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: PROL OGO .

‘El contenido de la presente tesis se encuentré divididé an
cuatro secciones: Introduccidn, Trabajo experimental, Conclusio
nes y Perspe&tivas.

£n la Introduccidon Sa_cmntmmplé el papel ftisinldgico del co-
colesterol SQ obtencidn por la sintesis de nove y.ppr lalab50r~
cidn intestinal del colesterol exdgeno, asi como la utilidad gue
puedes t@ner'ml conocer los éventos molecuiarea dm‘lalabﬁorciOn ir
'testinai del colesterol mediante ol uso de substancias  que han
mostrado inhibir dicho proceso, n particular la diosgenina.

La parte central de la tesis queds constituida por el

stz i -

Trabaijo experimental, que a su  ver se subdivide en  fres
nes: materiales y métodos (cﬁn.fmsultadom previons) , el manumﬁrito.
enviado para publicacion , y experimentos recientes.

En las Conclusionegs se destacan las aportaciones hechas
por loe presentes ouperimentos.

Finalmente, en la seccidn de Perspectivas

s plantea el va-
lor de la diosgenina cémo “heframienta dé trabajo” eh el estudio
del metabnligmmldel colesterol y la utilidad de caracterizar las
propiedades cineéticas da‘lam enzimas que lo esterifican, para ava
luar su papel fisioldgico en la absorcion intestinal del coleste-

rol Yy para congocer sus requerimientos estructurales. ) .
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INTRODUCCION

Papel Fisioldaice del colesterol

El colesterol es una‘molécula este&nidal ampliamente distrj
buida en los tejidos de mamniferos, se localiza principalmente en
las biomembranas, donde ha mostrado tener propiedades de modifica
dor de la “flﬁidez“ y por lo tanto de regulador de algunaé funeci
nes asociadas con ella-{e.g., permeabilidad a electrolitos y no
electrélitos, actividad de enzimas membranales y sistemas de
transporte) , ademas, es también el precwsor  de otras moléculas
importantes tales como la vitamina D, los 4cidos biliares y las
hormonas edternides (1, 2).

Aungue se ha demostracdo gue cual guicer colula nacleada de ma-
mifero es capaz de sintetizar colestarol, los sitios principales
de su  sintesis en el animal aduwlteo son el higeado y el intestino
delgado (1-3). Se ha descriteo que el colesterol y otros productos
isoprenoides juegaﬁ un papel cfitica en el crecimiento de todas
lag ecélulas eucariotas, ejemplo de ello son los  hallazgos de
Srere, et al y de Kandutsch, et al (314), que muestran cémo  los
tejidos gue se encuentran en constante renovacidn y/o crecimien
to, tal como el cerebro de las ratas Fecién nacidas, sintetiﬁan
activamente al colestaerol, mientras que el cerebro de animales
aaultns realiza la colesterogénesis a velocidades muy bajas o nd~

las (esto no significa que las demds vias metabodlicas estén re-



Cprimidas an los tejidos que dejan de proliferar). De tal forma,
los tejidos con alta velocidad de proliferacidn como el intestino
delgado muestran altos niveles de sintesis de colesterol y de la
enzima 3~hidrovi-~-ZE-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA re
ductasa, EC 1.1.1.34), que es el paso limitante de la velocidad
de sintesis del colesterol. Por contraste tejidos como el rifidn,
que al presentar muy lento recambio celular, no sintetizan coles-
ternl y tienen poca actividad de HME-CoA reductasa. La udnica
excepcidn a ésta generalizécién es el higado del animal adulto,
que a pesér de una baja proliferacidn celular, sintetiza activa-

"mente al colesterol (5). lLa primera evidencia de que la disminu-
cidn de la sintesis del colesterol puede inhibir el crecimiento

celular, fue aportada por el grupo de Chen (&), quienes demostera-

ron gue tratando a las células L del ratdn con el hidroxico-
lesterol o con Z0-hidrosicolesterol, que inhiben a la HMG-CoA re-
ductasa,‘pudian bl oguear ei crecimiento vy la proliferacion de as-
tas células. Estos hallazgos fueron confirmados y ampliados poste
riormente por los grupos de Goldstein y Brown, de Chen y Endo,
indicando gue ademds del colesterol otros productos isoprenoddes
como el dolicol y la ubiquinona probablemente se requieren para

el crecimiento celular (7-9).

Requlacion de la sinteslis del

Los sstudios clasicos de Lynen, Popiak y Siperstein identi-
ficaron a la reaccidn catalizada por la HMG-CoA reductasa como

2l paso limitante de la velocidad de sintesis del colesterol por



el hfgada,'Cuéndw & un aﬁimAL,- comp la rata, se le somete a una
dieta défi¢iéqﬁé eh cblésterol, la actividad de la HMG-CoA redug
tasa.aéi‘higadq'ge‘inﬁremanta al igual gue la sintesis del coles-
terol. PDF el cohtrarim, cuando al mismo animal se le sujeta a
una Hiata rica en colesterol, la actividad de l1a HME-CoA reducta~
sa disminuye al fgual qﬁe la sintesis del colesterol. El grupo de
Boldstein v Hrown amplid estas observaciones, yva, gque demostearon
que también los tejidos extrahepaticos pueden regular la activi-
dad de la HMG-CoA reductasa en respusesta al colesterol exdgeno.
Un ejemplo de estas células son loas fibroblastos, que ademas de
mostrar regulacidn de la HMG-Cof reductasa, pueden ocrecer faéacil -
nente en condiciones de cultivo de tejidos. El uso de estas célu-—
las permitid a estos investigadores estudiar en la celula inte-
gra la regulacion de esta enzima y o' s vez la regulacion de la
sintesis del colesterol (10).

9e sabe que existen dos proteinas importantes gque regulan la

disponibilidad del colesterol para la célula, &l receptor

las lipoproteinas LDL y la enzima HMG-CoA .rwductase. Ambas
proteinas trabajan coordinadamente, ya que la deficiencia de este
receptor se asocia a un incremento en la actividad deé la HMG-CoR
reductasa, mientras que un aumentn en la funcion del receptor se
traduce como una disminucion en la actividad de la HMG-CoA redug
tasa (10). Un ejemplo claro.de la importancia del buen funciona-
miento del receptor de las LDL es el paciente con hipercolestero-
lemia familiar,.que al poseer un  receptor defectuoso para estas

lipoproteinas, la HMBE-Cof reductasa muestra una elevada activi-



dad. La‘regQIAciwn e la actividad ‘de 1é'HHG~CdA réductasa.'es
compleja y aun no se ha ehtendidm cnmplétamente, pero se sabe .
que puede ser modulada répidamente.pok @baifiéécibn covalente (la
enzima fosforilada es inackiva) Y pqrﬁmdddiééidh ‘a¥pstérica {(un
efector negativo es el NADP+ Y Qn’gfectaflpositivo as 2]l gluta-
©tidn), mientras que la regulacion tardia se realiza por la sin-

tesis de la enzima (11, 12).

Mbsorcidn intestinal del colesterol.

En la mayoria de las células ewiste un continuo recambio del
colesterol, que comp anteriormente se indicd, proviene del hligado

y.del intestino delgado por la sintesis de novo en ambos tejidos

y por la absorcion intestinal  del cmlestéwml exdgeno o de origen
dietario y del enddgeno, derivado de la bilis v de los detritus
calul ares.
Se pueden digtinguir 3 pasps secuenciales en ia digestion
gastrointestinal de los lipidos:
a) la emulsi%icaéidn der las gotas lipldicas
b) la hidrolisis enzimdtica de ésteres de los
dcidos grasos en la interfase pmul sion-agua,
) 1la disperéibn de los productos lipidicos insolubles,
an uwna forma absorbible (colesterol libre).
Con respecto a la absorcidn intestinal del colesterol, se sa
be que su forma absorbible es la no esterificada (13-15), que se
agrupa con los Acidos biliares vy otros lipidos como los  &cidos

grasos libres y los fosfolipidos formando las llamadas micelas



mintas (16), que pueden desemnpeflar cuando menos dos funciones:
1) vencer la capa de hidratacidan de las membranas
plasmdticas de los enterocitos (17).
2) mediante los &cidos biliares (taurocblﬁ:o principal -
mente) activar a la cofesterol esterasa en la direc-
cidn de sintesis de ésteres de colesterol (18-20).
La altima funcidn puede ser limitante de la velocldad de ab-—

sorcion del colesterol, pussto que para mantener un gradiente  de

concentracidn, es necesario derivarlo hacia éster de coleste-

rol, lo que explicaria el hecho de gue el colesterol gue es absor
Bido por el intestino delgado sufre una rapida esterificacidn  an
tes de ingresar a la cireulacion linfatica v portal, en donde e

transportado por las lipoproteinas plasmatic

La contribucidn de cada una de las enzimas gue esterifican
al colaslerol (colesterol esterasa vy acil-CoA rcolestorol O-acil

transferasa) en 2l proceso de sk absorcidn a nivel bintestinal con

tinda siendo tema de debate =280 .

Aunque s@ ha encontrado gque algunos andlogos del colesterol
pueden inhibir su absorcidn intestinal, el secanismo  por el cual
lo realizan no se conoce (26~29), pero se ha propuesto que junto
cﬁn el colesterol pueden formar complejos no absorbibles o que
compitan con el. colesterol por los sitios de su absorcidn. La di-
lucidacidn de eu mecanismo de accidn pheda, ern alguna  forma,
'gmntribuir a un mejor entendimiento del proceso de 1a  absor-
cidn del colesterol.

El ser humano no poses la capacidad enzimdtica para degradar



el nﬂ;led emtermidél, y cuando existe unydeaeqﬁilibria entre. la
.-cantidad‘dé cm;eéterol que absorbe y/o -sintetiza con el que pue-—
de eijminar{lée pueds produscir wna hipércmlest@rnlamia, cpe por
31 sola es un factor de riesgo coronario.
-La— disponibilidad- de anélogos del colesterol gue poseen ac—
-,ﬁividad hipucalesterulémianté, ofrece la bportdnidad de poder uti

lizarlos en la terapéutica clinica, ero desafortunadamente  se
y

desconoce chdmo actuan. En particular, la diosgenina ha mostrado

que inhibe la absorcidn intestinal del colesterol  sin modificar

2 con 8l co-

la de los Acidos biliares. ©i Apogentna compl

lesteraol por sus sitios de absarcidn, imiento de suome

canismo de accidn prede colateralmente ayudar a conocer parte de

los eventos moleculares de la absorcion int Linal del coleste-

rol, par lo ogue es deseable conocer @

a) sl la rata puede absorber La dios

penina cuando se le

administra por via oral.

b) cudl es 1a distribucion tisular de la dic e

w6 absorbe.

) si la diosgenina puede ser metabolizada por el animal de.
experimentacion.

d) 8i la sapogenina pusde interferir con la esterificacién

del colesterol por las .enzimas intestinales.

Fara contestar a las preguntas antgriores, se realizaron los

cexperimentos que a continuacidn se presentan.



‘MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS.- El. écido taurncblico (de bilis de buey), PFO y dime-—
Lil~-PFOPOP fueran obtenidos de casas comerciales. Los solventes
organi cos se redestilaron antes de ser utilizados.

Excepto el 29-hidroxicolesterol, todos los esteroides utili-
zados fueron repurificadnﬁ por cromatograflia en columna o en pla-
ca fina. Debideo a gue se ha mosltrado que pequelias variaciones en
la estructura del colesterol pueden inducir diversos ofectos en
las enzimas involucradas en su metabol ismo (mng,7 Lh-hidrovicoles

terol inhibe la actividad de la HMGB-Cod reductasa pero estinula a

la ACAT) , es importante estar seguros de la puweza de los conpues
1 =1
tos uwtilizados para asl conocer los efectos de cada esterol.

Por tal motive, se utilizaron los siguientes criterios para eva-

luar la pureza de los esteroides: cromatografia en capa fina  con

varions sistemas de sclventes, cromatografia de gases, espectiro

plia en infrarojo, punto de fgmiwn y shlo en el caso de la diosge-
nina, espectroscopia de masas.

'EOMPUESTUS MARCADCS CDN.ISOTDPOS.~ (la, Paln)-3IH)  colesterol vy
(4~-140C) colesternol fueron comprados a.mmersham. La diosgenina ~3IH
se prepartd por el metodo de Wilzbach (Ed). l.os productos  cola-
terales en el marcaje.de la diocsgenina fueron los derivados S
alfa y S~beta reducidos (tigogenina y esmilagenina, respectivamen

te), cuya estructura se muestra en la FIGURA 1.




RESULTADOS PREVIOS

l.a purificacion de los esteroles se realizd por cromatogra-
fla en cmluhna 0 en placa fina con gel de 5111;&'660. lL.a vnica
dificultad cromatografica fue la separacicon entre cdiosgenina y ti
gogenina, que finalmente pudo llevarse a cabo utiiiﬁando 2l siste
ma de solventes benceno / acetato de etilo (BO/720, v/v) en tres
corridas secuenciales. lLos valores de R son de O.68, 005 vy 0.48
para esmilagenina, diosgenina vy tigogenina, respectivanente.
Egtos valores son mmﬁmres gque los reportados por otros investiga-
dores (31).

Los esteroles purificados por este sistena de solventes (ben
cenw/ acetato de etilao) hoﬁtrarun un solo pico en  cromatografia
de gases cuande las condiciones del drmmatbgra$m fueron: detector

(310 °C), inyector (310 °C), horne (280 °

C)y N2 (250 Kpa), colum—
na (WHP, SE-20 al 10 %4 , 1 metro), tipo de detector (ionizacidn

por flama). Bajo estas condiciones, los tiempos de retencidn  ob-

sarvados fueron:

TIEMPO DE RETENCION (min)

colesterol BaES
esmilagenina B.21
diosgenina ‘ .76
tigogenina P 0

B~zitosterol P70



Los puntos de fusion para los diferentes esteroles fuerons

i
COMPUESTO o ‘REPbRT'AVDD °c) ‘ . EXPERIMENTAL (°C)
| p-sitosterol e 135-137
esmilagénina ' 185 - S 184-185
tigogenina ' 203 - | 198-199
diosgenina 204-207 : 2O0-207

Los espectros de absorcion en infrarojo de diosgenina, es—
milagenina, tigogenina y B-sitosterol se maestran en las FIGURAS
10~17% v en la TABLA 2, que concuerdan con lo previanente reporta--

do (32-34) . Se pusde observar ademas, oque el estarndar de esmilage

Nina mostrd otras bandas de absorcion no  caracterielicas (G510, .

grupe aningg 1930 v 1910 aldehido v cetona) de este GAPOgITI NG,

sugiriendo  su contaminacidn, la cual  se confirod posteriormnen e

por cromatografia en capa fina v de gas

El espectro de masas de la diosgenina fria y de la marcada
s muestra en las FIGURAB 2 y 3, 9 el andlisis de las especies
idnicas producidas por el método de ionizacidon quimica con meta-—
n6 se muestra en la FIGURA '14 v en la TABLA 3. llos picos caracte-
risticos de la gapdgenina son los de 139 y 118 M/E (34,35) .

"El método colorimétricn de Lieberman-Burchard para la deter-—
minacidn del colesterol (FIGURA 1% ) reguiere para desarrollar oo
lor la presencia ﬁe un alcohol en pesicidn 3 bheta v un doble enla
ce enbre los carbonos 5 y &, caracteristicas que llena la diﬁsgew

ninay por 1o gue parece posible cuantificarla colorimétricamente



bnr este método. En la FIGURA 16 se mQEEtra el espectro de abisor-—
citn dé la‘ diosgenina. |y délrcnlesterml cmn’el reactivo - de
Lieberman~ﬁurchard.'8e Dbsefya que el,cblesternl poseé dos maxi-~
mos  de absnrciﬁny a 625 Y 400 nm, mientras que la diosgenina no
muestra maximos de absorcidn caracteristicos en la regidn de 300
a 700 nm (FIGURAS 14 vy 17).

El método enzimatico para la deterninacion de colesterol  es
otra posibilidad para cuantificar a la diosgenina, ya que se hasa
en la oxidacion del grupo alcohol, acoplada a la reduccidn  de un
dﬁombform. Utilizando este método no fue posible desarrollar co-
10? con diosgenina ni con el p-sitosterol.

El método de dilucidn isotdpica of;mce las ventajas de cuan-
tificar cantidades muy pequelfas de cualguier sustancia marcaaa,
asl como el de seguir su metabm;ismmu» Utilizaﬁdw pota tdonica se

hicieron los experimentos que a continuacidn se describen.
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ARSTRACT

There 'ére cun#ifﬁed remets that diosgenin when given nrallf or
parentarélly decreases cholesterol plasma levels in rat, chicken
'énq rabbits that have a diet-induced hypercholesterolemia. No
'meéhanisms H#VE been - sugpested to account for  this action.  To -
investigate this effect, 3H~diosqenin antd isopers were prepared
and several in*vivb and in—vitro experiments designed.  The
per—-oral  administration of diosgenin yielded lﬂﬁ of  the glven
dose distributed throoghout: liver, spleen, epididymal fat, brain
and carcass of the rat. In everted gut sacs, IH-diosgenin was

a0l than  cholesterol. I these In-wvitro

be@tar absorb
divsgenin wés‘recovered poterified to a lesser extenlt that did
the absorbed qholegfeﬁml; these experinents alse  showed less
esterification of cholesterol in.the presence of diosgenin that
in.itm'abﬁmncen Ha&ad,pn‘the above results it is suggested that
the' phsarved hypm&hnlesterolemic effoects uf.dioagenin are cauwsed
by ¢ &) lessened choiesterol absorption in the small intagtina
by‘ decreasas  of choleéterol' psterification and b) by actions
oourring at extra~intestinal places, such as-comprlition  with
diasgenin to be metabolized Lo new pfuducts, while snme-oflthe

cholesterol is prevented from participating in these reactions.



INTRODUCTICN
Hypocholastermlemic aef fects fuf diosgenin iﬁ Fﬁt,_ chicken and
rabbit have been repofted }1, 2, 3);'nm mechanisms or hypothesis
for this cholaesterol Iawering 4exists. Anong  the probable
mechanisns fnr‘the observed hypocholesterolemic effects could be:
a) decreases in. the rate of cholesterol inteﬁtjnal absorption
and/or synthesis b) increaéom in the catabolism, twrnover and/or
fecal excretion of cholesterol. It has been postulabted that
diosgenin may act at intestinal level by blocking cholesteraol
absorption by forming a cholesteral complex; however, it has beeh

confirmed that diosgenin deesn 't form complexes with cholesterol

(3. The same levels of hypocholesterolemic effects  for
dimEgénin were also observed when administered by intraperitoneal
route (). ‘The goal of  our studies are to gquantitate and
determine how and how much of diosgenin that was administered
per-orally was  absorbed and where it was localized. Also, to
determine in-vitro by use of everted gut saes the local effects

of diosgenin  on  the intestinal  mucesal esterification of
cholesterol and the esterification and metabolism'of diosgenin

and its congeneres (tigogenin and esmilagenin).
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MATERIALE AND METHODS

BEAGENTSu— PPﬁ, Dimethyl-PGPDP, tawrochelic acid  (from ox
bile) a;d B-sitosterol were purchased from SIQNA (5t., Louis, M.
25-hydroxychol esterol (5—chole5ten—ﬁﬂ; 29-dinl) was from
. STERALOIDSG (Wiltony, NH). Estraﬂial*E—benzcate (1, 3, "9 (10)-
estratr;en —~y 17ﬂ~diml F-benzoate) was & gift from SYNTEX
(MEXICQ) . Diésgenin, tigogenin  and esmilaqgniﬁ"were kindly
provided by Miguel Escobar del Rio, BEISA (MEXICO) . 25-hydroxy-
cholesterol was purchased already chromatographically purified by
thelsupplimr; wﬁilm, all the other sterols were repurified by the
th.c.

ISOTORPICALLY LABELED COMPOUNDS.— (la, Za(n)-3IH) cholesterol

(44 Ci/mmol) was purchased from Amersham (Arlington Heights, IL).
GH-dipsgenin was prepared by the method of Wilzbach, (4. This
method also‘ vields thé dihydrodiosgunin  derivatives (S« =
tigogenin, and‘ﬁﬂ = esnilagenin) (fié. 1), The distribution of
tritium  label in these sapogenin were 96, 16 and 28 per cent for
dimsgenin, tigogenin and esmilagenin, respectively. The specific
activity for diosgenin was 21.939 Ci/mol. [t was impogmible to
Cassign a particdlar location for  the tritium ‘on the aolecules
(figs. 2, 3). Under alkaline treatment (33% NatOH) alt 70 2, for 1
hy most of the label was chemically stable (90, 75, and 60 per

"cent for diosgenin, esmilagenin and tigogenin, respectively).



ANIMALS - Mqle letar rats weiqh1nq 1u0 250 g were kept oA
stock d1et (Purina pelletrri d" waterw  ad_V1ibffuh) cand

maintained in a light~dark cy:le (9 00 o Ei:OOias light) for 1

week prior to any exparlment.

IN-VIVO EXPERIMENTS.~ The animals were starved 12 h before

the initiation of any treatmepfﬁ. Two - types 6fbexpériments wer e
performecd: (a)} Fifteen rats were fed by intragastric tube with a
suspension of 5% bovine serum albumin (ESA) and diosgenin &7 i/
mnol  in isotonic saline. The deose for each rat  was 7 umol, The
animals were sacrificed 6, 12, and 24 h after treatment and

dub seauently  heart, liver, adrenal glands with hidne splen,

and epididymnal fat were dissected out. The labeled materials used
in  these edperiments was a mixtwre of diosgenin, tigogenin and
pamilagenin. (b)) Three groups of  fowr ralbsg each were fed by
1nLraq\ﬁFr1L tube with a suspension of one of | the following
compounds: diosgenin 12 JCL/mmal , esmilagenin 29 pﬂi/mmal or
tigogenin 42 pli/mmol din 174 BSA in iBﬂtpnic saline solution. The
amount received for each rat was 2 umol. The animals were
sacrificed & h after treatment and the Lliver, kidneys, adrenal
glands and small intestine were separated. The dissected tissues
were gsaponified with 337 NaDH solution and subsequently extracted
with 20 volumes of diethyl ether. The extracts were evaporated
under  a N2 stream  and their radioactivity ‘determined. In other
groups the dissected tissues were immediately homoqcn1ﬁud with a

solution of 1 oM tawrocholic acid and subsedquently extracted with
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20 vplumes»af'diéthyiféthér}3'The entracts were evaporated undérr

a nitrogen‘stcéém;vahd ahpiiéd ‘on silica gel 8 60 thin-layer-

chbmatogfaphy;“5Ktic§ 'b1hfé§, developed ~with benzene: - ethyl
acetate, BQ:ZO,'(V/V). The detectién af the sapogenins was made
by iodine vapor, the localized spots scrapped into scihtillation

'vials'and pvaluated for radiosctivity.

IN VITROD EXPERIMENTS. - Male Wistar rats were sacrificed by

cervical d&ﬁlocatian and the dissected Jjejunum, immediately
transferred to a selution 10 mM glucose in 0.9 % NaCl at 37 C.
The esverted gut sacs were incubated individually in glass vials
at 37°C with the indicated sterols. The incubation medium {5 ml
for weach sac) was 1 oM tauwrocholic acid, 10 oM glucose in 0.9%
:Naﬂl solution, and the labeled sterols were added to the
ingubation medium in 10 ul  of ethanol. At the end of the
incubation period, the sacs were washed with the samg  mediamg
sarose fluid was collected and the intestinal wall dried for 24 h
at 70 °C and subsequently hompgenized in_ a solution of 1 M
tauwrocholic acid in 0.9%4 NaCl. The incubation media, the washing
fluid and the homogenization media were extracted with 20 volumes

of digthyl ether and chromatograpbed as mentioned before.



RESULTS AND DISCUSSION N .

¢
§xh;n§§i§,~ Labeled 3H-diosgenin was prepared by the Wilzba;h
(4 method. During this labeling, the cis and trans dihydro-
aiongnin isaomers (esmilagenin and tigogenin) were formed. They
were  identified by tlc with the aid of authentic standars. Mass
spéctroécnpy analyses revealed no major differences in  patterns
between the authentic diosgenins (figs. 2, 3) and the prepared
labeled JH-materials. '

dp-eive exparimants.— When miatuwres of the three sapogenins

were orally administered, (table )3 a significant and rapid
absorption pcocuwrred mainly in the carcass /and the liver. No
radicactivity was found in Feces; Brain levels did increase
slowly with timeg pﬁrhqpﬁ due to a slow exchange rate. It has
been teported that in bovines a phospholipid-complem containig
diosgenin may form and then aécumulmte in the brain and that this
phospholipid—complex shows hypotensive activity (8).

When cach individual SAPOENin WS admini stered alone,
approximately the same results were obtained (Fig. 4y as with the
&ixture. After feeding the rats, when the intestinal Qall was
extracted and was analyzed by tlc., It was observed that diosgenin
and tigogenin had besn absorbed and 'intmfcmnverted; but, that
eamnilagenin was tran§+0rmed either to diosgenin or ting@nin.Nhen
dio;genin or tigmgeéin were qrally gdministerad both were found

esterified (Y 2 % ) in the intestinal wall. The findihgs of .
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esterifications sugqests a competition  with cholesterol  for

esterification sites on the mucosa. e

In=pitro erperiments.—- Everted gut sacs were used-to study

the effects of diosgenin on cholesterol absorption at pH & and 7.
, The results (fig. 5) showed tHat FD} the first 60 mins, at pH_ 6,
a - large linear chalgﬁterol uptake occurred with_valués close to
4the"knan physiological ones. .Emterification rates weire
deltermined by asgay on the newly formed cholesterél eetar ﬁn the
dncubation medium.  The increase of cholesteryl ester levels both
at pH & and pH 7 (fig. &4A), may he related to the action of
pancreatic cholesterol esterase which shows greater activity at
pH 6.2 (&), In the intestinal wali there were no differences
found in cholesteryl ester content at either pH values'(ﬁig. &R 3
the peterification is  known to be dependent on  acyl-CoA:
cholesterol O-acyltransferase (ACAT) esterase activity. To
detaermine if diuggenin modifies this in-vitreo cholesterol
esterification activity; the everted sacs were incubated at pH 6
with labeled chol@sferol and ‘0.2 mg- of one of each one of the
following compounds: diosgenin (D), 25-hydrovycholesterol (25),
ﬂ*sitost@roi (B), and estradiol-3~-benzoate (HzE). Controls w@re'
sacs (C) with only cholesterol. ﬂ~5itostarol was the only one of
the compounds that produced a decrease of cholestereol uptake
(2.?%) as compared to the uptake values of control sacs (4.6%4).
The amount of free cholesterol recovered from the intestinal wall

was greater in the B-sitosterol incubated sacs - than for other
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cmmpbundé,.(figs. 78, 7B). 1t is known that p-sitosterol inhibits

ACAT - a:tiV1ty and chulesterol”

bsérption at the intestinal level

(7) but the }muleuular me' ¥Qfﬁtﬁis_‘a;tivity is  unknown.

Roth. dlnsgen1n and BzE 1nhibited ’Ehnfééférul psterification at

the 1ntpst1nal wall, ACAT 1n~v1£rﬁ a:t1vity iy known to be
. reduced in the presence .of estradlal (8), a fact that agrees with

" these results, and confirms prlnr.wnrk. )
While, 29-hydrosxycholesterol is a knDQn activator aof ACAT (&)
und@r the experimental conditions used £h15 was not observed.

Extracellul ar cholesterol esterification was higher in the
presence of 2S9-hydrodycholesterol that in cmntﬁof sacs. I the
main driving force responsible for the intestinal cholesterol
absprption occuwrs by a chemical concentration gradients
increasing the concentration diffgrencm between thé Iumen and the
intestine could occw by esterification of tﬁe cholesterol in the
intestine. These result§ open the following queﬁtions; 1) is the
quantity of movilized and modified sterols sufficient to inhibit
cholesterol absorption?, 2) is diosgenin and the other sterols
able to modify pancreatic cholesterol eéteraﬁe and ACAT
activities?, I) is the incubation time adeguate for studies on
the uptake of these sterpls?, 4) are these sterols alternate
slbstrates for ACAT  and pancreatic cholesterol esterase ?. To -
answer the last two of these questions, 3H~din5genin uptake was
compared with labeled cholesterol uptake (fig. 8), by the amount
of sterol esters found in  the in:uﬁatiun medium  and ‘in  the

intestinal wall ' (figs. 9A, .2B). These results showed that



Ceneymatic inhibition ecould not be determined in these

diosgenin uptaké rwééi greatéF thén  &hD1e§ternI uptalke but
dinsgenin esﬁerificatioﬁ‘byvthé,‘esteraéé'was iow; on the other
hand, the‘ADAT activity on~di95geﬁiﬁ incréased with time. It is
suggested that diosgenin may become an alternate substrate for

enzymnes  and thus be an inhibitor of esterification. The type of

shudies.
Results indicate that diosgenin was well absorbed, about 124 of
the administered dose, while R-sitosterol and olther phytosterols
are absorbed mouch less. The isolation of 3IH derivatives of
diosgenin  from various tissuese both in the polar and non-polar
regions of the chromatograms obtained in liﬁid assays  sugoests
that diosgenin can be metabolized both fn-vive and In-vitro

and subsequently transported by the vascular systems of the rat,
Since there are reports of isolation of DBesitosterol Sulfaté
esters (9) and . phospholipids derivatives of phytmgternls in
bovine brain (), and acyl-ester derivatives in human tissues
(10) of paﬁimnts with sitosterolemia and sdanthomatosis: these
observations fit well with bur recovery in the rat of sterols in

the brain, liver and carcass with radipactivity derived from the

3H—dim§genin given to the rat.

The data obtained +from the In-vitro 3SH-diosgenin everted gut
sacs confirms the existence of specific sites in the intestinal
mucosa that show competitive  esterification betwsen cholesterol

and diosgenin.
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TABLE 1. Percentual distribution* of the absorbed diosgenin labeled'.

TISSUE

Tine After oral Administration

‘24 HOURS

6 HOURS 12 HOURS

CARCASS 78.56 + 2.6 82.00 + 1.7 76.00 + 6.5
LIVER 12.42 + 2.9 8.80 + 6.8 11.60 + 6.3
RDRENAL GLANDS 2.49 + 0.7 1.85 + 1.4 2.15 + 0.7
2ND KIDNEYS

EPIDIDYMAL FAT 1.68 + 0.3 1.40 + 1.1 2,91 + 2.5
SPLEEN 1.52 +.0.5 0.99 + 0.6 1.90 + 1.4
HEART 1.09 + 0.3 0.87 + 0.5 2.30 + 3.3
BRAIN 0.95 + 0.3 2.24 +1.1 3.20 + 2.2
BLOOD 0.39 + 0.1 2.24 + 1.5 0.52 + 0.2
TOTAL (without

digestive tract

and feces). 100 % 100 %

100 %

* The values are expressed as X + SD.
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Table 1. -Male Wistar rats were fed nfally with a suspension of
a mixture of diosgénin, esmilagenin and tigogenin; as indicated
in experimental s:v‘c:tior.) they were sacrificed and its tissular
radi-mac;civity counted at the mentioned times. Mean (n=5) for
absorption percentage of the admini &tered dosis, for eacH time,
was: & h  (1Z.5), 12 h (14.4), and 24 h (6.7). Recovered

radicactivity in organic phase ranged from 21 to I9 4.
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CHOLESTEROL

"CIS" - “TRANS"
. '
CONFIGURATION

DIOSGENIN m

*TRANS" "e1s”

R = 58 = ESMILAGENIN
0 R = 5a = TIGOGEWIN

DINYDRODIOSGLNIN

Figure 1. Cholesterol structural analogy with dicsgenip,

esmilagenin, and tigogenin.
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Figure 5. Effect of pH on the cholesternl uptake by gverted gut

sacs. Sacs were incubated individually dn a solution 1 mM crude

tawrocholic acid (From ox biled, 13 nmol chol esterol (sp. actk.
34,6 uQi/mﬁnl or Ri.E MCi/mmol ¢ for pH 7 and é, rmspectivéiy), 1@
.mM glucose, and Q.9% NaCl, for 10, 36 and &0 min at E7°C. Six
sacs obtained from each rat were analyzedlalung’the incubation
periond, for both pH valueg. Results are expressed-as mean + 8D
from two determinations. Upper panel represents the ﬁercentag@ of

uptalke from added initial cholesteroly, and lower panel express

the sp. ach. of dry intestinal weight.
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Figure f. Effecf of pH on -cholesterol poterification éy.
extracellul ar (A)  or dntracellular enzymes (B). Incubation

conditions are as- in. Fig. &, In both compartments (incubation

medium  and intestinal wall) total cholesterol was separated by
tle and fractions nwrfmmponding to unesterified and esterified
forms of cholesterbl countéd. Results aéa expressed as mean +

SD from remnant percentage of unesterified cholesterol in  the

incubation medium (A) or the intestinal wall (H).
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Figure 7. Effect of several sterols on cholesterol uptake and

choiesﬁeﬁol esterification activities. Incubation conditions .arw
.as in $ig..5, at pH &, 37°C, per 1 h. Additions to médium consist
nf 0.2 Pg'of aﬁy of the following unlabeled compounds: diosgenin
(D), Qﬁ—hydr sycholesterol  (25), B-sitosteraol . (B}, estradiol -2

‘benzoate (BrE); control sacs contained only cholesterol (C).  For ..

' .

@ach rat (six sacs) the sterols were incubated in duplicete and
conpared with control sacs. Upper panel (A)  shows-the remnant
unesteritied cholesterol in  the incubation medium, and 1ower

panel (B) the same data. at the intestinal wall. FResults are

enpressed as mean # SD.
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fig. O« pM & at Z7°C. Results are expressed as mean. & SD.

.



' o -
; - A
100 )
5~\3 .
— .
(4
g )
I
"
. w
w
u .
., % 90+
™S
u .
-
=
W
o
[+
g )
S g3 -
2 '
¥ T 1
10 30 50
MINUTES OF INCUBATION
. '
e 100 ~ ) B4
b
©s CHOLESTEROL v .
ov DIOSGENIN ’ "
. . 90 .
o
o
H “
} G !
: i .
! 80+
1 w '
H =]
' S 0
. E L
. a 76
B \ .
I 1
1 0 : .
! b a f
' T T A
! 10 30 &0
+ . .
! MINUTES OF INCUBATION P )
te : C "
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or the intestinal wall and -subsequently separated by -tle.

Fractions obtalned from free sterol and esterified sterol .were

counted .and expressed as mean & 8D of the remnant unesterified

fraction. Activity related té pancreatic cholesterol esterase'.is

show in the upper panel (4), and the actiQity related to ACAT is’

show in ﬁha lower panel (RB).
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EXPERIMENTOS RECIENTES :

Lns-enpérimentos descritoslen la secclén precedente nos  han
mostkadob quéllg dfusgenjna ademis  de absorberse Iin vive por el
animalrde exﬁerimentacidn, puede metabolizarse aungue &n minimas
prnﬁorciones; La esterificaci@n‘de la diosgenina nos sugirid gque
- pudiera actuar“gohq inhibidor de la .esterificacidn del coleste-
rol, por lo gue pfubamns in vitreo su capacidad para inhibir la
absoreidn v esterificacitn del colesterol. En la TOBLA 4 se mues--
tra que independientemente de la actividad especifica, la absor—
cidn del colesterol es similar en el mismo animal.

Lo resultados de la FIGURA 8 podrian hacernos pengar.que la
‘diosgenina altera de alguna forma la permeabilidad de las células
intestinales y que posiblamente a esto se.deba qu la diosgenina
s  absorba mas gue el colesterol. En la TOABLA © se muestra gque
cuando la diugéenina y @l colesterol se incuban simul taneamente
con los sacos invertidos de intestino, la absorcidn  de cada unp
de estos esteroles es similar a la observada cuando se incuban
individualmente, apoyando #sto los resultados mostrados  en 1a
FIGURA 8.

El hecho de gue la diosgenina se absorba en mayor proporcion
gue el colesteraol por los sacos invertidos de intestino de rata
puede deberse a que su cuncéntracimn intracelular es inicialmente
nula o muy baja, mientras que la del colesterol es mayor, va-que
la propia célula también lo sintetiza. Preincubando con dimsgehi«
na a los sacos (TARLA &) Ho s@ logrd inhibir la absorcion del co-

lesterol, pusibiemente por el poco tiempo de incubacidn.
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TABLA 2. BANDAS DE ABRSORCION CARACTERISTICAS EN I.R. DE LOS
ESTEROLES UTIILIZADOS.
-1 s S
COMPUESTO GRUPOS FUNCIONALES(cm ) "HUELLA DIGITAL " (cm )
DIOSGENINA -0 T410, 1040 1150, 1040,
=k 3 1018, 1000,
~CHZ (a) 2952 0, P60,
~CH2~(a) 2929 710, 890,
~CHY (s) 2873 860, 8BFO0,
~CHZ2-(s) 2861 790
TIGOBENINA ~{H JEOO, 1170, 1150,
1045 1090, 1070,
~CHIE () 2952 1045, 1030,
—CH2-(a) 2930 1015, 1000,
~CH3(s) 2873 970, P50, Y10,
~CH2~({s3) 28561 890, 860
ESMILAGENINA ~OH F430, 1030 1180, 1150,
~CHI(a) 2952 1140, 1090,
-CH2~(a) 2928 1030, 1000,
~CHE(s) 2870 FEO, P60, P50,
~CH2~(5) 2862 910, 890, 8a0,
320
B~SI1TOSTEROL ~OH HA20, 1050 1190, 1140,
)
=CH TOT0 1130, 1050,
—CHZ(a) 29350 1020, 1003,
~CH2~(a) 2920 955, a8o, 795,
~CH3({s) 2860 s
-CH2-(w) 2840
() = sindtrico

it

asimétrico



~37 -

TABLA 3. ESPECIES IONICAS IDENTIFICADAS EN EL ESFECTRO DE MABAS

DE LA DIOSGENINA

M/ E COMPOSICION ELEMENTAL MASA CALCULADA I.R.*( %)
443 £29 HA7 03 4 a4x ' 5,02
415 C27 HAZ 0 415 o EE.T4
400 . €26 HAO 0F C 400 2,26
399 C26 HI9 03 99 13,60
397 C27 H4i 02 ' 97 100, 00
300 .21 M2 O 00 g.12
283 o C21 Hzv 287 17,29

139 C9 HIS O . 3 11.43
115 Cé& HIL 02 15 1979

I.R = intensidad relativa.
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TABLA 4. AESORCION DE COLESTEROL POR SACOS INVERTIDOS DE

INTESTIND DE RATA EN FUNCION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

* X*
ACT. ESPECIFICA % DE ARSORCION cpm/ 100 mg peso seco
21.5 pci 7 mmol 8.7 4, 10,2 70560, 7E860
4300 i /7 mmol 11.0 N 8.6 1571185 , 163928
64.5 uCi 7/ mmol 8.7 , 6.2 2H014% , 230122

* Los ewperimentos se realizaraon por duplicado y lgs resultados
s2 expresan como valores individuales. Las condiciones de

P

Cincubacién fueron las indicadas en la-figura 5 (pH & y 1 )

TABLA 5. ARSORCION SIMULTANEA DE COLESTEROL Y DIOSGENING EN

L.OS SACOS INVERTIDGS DE INTESTINO DE RATA

ESTEROL n % DE ABRSORCION ISOTOPO T. INCUBACION
colesterol () 2 4,2 + 0.42 140 30 min.
diosgenina D) 2 12,1 + 2,26 IH 30 min.
colesterol y 2 .(C) S.1 + 0,25 14c FO min.
diosgenina ' (D) 11.2 + 2.80 3H

(C + D)

Todos los sacos fueron preparados del mismo animal.
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TABLA &. EFECTO DE LA PREINCUBACION CON DIDSGENINA SOBRE LA

- ARSORCION DE COLESTEROL. POR SACOS INVERTIDUS DE INTESTINO DE RATA

TIEMPO DE (min)} ) *M. INCUE. *FPARED—-INTEST.
CONDICIONES PREINCUB. INCUB. % ABSORC. C.L. C.E. C.L. C.E.

s/diosg.

Z0 &0 9.1 Q0 10 57 43

H0 &0 8.6 - 90 10 64 34
c/diosg.

30 30 9.2 99 1 67 I3

0 0 9.2 98 2 62 38

30 60 11.6 96 2 68 52

50 G0 N 97 66 54

.LDB sacns fueron preincubados con o sin diosgeniné (600 g / 60 ml
Cmedio de incubacion) e incubados con o sin diosgenina (50 ug /
S ml). Todos los sacos fueron obtenidos del mismo animal.’
#* Lﬁs resul tados se expresan cono porciento de colesterol libre
(CL) y de colesterol esterificado (CE) en el medio de inﬁubacioﬁ

y en la pared intestinal.
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Se muestran simultaneamente los espectros del

metandar y de .la

gsapogenina purificada en columna con gel de silice G60. Las

muestras se analizaron como pastillas con

referencia.

KEr contra aire

Cono
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Las muestras se. procesaron como en la figura 10, Notar las
bantdas de absorcion po caracteristicas de las sapogeninas

en el espectro del estandar.
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FORMACION DE CROMOFOROS CON EL REACTIVO DE LIERERMAN-BURCHARD
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" FIGURA 15. DESARROLLEO DE COLOR CON  EL  REACTIVO DE

L IEBERMAN-RURCHARD (inespecifico).
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absorcidn para el colesterol son 625y 400 Am. -
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CONCLUSIONES .

l.os presentes experimentos demuestran gque la diosgenina ske
absorbe in vive por el animal de experimentacictn, y gue dicha
absorcion es superior (> 12 4 ) a la reportada para otros estero-
- les vegetales (e.g.,y B-sitosterol < 9 % de la dosis). La dioesgeni

rnay, al igual fue sus derivados & reducidos se encontraron en to-

dos los tejidos analizados aunque predominaron en higado, intes

no delgadw, cerebro y tejido adiposo. El hecho de que la dios-
genina se encontrara en forma esterificada en la pared intestinal
(aunque en minina proporcidn) indicd la posibilidad de que la sa-—

- pogenina compita con el colaesterol por las enzimas que lo esteri-

:fican (cmiesterol esterasa y acil-Cof: cole @rol D-aciltranafera
sal), y sugiere un sitio molecular para su efecto hipocolesterale-
miarnte.

No se descarta gque la diosgenina pueda actuar dentro del prog
pio organismo, ya que se observd su transformacidn en compues-—
tos mds polares, un hecho que concuerda con lo observado para
otros fitosteroles (Z6-39).

llos  resultados de los experimentos In vitre confirman la
existencia de sitios especificos en la mucosa intestinal gue es—
" terifican competitivamente al colesterol y a la dioséenina. La ag

tividad esterificante del colesterol es susceptible de ser modulg

da por otros esteroles tanto en la forma positiva comb negativa.
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Debido a que la dioqgenina eé'éapaz.dé‘dnhibir la actividad este-
rificante del coiasterdl por los sacps inVertist de intestino de
ratay, se apova-la hipttesis de 'gue el gradiente de colesterol 1i-
bre as el‘responsable de la absorcidn del colesterbl, vy  sugiere
un mecanismo molecular por el cual la diosgenina. tenga propieda-
tes hipocolesterolemiantes. . |

' Se ha reportado gue las actividades esterificantes del co-
iesternl a nivel intestinal pueden ser mmduladés par otros este-

roles, weienplo de ello es el 25-hidroxlcoele

araly que estinunla
la actividad de la ACAT, v el R-sitosterol que la inhibe. En un
ensayo In vitro con preparaciones enzimaticas purras (colesterol
esterasa ¥y ACAT)Y , seria posible evaluar los reguerimientos es-
tructuwrales de las enzimas que esterifican alrcolegterol y la ca-
cpacidad de nodular a dichas enzimas. Una vez teniendo moduladores
egpecificos (inhibidores y estinul adores) para cada wnia de las en
zimas, podria evaluarse el papel de dichas enzimas en la absor—
cidn del colegferol;‘ademés de ofrecer herranientas terapéuticas
alternas para los casos dg hipercolesterolemia.

El hecho de que la diosgenina pueda ser esterificada pbr 1a
paéed intestinal, y de que existan reportes que.demuestren que
algunué fitosteroles se puedan metébolizar, sugiere Ia posibili-
dad de que la diosgenina pueda tener efectos extraintestinales
ya sea como tal o como un derivado, por lo cual es interesante

conocer cudl es el destino metabdlico de la diosgenina en el ani-
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mél qe enperimentacidn. éécientemente g2 ha reportado (49) que
algunos fitoétérales Yéntre_ellmé'ia didsééniha) aumentan el efly
jo biliar del~cplestéh915 deéde un'50 Z hasta él 300 %4y sin modi
ficar el flujo de %osfo;ipidns7yzdé éciﬁng biliares. Este efecto
pudiera deberse‘ a QQE‘la diosgening o .un metabolito de ella
inhiba la esterificacidn del calesteful'a nivel hepatico, disminu

vendo asd su acwimulacidn come acil-ester e incrementando su exer

sion biliar en forma de cmleéterol libre.

' No se conopoce como es transportada la diosgenina a través de -
la sangre, ni si es capaz de modificar el netabolisno de las lipgp
proteinas. Con la disponibilidad de la sapogenina marcada isotopi
camente se podria conocer como se transporta en el torrente san-—
guineo vy i es un. sustrato alterno para la lecitina cblesterol
aciltransferasa (LCAT).

En fin, es deseable conocer si  la diosgenina al igual que

otros esteroles vegetales pueden modular la actividad de las en-

imas involucradas en el metabolismo del colesterol como la QEAT,
colesterol esterasa, LCAT, 7-alfa~-hidrowilasa y HHG«CQA reducta-
sa. La informacisn obtenida de estos estudios nos permitira un
mejor entendimiento del metabolismo de esta molécula tan importan

te y posiblemente, las bases exuperimentales para regular la acti-

vidad de dichas enzimas.
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