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1. INTRODUCCION

Los estrogenos son compuestos presentes en el ciclo reproductivo de humanos y
otras especies animales; tanto los naturales como los sintéticos se utilizan en
medicamentos de reemplazo hormonal, anticonceptivos, y en tratamientos para la
infertilidad.

La cantidad de estrogenos en el ambiente ha incrementado en las Ultimas dos
décadas por el uso que tienen en la actualidad los productos que los contienen y a
que se degradan lentamente, lo que provoca que se acumulen (Combalbert 2003);
sin embargo, la cantidad retenida es menor que la de otros contaminantes, por
ello se denominaron contaminantes emergentes. Dentro de esta clasificacion se
encuentran medicamentos, productos de higiene personal, agentes de
diagnostico utilizados en hospitales, entre otros, por ejemplo los tratamientos para
la menopausia, los antisépticos, antiinflamatorios, diuréticos, algunas fragancias y

el medio para contrastar rayos X.

La exposicién prolongada a estrégenos como lo son el estradiol, la equilina y el
etinilestradiol puede incrementar el riesgo de desarrollar cancer de diversos tipos
en modelos animales; también son interruptores endodcrinos para organismos

acuaticos a muy bajas concentraciones.

Liehr y Cavalieri propusieron un mecanismo de carcinogénesis de los estrégenos
gue involucra dos enzimas, una oxidasa y una oxigenasa que convierte a los
estrOgenos en catecoles y posteriormente a quinonas, compuestos quimicos muy
reactivos que suelen formar aductos u oxidar las bases del ADN, lo que genera
mutaciones que en ocasiones pueden conducir al desarrollo de cancer. Una
manera de evitar la formacion de quinonas es bloqueando las posiciones activas
del estradiol con un halégeno como cloro o bromo, y de esa forma impedir que
sean sustrato de las oxigenasas y oxidasas (Liu 2003). La halogenacion quimica
no es tan amigable con el medio ambiente debido a la alta temperatura en la que

se lleva a cabo la reaccion y a que utiliza catalizadores toxicos (Herrera-Rodriguez



2011). Este trabajo propone una alternativa biotecnolégica para halogenar los

estrogenos con enzimas haloperoxidasas.

2. JUSTIFICACION

Por ser compuestos naturales, no se consideraba a los estrogenos como
contaminantes y se pensaba que no causaban ningun dafo al medio ambiente, sin
embargo, son moléculas potencialmente dafiinas, tanto para especies acuaticas
como para humanos, a las concentraciones a las que se encuentran en cuerpos
de agua y suelos; se han convertido en un problema ambiental gracias a la
estabilidad de la molécula y a que las plantas de tratamiento de aguas no estan

disefiadas para eliminarlos.

Se ha propuesto solucionar este problema modificando la molécula con un atomo
de haldgeno, pero la forma de realizar la reaccidon puede no ser la mejor opcion,
dado que se deben utilizar altas temperaturas y catalizadores toéxicos que pueden

ocasionar otros problemas ambientales.

La biotecnologia nos da otra opcion. Con el uso de enzimas, las reacciones
pueden realizarse en condiciones ambientales y estas proteinas no causan otros
dafios al ambiente por que reaccionan soélo con sustratos especificos. Este trabajo
propone la halogenacion con el uso de haloperoxidasas, que podria utilizarse en
algun proceso de biorremediacion, lo que abre nuevas perspectivas en el campo

del tratamiento de aguas.

3. ESTROGENOS: CLASIFICACION Y FUNCION

Los estrogenos se clasifican segun su origen en naturales, semisintéticos,
sintéticos, fitoestrogenos 0 micoestrégenos; en cuanto a su estructura, en
esteroideos 0 no esteroideos y por sus propiedades pueden ser agonistas o
antiestrégenos (Malgoza 2013, Serrano 2001).



En cuanto a su estructura, los estrogenos esteroideos son compuestos integrados
por una serie de cuatro anillos de carbono unidos entre si para formar una unidad
estructural llamada ciclopentanoperhidrofenantreno (Serrano 2001). Su principal
caracteristica es el anillo fendlico A ya que determina la potencia estrogénica
junto con el grupo hidroxilo ligado al carbono de la posicién 3; de ellos depende la
union selectiva y la alta afinidad de la molécula a receptores de estrogeno. Otra
caracteristica es un grupo metilo (R1) en posicién angular, unido al carbono 13
entre los anillos C y D y un grupo ceténico o hidroxilo (R2 y R3) en el carbono 16 y

17 del anillo D. El sustituyente de estos ultimos determinan que estrégeno es. La

estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno se muestra en la figura 1.
R1
18 R2

Figura 1. Estructura y numeracion general de los estrogenos esteroideos

Existen sustancias que no poseen estructura esteroidea y presentan actividad
estrogénica, es decir, son capaces de modificar los caracteres y 6rganos sexuales
secundarios de las hembras. Los xenoestrégenos pertenecen a este grupo por ser
sustancias desarrolladas por el humano que, aunque no se disefian con ese fin,
imitan la funcion de los estrégenos. Ejemplo de ellos son el bisfenol A, un
precursor de los plasticos y resinas epodxicas, el nonilfenol, un surfactante

industrial, y los ftalatos, usados como plastificantes.

Existen estrogenos de origen distinto al animal, como lo son los de plantas y
hongos, que tienen estructura no esteroidea y demuestran su actividad hormonal
cuando se administran a los animales. A los primeros se les conoce con el nombre
de fitoestrogenos y a los segundos como micoestrogenos. La funcion de estos
compuestos en las propias plantas no es bien conocida y se especula que actian
como mecanismo de defensa frente a herbivoros y agentes patdgenos (Serrano
2001).



Los estrégenos naturales de procedencia animal son moléculas relativamente
rigidas, lipofilicas, con pesos moleculares de alrededor de 300 Da que pertenecen
a la familia de hormonas esteroides, las cuales ejercen una accion reguladora
primaria restringida principalmente a los érganos reproductivos; sin embargo,
pueden regular otros procesos en tejidos como hueso, higado, sistema
cardiovascular y cerebro (Katzenellenbogen B. et al. 2000). Dentro de este grupo
hay tres hormonas en el cuerpo humano que se encuentran en mayor medida,

cuya cantidad en el cuerpo varia segun la edad y el género (Cui 2013):

o 17B-estradiol (E2): presente durante el ciclo reproductivo de las mujeres
« Estriol (E3): es mas abundante durante el embarazo y el producto de la
oxidacion de estradiol.

o Estrona (E1): se encuentra en mujeres posmenopausicas y en hombres.

La hormona natural mayoritaria es el estradiol, por el tiempo en el que esta
presente en la vida de las mujeres. Es un componente importante en los
medicamentos utilizados en terapias de reemplazo hormonal y para tratar la
infertilidad. Otros compuestos relacionados, tales como el estrégeno sintético
etinilestradiol y los estrégenos de origen equino, equilina y equilenina, se utilizan
también en la formulacién de estos medicamentos (Folmar 2002,Tyler C. 2008).

Todos ellos poseen estructuras similares.

Tabla 1. Propiedades de algunos estrégenos (Silva C. 2012)

B M Solubilidad | Presion de Actividad
Compuesto o en agua vapor ECs (M) | estrogénica
(gmol™) . e
(mgL™20°C) | (mmHg) relativa™
Estrona (E1)
270.4 13 2.3x10" | 7.02x10™° @ 2.54 @




Tabla 1 (continuacion). Propiedades de algunos estrogenos (Silva C. 2012)

oM Solubilidad Presiéon Actividad
Compuesto .| enagua | devapor | ECs (M) | estrogénica
(gmol™) - e
(mgL™?20°C) | (mmHg) relativa™
17B-Estradiol (E2)
272.4 13 2.3x10%° | 1.84x1011@ 100 @
288.4 13 6.7x107° 17.6 @
268.4 1.4® 5.5x107%0) 15©
HO
266.4 1.520) 1.5x10%° | 1.2x107°%© 70
296.4 4.8 4.5x101 | 6.74x1012@ 246 @

©) ECs: dosis efectiva para producir la mortalidad del 50% de la poblacién de estudio.
) La actividad estrogénica relativa es con respecto al 17B-estradiol.
@ Pillon A. 2005. In vitro, células MELN
® Hurwitz A. R.
© Tyler 2009. REa humano




Como vemos en la tabla 1, la estructura de algunos estrogenos esteroideos les
otorga propiedades fisicoquimicas y bioquimicas en comun, por ejemplo, son muy
poco solubles en agua y tienen una presiéon de vapor muy baja, asi que son poco
volatiles. El estradiol es la hormona natural con mayor efecto estrogénico, pero el

etinilestradiol, que es sintético, tiene una actividad mas de dos veces mayor.

Las hormonas esteroideas pueden sintetizarse a partir del colesterol dentro del
cuerpo humano mediante la formacién de progesterona, testosterona y

androstenediona (Figura 2).

Androstenediol

Testosterona
Estriol

Figura 2. Sintesis de estrégenos a partir de colesterol



El catabolismo de estrogenos en el organismo ocurre en el higado donde se
hidroxilan en las posiciones 3 y/o 17 para incrementar su solubilidad y facilitar su
eliminacién del cuerpo a través de heces y orina. Ademas se incorporan otras
moléculas como glucosa o algun compuesto azufrado, para formar estrégenos
conjugados, los cuales tienen una actividad estrogénica baja comparada con la de
los estrogenos originales. Una vez que son excretados del cuerpo, se produce de

nuevo la forma activa no conjugada (Combalbert 2010).

Estradiol

-

l hidroxilacion posicion 3 HO hidroxilacion posicion 171

Estrona
2-hidroxiestrona 2-metoxiestrona
HO
HO
_ 17- epiestriol
2-hidro4oxiestrona 4-metoxiestrona
l , estrégenos conjugados
Orina

Figura 3. Metabolismo del estradiol



4. LOS ESTROGENOS COMO CONTAMINANTES EMERGENTES

En las ultimas dos décadas se ha detectado la acumulacion de diversos farmacos,
productos de higiene personal y algunas sustancias usadas para diagnoésticos
médicos en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales
(Combalbert 2010, Deblonde 2011, Fent 2006) . La remocion de estos compuestos
es baja ya que las plantas de tratamiento de aguas no estan disefiadas para
eliminarlos. Por ejemplo, en la Tabla 2 se muestran algunos compuestos utilizados

en hospitales que son dificilmente degradados por métodos convencionales.

Tabla 2. Eficiencia de remocién promedio de algunos contaminantes emergentes
(Deblonde 2011)

Influente Efluente
Farmacéutico Molécula Concentracién Concerjtracién % 3
promedio (ug/L) | promedio (ug/L) | Remocion
Antibictico Trimetoprima 0.43 0.424 1.4
Sulfametoxasol 0.32 0.264 17.5
Antiepiléptico Codeina 2.8605 1.93 32.5
Analgésicos y Diclofenaco 1.039 0.679 34.6
antiinflamatorios | Ketoprofeno 0.483 0.333 31.1
Medios de Diatrizoato 3.3 3.3 0
contraste Acido lotalamico 1.8 1.8 0
17B-Estradiol 0.03 0.03 0
Estrégenos® Estrona 0.078 0.075 3.8
Estriol 0.048 0.018 62.5
Etinilestradiol 0.020 0.018 10
Equilenina ® 0.0021 0.00043 80
@  Combalbert 2010
® " Tyler 2009

La acumulacion de estrégenos en el ambiente se debe al incremento del uso de
medicamentos y alimento para ganado que los contienen, a su mala disposicion y
a gue son moléculas muy estables, lo que las vuelve dificiles de degradar
(Combalbert 2010); sin embargo, la concentracion detectada en plantas de
tratamiento no es tan alta en comparacion con otros contaminantes y como se
desconocen los riesgos a la salud que puede provocar la exposicion prolongada

de humanos a estos compuestos, se ha clasificado al 17B-estradiol y a

10



compuestos relacionados como contaminantes emergentes (Deblonde et al. 2011,
Fent et al. 2006). En la Tabla 3 se muestran datos de la concentracion de
diferentes estrégenos detectados en plantas de tratamiento de distintos paises,

que llegan a ellas mediante la orina de humanos y animales de granja,

Tabla 3. Concentraciéon (ng/L) de estrégenos libres medidos en los efluentes

plantas de tratamiento de aguas negras en diferentes paises (Combalbert 2010).

Pais El E2 E3 EE2 Ao
Holanda <0.4-47 <0.4-12 nm <1.8 2000
Italia <0.5-80 <0.5-7 <0.5-28 | <0.5-2.2 2000
Alemania <2-37 <2-49 nm <4-17 2002
Austria <1-72 <1-30 <1-275 <1-5 2005
Canada 1-96 0.2-15 nm nm 2005
Australia <1-27 <1-5 nm nm 2006
Japoén 3-100 <1-20 nd nm 2006
Francia 3.5-63 45-22.1 | 5.3-13.1 1-18 2010
México @ 6-44 0-68 1-57 nm 2013

nm= no medido
@ Estrada-Arriaga 2013

Hasta la fecha, no existen muchos estudios sobre la concentracion de estrogenos
en los efluentes de las plantas de tratamiento en México, pero hubo uno en el que
se muestred la concentracion de estrona y estradiol en diferentes puntos de
Xochimilco, México, en temporada de lluvias y en temporada seca. Los datos se
muestran en la figura 4. Se demostré que en temporada de lluvias la
concentracion de estrogenos presentes en los cuerpos de agua es mayor, hasta
tres veces, que en temporada seca, excepto en dos puntos de muestreo,
probablemente porque los compuestos depositados en el suelo migran por

escurrimiento y arrastre del agua de lluvia (Diaz-Torres 2013).
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25 Estrona

[ 5]

Concentracién (ng/L)
[43]

12345678 21041121314445161718189
Sitios de muestreo
3.0 Estradiol
25

Efmwhﬂ.lﬂﬂnﬁiﬁ

1234567 8 910111213141516171819
Sitios de muestreo
Figura 4. Concentracién de estrégenos en temporada de lluvia (barras blancas) y

Concentracion (ng/L)

en temporada seca (barras negras) analizada en diferentes puntos de muestreo de
Xochimilco, México (Diaz-Torres 2013).

La preocupacion por los estrdgenos como contaminantes emergentes estan
enfocada en dos aspectos principalmente: a que son interruptores endocrinos a
muy bajas concentraciones y a que su exposicion prolongada en mamiferos,

incluyendo el humano, aumenta el riesgo a desarrollar cancer de diversos tipos.

5. ESTROGENOS COMO INTERRUPTORES ENDOCRINOS

Tanto los estrégenos naturales como los compuestos estrogénicos de origen
sintético o semisintético, tales como el diestilbestrol (DES) y el 17-a-etinil-estradiol
(EE2) que se utiliza en la pildora anticonceptiva, tratamientos de reemplazo
hormonal y tratamiento de cancer, son téxicos y se consideran interruptores
enddcrinos.
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De acuerdo con la OMS los interruptores enddécrinos se definen como “sustancias
exdgenas a una especie que alteran la funcion del sistema endocrino y causan
efectos adversos sobre la salud del organismo intacto, de su progenie, o de su
poblacion” (WHO/IPCS, 2002).

El término interruptor endocrino define hoy dia a un grupo de sustancias quimicas
de muy diferente origen, estructura y uso. Se trata de sustancias naturales o
sintéticas, que interfieren con alguna de las funciones de las hormonas
responsables del mantenimiento de la homeostasis y regulacion del desarrollo de
los organismos. En algunas ocasiones se trata de compuestos a los que las
pruebas habituales de toxicidad no atribuyen efectos importantes (Serrano 2001).
Los interruptores enddcrinos son capaces de mimetizar o bloquear el efecto de los
estrogenos, es decir, tienen la posibilidad de actuar como un estrégeno o como un
antiestrogeno. El efecto negativo de los estrégenos esta bien documentado para
especies acuaticas, en particular peces (Nash et al. 2004) afectando su

ecosistema mediante la alteracion de su reproduccion.

Cada estrogeno tiene un potencial estrogénico distinto, dependiendo de la afinidad
gue tenga al receptor de estrogenos. En organismos acuaticos puede ser
determinante para alterar su ciclo reproductivo ya sea por la union a estrégenos o
a xenoestrégenos. El etinilestradiol induce efectos estrogénicos en varios peces

desde muy bajas concentraciones (Fent 2006).

Debido a que los efectos principales de los interruptores endécrinos son sobre el
sistema enddcrino, el cual controla la reproduccién, los cambios morfolégicos van

orientados hacia el desarrollo de gbnadas, la reproduccion y el crecimiento.
El mayor indicador que se ha utilizado es la expresion de vitelogenina, hormona

femenina responsable de la produccién de huevos en peces. En la Tabla 5 se

resumen los efectos de la exposicion a etinilestradiol de dos especies de peces.
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Tabla 5. Efectos de estrégenos en peces a diferentes concentraciones.

Especie [EE2] ng/L Efecto
0.96 Feminizacién de machos (caracteres secundarios)
3 Elevacion de la expresion de vitelogenina
Carpa C .
Feminizacion de gonadas
cabezona
) 4 Fallas en el desarrollo normal de los caracteres
(Pimephales _
@ sexuales secundarios
promelas) _ y
Alteraciones en la proporcion sexual
5 Reduccion en 56% de la fecundidad
Pez cebra 2 Infertilizacion de huevos
(Danio 20 Mortalidad del 30% de embriones
reiro)(b) 50 Feminizacién de machos

(a) Fent 2006
(b) Nash et al. 2004

6. MECANISMO DE CARCINOGENESIS POR ESTROGENOS

Se ha demostrado que una exposicion prolongada a estrégenos incrementa el
riesgo de desarrollar cancer de mama y de endometrio (Liehr 2000). Ademas, en
modelos animales se ha encontrado que inducen la formacién de tumores

mamario, uterino, cervical y pituitario (Liehr 1986).

Aunque el mecanismo de toxicidad no se ha dilucidado completamente, se ha
visto que involucra el metabolismo de estrégenos a compuestos genotdxicos o
mutagénicos que pueden dafiar directamente al ADN y el crecimiento de tejidos
debido a la disminucion de apoptosis y proliferacion de células dafadas, que
resulta en la formacién de tumores. Ambos procesos actian en conjunto y son los
responsables de que el riesgo a desarrollar cancer incremente (Yager 2006).

Estas dos vias de carcinogénesis se muestran en la Figura 5.
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E2

VRN

Metabolismo de E2 Receptor de estrogenos
16a — OH-E1 2-OH-E1, 2-OH-E2, Expresion alterada
4-OH-E1, y 4-OH-E2 de genes
Unién covalente a quinonas de Aumenta proliferacion
proteinas y ADN 4-OH-El1y 4-OH-E2 celular

Reduce apoptosis

Aductos de quinonas y
dafo oxidativo de ADN

Figura 5. Vias complementarias de la carcinogénesis de estrégenos (Yager 2006)

La primera via es el metabolismo oxidativo de los estrégenos, cuyo producto son
guinonas, metabolitos muy reactivos considerados moléculas carcinogénicas
(Cavalieri et al. 2002). Estas moléculas oxidan lipidos y ADN mediante la
liberacion de Especies Reactivas de Oxigeno y forman aductos inestables con las
adeninas y guaninas, (Liehr 1990, Yager 2006, Zhang 2001). Algunas enzimas
presentes naturalmente en el cuerpo humano, como lo son los citocromos P450
(1A1, 1A2 y 3A), prostagladina sintasa o las tirosinasas pueden oxidar al estradiol
formando catecoles (Cavalieri et al. 2004), que se transforman posteriormente en

guinonas. Esta via se esquematiza en la figura 6.
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Figura 6. Mecanismo de toxicidad propuesto para compuestos estrogénicos.

La segunda via de carcinogénesis es mediante la activacion del receptor de
estrogenos (ER), un factor de transcripcion especifico localizado en el citoplasma
y nucleo celular (Barron 1997, Noriega 2008). Se han identificado dos, conocidos
como ERa y ERB (Kuiper G. 1996 et al.). ERa es expresado predominantemente
en organos reproductivos (Gtero, mama y ovario), asi como en el higado y en el
sistema nervioso central, en tanto que la forma B es expresada mayoritariamente
en otros tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto urogenital, ovario,

sistema nervioso central y préstata (Noriega 2008).

El receptor de estrégenos se une a secuencias especificas del ADN en el genoma
y regula la cantidad de transcriptos de ARN mensajero por diferentes vias,
mostradas en la figura 7. Esta unidén implica la activacion del receptor y puede
ocurrir con diferentes ligandos como estrégenos naturales, sintéticos o
xenoestrogenos, pero también hay otros que lo inactivan, como los antiestrogenos,
Estas moléculas compiten entre si para unirse al receptor (Katzenellenbogen
1996).
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Cascada

proteina-cinasa

Cascada
proteina-cinasa

Figura 7. llustracién esquemaética de los mecanismos de sefalizacion del receptor
de estrégenos. 1. Via clasica de accién. 2. Acciones genémicas independientes
del elemento de respuesta a estrogenos (ERES). 3. Acciones gendémicas

independiente del ligando. 4. Acciones no gendmicas. (Bjornstrém, 2005)

En la via clasica, los complejos nucleares E2-ER se unen directamente a los
elementos de respuesta a estrégenos en los promotores de genes diana. En la
segunda via, el complejo nuclear E2-ER interacciona con un complejo del factor
de transcripcién (TF) que hace contacto con el promotor del gen objetivo a través
de interacciones proteina-proteina. La tercera via involucra factores de crecimiento
(FC) que activan la cascada de sefalizacion proteina-cinasa, lo que lleva a la
fosforilacion (P) y la activacion de los receptores de estrogenos nucleares en
elementos de respuesta a estrégenos. En la via no gendmica, los complejos de
membrana E2-ER activan cascadas de sefializacion proteina-cinasa, que altera
las funciones de las proteinas en el citoplasma, por ejemplo, la activacion de la
sintasa de oOxido nitrico endotelial (eNOS), una molécula lipofilica que participa en
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muchos procesos bioldgicos, o la regulacion de la expresién génica a través de la

fosforilacion y la activacion de un factor de transcripcion.

La union del receptor al estrégeno estimula la proliferacion de células mamarias e
incrementa el nimero de células diana o blanco dentro del tejido. El incremento de
la division celular y la sintesis de ADN elevan el riesgo de replicacion de errores, lo
que puede dar como resultado la adquisicibn de mutaciones puntuales
perjudiciales que interrumpen procesos celulares normales, tales como la

apoptosis, proliferacion celular, o la reparacién del ADN (Deroo 2006).

Los catecoles resultantes del metabolismo de estrogenos, 4-hidroxicatecol y 2-
hidroxicatecol, tienen alta afinidad de union al receptor de estrégenos humano
(150 y 100%, respectivamente, comparado con estradiol) asi que pueden
participar también en la regulacion de la expresion de genes, la sefializacion o

ambas a través del receptor (Yager 2006).

Una manera de evitar la conversion de estrogenos a catecoles y quinonas es
bloguear las posiciones que por resonancia son ricos en electrones, como la 2 y 4,

introduciendo &tomos de halégeno.

7. SITIOS REACTIVOS PARA LA HALOGENACION ELECTROFILICA DE
ESTROGENOS

Los carbonos insaturados de los compuestos bencénicos son especialmente ricos
en electrones debido a la presencia de enlaces 11, que permiten reacciones de
sustitucion electrofilica, a menos que tengan un grupo saliente que atraiga con
fuerza a los electrones, haciendo que el carbono insaturado sea susceptible a un
ataque nucledfilico. Los sustituyentes del anillo aromatico se pueden clasificar en
cuatro grupos dependiendo de su capacidad como electrodonador (activadores) o

electroatractor (desactivadores) hacia el anillo aromatico:
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e Activadores débiles (dirigentes orto y para): grupos alquilo y fenilo -CHg, -
Ph. Activan el anillo por efecto inductivo.

e Activadores fuertes (dirigentes orto y para): grupos con pares solitarios en
el &tomo que se une al anillo, como -OH, -OCHjs;,-NH,_Activan el anillo por
efecto resonante.

o Desactivadores débiles (dirigentes orto y para): desactivan por efecto
inductivo. En este grupo estan los halégenos -F, -Cl, -Br, e —I.

o Desactivadores fuertes (dirigentes meta): Son grupos -CHO, -CO,H, -SO3H,
-NO, con enlaces multiples sobre el atomo que se une al anillo. Desactivan

por efecto resonante.

Ya que los estrogenos tienen un sustituyente —OH en el anillo aromatico A, que
actia como donador de electrones debido a la resonancia las posiciones orto y
para, se vuelven ricas en densidad electrénica y por tanto susceptibles a una
reaccion de sustitucion electrofilica sobre el anillo. Las reacciones de
halogenacion siguen mecanismos de este tipo, por lo que es posible realizar la
halogenacién de estrogenos para formar compuestos halogenados como el que se
muestra en la Figura 8, bloquear las posiciones reactivas de los estrogenos e
impedir la formacion de catecoles y quinonas por la via mencionada

anteriormente.

Figura 8. 2,4-cloroequilenina
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La caracterizacion de estos estrogenos halogenados ha sido realizada por
diferentes investigadores. Uno de ellos es Liehr, que comprob6 en 1986 con 4-
fluoroestradiol que los derivados halogenados son menos toxicos in vivo utilizando
roedores como modelo, ya que se reduce dramaticamente la induccion de tumores
renales. Otro de los investigadores interesados en observar los efectos de
derivados halogenados es Liu X, que junto con otros colaboradores, trabajé con
equilenina para comprobar el efecto estrogénico y el potencial carcinogénico que
tiene la molécula halogenada en la posicién 4. El resultado observado fue que la
halogenacion evita la formacion de quinonas y que el compuesto halogenado tiene
afinidad por el receptor de estrégenos, aunque es menor que la afinidad por la
equilenina. Se modificé la molécula con fldor, cloro y bromo y se compararon las
propiedades de los tres derivados. La magnitud en el cambio de la afinidad al
receptor depende del tamafio del atomo de halégeno, siendo mas dramatico el
efecto con bromo; con flior la molécula tiene casi el mismo efecto estrogénico que
el compuesto parental (Liu X 2003, Liehr et al. 1986b).

El mayor uso que se le da a este tipo de compuestos es para la formulacion de
medicamentos que controlan hormonas relacionadas a la reproduccion, por ello se
buscaria reemplazar la molécula activa por un compuesto halogenado y no con
algun atomo de otra naturaleza. Ademas, los derivados halogenados podrian tener
otras propiedades interesantes, como menor volatiidad y mayor estabilidad
térmica y oxidativa. En la actualidad un nimero importante (2 de cada 10) de
compuestos halogenados son producidos por la industria farmacéutica debido
principalmente a la facilidad con que permean las membranas celulares (Herrera-
Rodriguez 2011). Ejemplo de ellos son el ansiolitico diazepam, o el antihistaminico
loratadina (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de farmacos halogenados.

Para que los haloestrégenos puedan ser sustitutos por los compuestos utilizados
actualmente en medicamentos, ademas de otras cosas, deben ser afines al
receptor de estrogenos para que el medicamento tenga efecto sobre el cuerpo,
como lo tienen los estrogenos libres. Por lo tanto, para reducir el potencial
carcinogénico de los estrogenos sélo se quiere evitar la via formacién de quinonas

sin modificar significativamente la via que involucra al receptor de estrogenos.

En los estudios antes mencionados, se hicieron las halogenaciones con
reacciones quimicas para probar qué efecto tenian los productos. Aunque la
halogenacién en la industria quimica tiene tecnologias bien establecidas, sus
procedimientos son tipicamente caracterizados por ser riesgosos y altamente
toxicos por la generacion de subproductos y el uso de catalizadores dafiinos para
el medio ambiente. Existen alternativas biotecnologicas, como la halogenacion
enzimatica, que pueden ser mas ventajosas por las condiciones de reaccion y la

baja toxicidad de los procesos (Herrera-Rodriguez L. 2011).

21



8. HALOGENACION ENZIMATICA

Existen diferentes tipos de enzimas capaces de halogenar sustratos organicos, las

cuales se clasifican de acuerdo a la informacion mostrada en la Tabla 6.

Tabla 6. Enzimas halogenantes conocidas (Herrera-Rodriguez L. 2011)

Tipo de enzima Caracteristicas

Hemo
_ Pueden halogenar una gran
_ haloperoxidasas .
Haloperoxidasas : cantidad de sustratos generando
Vanadio

. hipohaluros
haloperoxidasas

Dependientes
de FADH*

Halogenasas Dependientes de Formacion de enlaces

Halogenacion via HOCI

a-cetoglutarato y especificos de C-X~ via

0O, radicales libres
) Catalizan desplazamiento
Fluorinasas - ..
nucleofilico de metionina
. Reaccion analoga de fluorinasas,
Clorinasas

con un ion cloruro

Las haloperoxidasas son las primeras enzimas que se descubrieron y por ello las
mas caracterizadas. Llevan a cabo reacciones redox tomando como sustrato
peroxido de hidrégeno y siguen un mecanismo de halogenacién electrofilica. Son
las Unicas peroxidasas que catalizan la oxidacion de dos electrones de iones
haluro a iones hipohaluro (Raven E. 2016). En este grupo se encuentran las
hemoperoxidasas y las vanadioperoxidasas. Las primeras son llamadas asi
porque contienen un grupo prostético hemo en su sitio activo. Este grupo es un
heterociclo de porfiina con un i6n de Fe* en su centro. En las
vanadioperoxidasas el ion metalico que permite el intercambio de electrones es un
vanadato, localizado en el sitio activo (Butler 2004). En la Figura 10 se muestran

algunas caracteristicas importantes del sitio activo de estas enzimas.

22



Glu-183

His-336

c) VBrPO d) VCIPO

Figura 10. Aminoacidos y grupo prostético del sitio activo de algunas
halogenasas, a) Cloroperoxidasa del hongo Leptoxiphium fumago, grupo
prostético: hemo, b) Mieloperoxidasa humana Isoforma C, grupo prostético: hemo.
¢) Vanadio bromoperoxidasa del alga roja Corallina officinalis, grupo prostético:
vanadato, d) Vanadio cloroperoxidasa del hongo Curvularia inaequalis. grupo

prostético: vanadato.

Los ejemplos clasicos de hemoperoxidasas son la cloroperoxidasa (CPO) y
mieloperoxidasa (MPO), que tienen un mecanismo de reaccion similar, mostrado

en la Figura 11. El grupo hemo reacciona con una molécula de perdxido de
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hidrégeno formando una especie de radical tr-cation de porfirina oxohierro (IV)
conocido como compuesto | que es el responsable de la oxidacion de un ion
haluro. En este paso de la reaccion, el peroxido se reduce a agua mientras se
oxida la enzima. Luego un ion haluro presente en el medio ataca el atomo de ferril
oxigeno del compuesto | para producir un intermediario de hipohaluro férrico, Fe'"
(OCI), que se cree es un compuesto clave para la halogenacién de sustratos
organicos por la CPO y para la actividad antimicrobiana de la MPO, debido a que
es muy oxidante. No se ha obtenido evidencia espectroscopica del intermediario
de hipocloruro férrico y se desconoce cémo el compuesto | oxida al ion haluro

(Colonna S. 1999, Raven E. 2016).

HZOZ
—_—
L= His en MPO ‘ N
L Cys en CPO L
Estado basal férrico Compuesto |

)N
HOCI

Aducto de Fe"' -OClI

Figura 11. Mecanismo de reaccién de las haloperoxidasas.

A través de este mecanismo la cloroperoxidasa es capaz de halogenar varias
moléculas arométicas como hidrocarburos policiclicos aromaticos, lignina,
flavonoides y terpenos (Ayala et al. 2016). Los flavonoides son metabolitos
secundarios de las plantas, por ejemplo la naringenina, la cual se puede halogenar

en dos posiciones del anillo aromatico A. Como se puede observar, esta reaccion
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es similar a la que buscariamos para catalizar de forma enzimatica la

halogenacion del estradiol.

OH
Cl
OH
OH ©
HO o O 6-cloronaringenina

l OH

OH 0O cl
. . HO o
Naringenina O

HO (0]

Cl

6,8-dicloronaringenina

Ejemplo 1. Halogenacién de un flavonoide con cloroperoxidasa de L. fumago.

Las vanadio-haloperoxidasas (V-HPO) se clasifican de acuerdo al halogeno mas
electronegativo que puede oxidar. Las vanadio cloroperoxidasas (V-CIPOs)
pueden oxidar cloruro, bromuro y vyoduro, mientras que las vanadio
bromoperoxidasas (V-BrPOs) sélo pueden oxidar bromuro y yoduro. Las vanadio
cloroperoxidasas han sido aisladas principalmente de hongos, mientras que las
vanadio bromoperoxidasas se han encontrado principalmente en algas marinas
Las enzimas méas estudiadas de este tipo son la V-CIPO del hongo Curvularia
inaequalis, la V-BrPO del alga café Ascophyllum nodosum y la VBrPO del alga

roja Corallina officinalis (Butler 2004).

El mecanismo propuesto por Butler y Carter-Franklin en combinacion con el
propuesto por Ligtenbarg se muestra en la Figura 12. Primero el enlace vanadato

coordina al peroxido de hidrégeno produciendo un intermediario oxoperoxovanadio
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piramidal de base cuadrada que oxida el segundo sustrato en el ciclo, el bromuro,

por dos electrones para generar un intermediario tipo ion bromonio.

HN histidina
)
N

H H
- \o/ O—OH -
HN_ histidina O\',S_'/O:, o
+H,0, 7
N N
i =
h 9

\ HN
o, ? —YN
/I/". 5- . T
"V—OH histidina | >
7~ N/

o wl\; O, \‘/sor/\ Br
¢ nistidina 4

: o N
5 =
N / ( /
? HOH
HO—Br o, ’ H 2~
e 6- -
o'/’L\OH “cl
©
//

HN

Figura 12. Mecanismo de reaccion para las vanadio haloperoxidasas (Ligtenbarg
2003, Butler 2004).

Las vanadio peroxidasas, al igual que las hemoperoxidasas, catalizan reacciones
de halogenacion con sustratos aromaticos, por ejemplo la de indeno. El producto
de la reaccion de este sustrato con la VHPO de Curvularia protuberata a un pH

neutro es una mezcla racémica de epoxidos opticamente activos (Ejemplo 2).
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OH
OH
~uBr  V-BrPO

" ‘ Br

2-bromoindenol

2R, 1R-bromoindanol
V-BrPO

’ H,0,, Br-
OH

Indeno

"1,/

OH- ife)

2S, 1S-bromoindanol 1S, 2R-6xido de indeno

Ejemplo 2. Reaccidén de halogenacién de indeno catalizada por un extracto de

Vanadio Bromoperoxidasa de Curvularia protuberata. (Ayala 2016)

Las haloperoxidasas no reaccionan directamente con el compuesto organico que
halogenan, sino que realizan la reaccion utilizando intermediarios, por ello se
considera que estas enzimas utilizan dos sustratos, el peroxido de hidrogeno y un
sustrato organico con enlaces T, el cual se puede clorar, bromar o yodar. Sin
embargo, se ha demostrado que las enzimas catalizan reacciones con una mayor
regioselectividad y diaesteroespecificidad que las reacciones quimicas con N-
bromoacetamida. Las hemo y las vanadio peroxidasas tienen una

diasteroespecificidad similar en las reacciones que catalizan (Coughlin 1993).

El uso de estas enzimas es muy amplio debido a que ademas de halogenar, las V-
HPO también ciclizan y oxidan compuestos organicos usando intermediarios
bromados y las hemoperoxidasas tienen también actividad de monooxigenasa,
peroxido dismutasa y oxidasa a diferente pH. Ademas la especificidad de sustrato
de las haloperoxidasas es baja en comparacion con las halogenasas o las
clorinasas, cuya especificidad de sustrato es muy alta, asi que la cantidad de
reacciones que catalizan es muy grande. Sin embargo, no son capaces de realizar

las reacciones de fluoracién, debido a que el peroxido de hidrégeno no tiene el
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potencial redox necesario para oxidar iones fluoruro. Para ello existen otras
enzimas como las fluorinasas, que son capaces de llevar a cabo la reaccion
mediante un mecanismo diferente, que se ha propuesto es de sustitucion
nucleofilica tipo SN2. (O"Hagan 2002).

Se ha observado que la cloroperoxidasa de L. fumago puede halogenar estradiol y
gue ademas se forman productos monohalogenados y dihalogenados (Salcedo et
al. 2015). No se ha comprobado en qué posicion se halogena el estradiol, pero por
el sustituyente —OH del anillo A, que es un electrodonador fuerte, y tomando en
cuenta que los halégenos son nucledfilos, podria resultar una sustituciéon
electrofilica orientada en orto y para al grupo OH, que corresponde con las

posiciones 2 y 4 del estradiol.

9. CONCLUSIONES

Los estrégenos son contaminantes ambientales y tienen efectos tanto en animales
acuaticos como en mamiferos por ser interruptores enddcrinos y agentes
carcinogénicos. Para evitar la via de formacion de quinonas se puede halogenar a
los estrégenos en las posiciones 2 y 4 con la ayuda de enzimas. Hay una gran
variedad de enzimas halogenasas, un grupo en particular podria utilizarse para
estos fines. Las haloperoxidasas son las mas atractivas por la baja especificidad
de sustrato que tienen y por ser las mas estudiadas; ejemplo de ellas son la
cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago y la bromoperoxidasa de Corallina
officinalis. Estas enzimas podrian catalizar la sustitucion electrofilica con atomos
de cloruro o bromuro sobre el estradiol, dadas las propiedades resonantes que

tiene el anillo aromético A de los estrégenos y al grupo hidroxilo del mismo anillo.
Esta podria ser una alternativa para sustituir los tratamientos de reemplazo

hormonal y anticonceptivos, ya que los derivados halogenados tienen afinidad al

receptor de estrogenos, pero no son sustrato de las enzimas que los oxidan.
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10. PERSPECTIVAS

Se realizaran los experimentos para determinar:

e Si los compuestos estrogénicos como estradiol, estrona y equilina son
sustratos de las haloperoxidasas, como pueden ser la CPO de L. fumago y
la VBrPO de C. officinalis;

e« Si las posiciones en las que las haloperoxidasas halogenan son las
predichas en este tesina (la 2 y 4)

o Las propiedades de los compuestos halogenados, por ejemplo

o afinidad por el receptor de estrogeno

o transformacién de los compuestos halogenados por tirosinasas,
peroxidasas y/o citocromos P450

o efecto de los compuestos halogenados en el desarrollo de

organismos acuaticos como pez cebra.
Estas perspectivas se llevaran a cabo en un proyecto de posgrado.

Adicionalmente, es interesante contemplar la opcion de sintetizar enzimaticamente

farmacos halogenados.
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