probaron gue algu-
nos hongos dc los géneros aspergillus,
penicillium v fusarium liberaban entre el
90 y el 100% de la diosgenina esperada
por la hidrélisis acida de dioscorea bar-
basco amarilla. En 1975, Hermann y
Repke (13) reportaron la ruptura selec-
tiva de glucosidos de cardiotonicos usan-
do la B glucosidasa Aj de aspergillus
wentii y en 1977, Rumyuntseva (14) re-
porto que la § glucosidasa de aspergillus

niger juega un papel importante en la
hidrolisis de glucosidos esteroideos.
Ademas hay un reporte de Mellor y Lay-
ne, en 1974, sobre la purificacién de
una B glucosidasa esteroidal de higado
de concjo (15) que actia especificamcu-
te sobre los 3 BD-glucasidos de estrona.
17a y 178 estradiol.

Debido a que hasta 1974, México la-
bz sido el principal productor de dios-
genina a nivel mundial y que a partir de
entonces, debido a la falta de control so-
bre el barbasco, las compaiiiss farma-
céuticas buscaron otras fuentes de este-
roides, se hizo necesario buscar procesos
que permitieran a la diosgenina recupe-
rar en parte su lugar ¢n la industria de
los esteroides, se ha desarrollado en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas
un proyccto que mira a la obtencion fer-
mentativa de la diosgenina del barbasco.
Bl proyccto sc inicio desde el aislamicn-
to de microorganismos a partir de har-
basco, los cuales liberaran la diosgenina
de manera competitiva con la hidrélisis
acida y cuyas enzimas extracelulares
sean utilizadas para liberar la diosgenina
residual en el barbasco fermentado.
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