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PROLOGO 

El contenido de la presente tesis se encuentra dividido bn 

cuatro s~cciones: Introducción, Trabajo experimental, Conclu&iQ 

nes y Perspectivas. 

En la Introducción Sf~' ccintmmpl a el p·apel .¡: i si ol ó_gi. ce¡ dE-11 r:c¡

col asterol, su obtención por la sfntesis de novo y ppr la absor

ci1)n intt?!?.t:incll ilel col1,•ste1~01 e>:ógmnci, <:1s:i" c1~1110 l<-1 utilirJ<.1d qw? 

puede tener el conocer los eventos moleculares de la absorción i~ 

testinal d~l colesterol mediante el uso rJe substancias ~ue han 

mostrado inhibir dicho proceso, en particular la diosgenina. 

L;;:i pEu"'to CE?ntral dr.! 12t ·t:f2stis quE?cla conc~tituirL:\ por t~l 

Trabajo ~xperimental, _qLtc a SLJ voz se subdi~icira ar1 t1-eG se1:cio-

nes: materi~lDs y r11étados (c~r1 resultados previo~), al n1an1Jscrito. 

enviado para publicación , y eNporimentos recientes. 

En las Conclusionés se de~t~cDr1 lils dportacior1en t1echas 

por los presentes oNporimont6s. 

Firialmente, en la sección de Perspectivas ee plantea el va

lor de la diosgenina como "herramienta de trabajo" eh el estudio 

del metabolismo del colesterol y la utilidad de caracterizar las 

propiedades cinéticas de las enzimas que lo esteri+ican, para evg 

luar su papel +isiológico en la absorción intestinal del colastm

rol y para conocer sus requerimientos estructurales. 
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TITULO EFECTO HIPOCOLESTEROLEMIANTE DE LA DIDSGENINA 

INTRODUCCION 

E.<El.fL~J. Fi si g!.Qg_i cc1 92.L_i;;.gJ..§.2.:tgcrJl. 

El colesterol as una molécula este~oidal ampliamente distri 

buida en los tejidos de mamiferos, se localiza principalmente en 

las biomembran6s, donde ha mostrado tener propiedades de modifiCA 

dor de la "fluid1n:" y por lo tanto de° reqL11.:idor de <1lgL1nas fL1n1:i9 

nes asociadas con ella ·lo.g., perme~bilidad a electrólitos y no 

el.sc:trólitoe-,., act:ivic1~\cl de enzimas mc:~mbr·r:.H·1t:·.tlE~~:; )' sit-5tF.?mi:~s ck~ 

t1"'ansportF~) , adt~más, E~S también l~l pr·ecursr::w de r:d.:r1~\~:;. mol l~~cul at.; 

import~ntes tales co1no la vitQn1ina l)~ los á1:iciiJs bili81~es y l~s 

hormonas e~teroides Cl, 2>. 

Aunqur::? ~:te! he;;\ cJe1nostr"c.tdrJ que:¿. cuc:tl q1Jir.:1•" cólt..tl lJ nuc:l E!adc:.\ dr:~ 111c:t

mífero os capaz de. sintetizar colest~rc1l~ los sitios principales 

de SLI sínter;;is en el ani.mi:d Hdu.lt1:1 son r:.>l híg¿1rJo y 1~1 i.ntest.int1 

delgado 11-31. Se ha descrito que el colesterol y otros productos 

isoprenoides juega~ un papel critico en el crecimiento dm todas 

las cél~las eucariotas, ejemple de elle .son los 'hallazgos de 

Srerc'1, r?t al y rJo Kandutsch 1 et al 13,4l, que muestran cómo los 

tejidos que ae encuentran en constante renovación y/o crecimiea 

te, tal como el ce~ebro de las ratas recién nacidas, aintetizan 

activamente al colesterol, mientras que el cerebro de animales 

adultos realiza la colesterogénesis a velocidades muy bajas o nu

las (esto no significa qu~ las demás vias metabólicas estén re-
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·primicias en los tejidos que dejan de proliferar). De tal forma, 

los tejidos con alta velocidad de proliferación como el intestino 

delgado muestran altos niveles de síntesis de colesterol y de la 

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa CHMG-CoA r! 

ductasa, EC 1.1.1.341, que es el paso limitante de la velocidad 

de sí nte-!si s dP.l col ostP.rol. Por contraste to ji dos como el l"i Nón, 

que al presentar muy lento recaniliio celular, no sintetizan coles

terol y tienen poca actividad de HMG-CoA reductasa. La úni¿a 

excepción a ésta generalización es el hígado del animal adulto, 

qua a pesar de una baja proliferación celular, sintetiza activa

mente al colesterol (5). la primera evidencia de que la disminu

ción rJ12 l.a síntesis dc.>J. coleste1"ol pL1t~dt~ inhibit" r~l cr·c,cimicmtt1 

celular, fue aportada por el grupo de Chan 161, quienes demostra

ron que tratando a las células L del ratón ccm al 25-~idroxico

lesh~rol tJ cnn 20·-hidrm:icolt~stortJl, q1.10 inhibr2n ,; la l·IMG-CoA rG

ductasa, podían bloquear el crecimiento y la proliferación de es

tas células. ~stos hallazgos fueron confirmados y an~liados postg 

riormente por los grupos de Goldstein y Brown, da Chen y Ende, 

indicando que además del colesterol otros productos isoprenoidas 

como el dolicol y la ubiquinona probablemente se rotjuiP.ran para 

ml crecimiento calular 17-91. 

H•9.b!lS1fl..9.ct_.c..ü~_.J .kL§i.tJ.t.g_§.t2._.~jr~L..S~l~ o !~j;g1:9J_. 

los estudios clásicos dP. Lynmn, Popjak y Siparstmin identi

ficaron a la reacción catalizada por la HMG-CoA reductasa como 

el paso limitanta de la velocidad de síntesis del co!P.sterol por 
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el hígado. ·CL1ando a un animal., como la rata, se le somete a Lm.a 

dieta. deficiente en colesterol, la actividad de la HMG-CoA redL1~ 

tasa del hígado se incrementa al igual que la síntesis dol ¿oles

terol. Por el contrario, cuando al mismo animal se la sujeta a 

una dieta rica en colesterol, la actividad de la HMG-CoA reducta

sa disminuye al igual qua la síntesis del colesterol. El grupo de 

Goldstein y Brown amplió·estas observaciones, ya, que demostrarcm 

que también los tejidos extrahepóticos pueden regular la activi

dad de la 1-fMG-CoA rmd1Jctas~ en rospuesta al colrasterol axóg8r1oh 

Un ejemplo de .estas células son los fibroblastos, que además de 

mostrar requl <:H: i ón ck! J.,;.\ HMG·-Cof.\ 1··E0duct;:\sa, pLIE!di:on c1-c!crn·· .¡: ~1ci l -· 

mente en condiciones de cultivo de tejidos. El uso de· estas célu

las permi·tió a mstoa investigadores estudiar en la celLJla inte

gra la regulación de esta enzima y a· su vez la regulación de la 

síntesi~> dc!l colm;tc,rol ( 10). 

Se sabe que axis·ten dos protcinan importantes que regL1lan la 

disponibilidad dol colesterol para la cólLUa, ~l raccvtrw para 

las lipoprott~:!nm; LDL y !,"' fJnzi.111<.1 HM(-)-CoA 1 .. t?duc:t¿\s¿1o 1-\mba•; 

proteínas trabajan coordinadamente, ya que la daffciencia de este 

receptor se asocia a un incremento en la actividad dd la HMG-CoA 

reductasa, mientras que un aumento en la funci~m del receptor se 

traduce como una disminución en la actividad da la·~1G-CoA rmduf 

tasa (101. 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 

lipoprotefnas, ~a HMG-CoA reductasa muestra una elevada activi-
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dad. La regLll ación de l ¿1 acti vi dé1d de la HMG-CoA reductas¿1 . 'eE". 

compleja y adn no se ha entendido completamente, pero se sabe 

que puede .ser modi.llada rápidamente por modi:Ficaci'ón covalentc~ (1¿1 

enzima fosforilada es inactiva) y po.r modülac:ión alostéric:a <un 

efector negativo es el NADP+ , y u~ efector positivo es el gluta

tiónl, mi.entras que la regulación tardía se realiza por la sin-· 

tesis cfo lil enzima (11, 12l .• 

fü2119L[;.i.QIL.J.ntE.X:!:ti.n.~11-rJ.12L .. S.9l.@.átI~r..gl_. 

En la mayoría de las células existe un continuo recambio del 

colesterol, que co1no ant(2riorn1snte so indicó~ proviene del tligacio 

~del intestino delgado por la síntesis de novo en ambos tejidos 

y por la absorción intestinal del colesterol exógeno o de cwigen 

dietario y del endógeno, derivado de la bilis y de los detritus 

c:el 1.ll. ares. 

Se pueden ciiritir1guir 3 pasos secttencial~s er1 l~ digestión 

ga~trointestinal de los lipidos: 

al la emuls~ficación de las gotas lipídicas 

bl l,;¡ hidrólisis mizi.máti.ca rfo éstr,n?s de los 

c) la dispersión de los productos lipídicos insolubles, 

en una forma absorbible !colesterol libre), 

Con respecto a la absorción intestinal dml colesterol, se sg 

be que su forma absorbible es la no esterif icada 113-15), que se 

agrupa con los ácidos biliares y otros lipidos ~orno los ácidos 

grasos libres y los fosfolípidos formando las llamadas "micelas 
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mixtas 116), que pueden desempeNar cuando menos dos funciones: 

ll vencer la capa.de hidratación de las membranas 

plasmáticas de los enterocitos <17J. 

2l mediante los ácidos biliares (taw·ocólico principal

mente> activar a la colesterol esterasa en la direc

ción d1~ s:!nteisis de ésteres de colesterol 118-20). 

La última función puede sar limitante da la velocidRd do ab

sorción del colesterol, puesto qua para mantener un gradiente do 

rol, lo qua m:pl icar:!¿1 e:l hE~cho de quf~' t:•l colestiH·o.l qLH".) 1Js absrn::: 

bido por al intestino delgado sufre una rápida Qstmrificaci~1 aa 

tes do ingresar a la circulación linfática y portal, en donde es 

transportado por las lip~Jroteinas plasmáticas. 

La contribución de cada una do las enzimas que esterifican 

al colesterol (colesterol ostorasa y acil-CcA :colesterol 0-acil 

transfer·as~) en el pi~oceso de su at1sorciór1 ~ nivol ir1·testinal con 

tinllc:\ sic:nrJ<.:> ti::~ma ch0 cJ1z~bi:\tG1 <21~-2~:j) .. 

Aunque se ha encontrado que algunos análogos del colesterol 

pueden inhibir su absorción intestinal, ml mecanismo pCll" el. cual 

lo realizan no so conoce 126-29>, pero se ha propuo~to qua junto 

con el colesterol puoden fc~mar complejos no absorbibles o que 

compitan con el colesterol por los sitios de su absorción. La di

lucidación de su mecanismo de acción p~ede, en alguna forma, 

'contribuir a un mojor ontondimiento del proceso do la absor

ción del colesterol. 

El ser humano no posee la capacidad enzimética para degradar 
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rd núc:l eo esteroi dal, '( C:u,;incJo m:i st1:1 un desequilibrio entre 10 

· cantidi:ld de colesterol qu1? absorbe y/o ·sinteti:zi:l con el qL1e pL1e

de elimina1r-, se pued'e prmJw:ir L1n.n hip.ercol.estr~rol1?mii~, que pcw 

sí sola es un. factor de riesgo coronario. 

La di sponi bi 1 i dad· de análogos del col este.1"cil que p~1·seen <1c

ti vi dad hipocolesterolemiante, o~rece la oportunidad de poder uti 

!izarlos en la terapéutica clfnica~ pero d8s~·fo1-tur1~d;1111ente G~ 

que inhibe la absorción intestinal del colastwrol sin modificar 

la de los ácidos bilia1~eo~ Si osta s~poqcnina compii:o cor1 el co

lesterril por GUS sitios do absorci<~r1, el cncla1~rnci111i0nto ele ou 1ri~ 

canismo de acción pueda colateral menta ayudar a tonocer parte de 

los eventos m1Jleculares ·de la QlJsorciór1 intesi:in~l ciel celeste-

rol, por lo que es deseabl~ conocer : 

a) si la rata puedru absar·lJer l~ dit,s98nir1~ c11ar1clr1 ~;u l~ 

administra por via oral. 

b) cuál es la distribuciór1 tis11lar· dru 1~ diosaer1ir1a qtJra 

St~ · L!\bSCJrbeu 

el si la diosgenina pueda ser metabolizada por el animal de 

e>: por i mentaci ón. 

di si le,\ sapogenin;~ pur~d1~ inte1-fo1-i1•" con la estrJrific<:1ción 

del colesterol por las snzimas intestinales. 

Para contestar a las p~mguntas anteriores, se realizaron los 

experimentos qua a continuación se presentan. 
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MATERIALES Y METODOS 

REACTIVOS.- El. 6cido taurocólico lde bilis de buey), PPO y dime

til-PDPOP fur:ron obtenidos de casás comercialf?S. Los solventes 

or'd~\ni r:c.1~5 EH:~ rt.1desti 1 are.in iru11:es c.J•? ser ut i l i :;.: arJos .. 

E>:1:c~pto ~~l 25-hidroHicol.esterol, todos los !?steroides utili

zados fueron repurificadoa por crc~atcgrafía en columna e an pla

ca fina. Debido a qua se ha mostrado que paqueNas variaciones en 

ln estr1JctL1r(::i d1?.l colc?st1?rol pL!edc?n indL1cir divc?r!:5o~; r2ft?ctc:l!:l en 

lt.\s c.:~11zi111~:\s involuc:rad;:.:\!::i e::n-1 !::iU rnet;:\bCJl:ismo (c~ .. f::I• ., 2~5-hitlro~·tic:olef:i 

ter el i nhi bt~ 1 ;~ actividad dt? 1 ;_, HM!3--C1~(.) rodL1ctasiJ PE'Y-D c?r;ti m1.1l .:1 ,, 

l<.1 (.\c;?\TJ, E!S i.mpi:ir-tant1:~ E'Sito.l!" flr!CJl..ir-m; de~ lo.1 pun~zc.I tlc~ lo~:; comp1.1e2 

tos uti l izf:\dos p¿\rw asi c:onoc:cr .lCJs f~~fr:n:'L:c:>r~i de:.' Ct:\d,:\ GEtr.?r1Jl. 

Por tal motivo, sa utilizaron los siguientes criterios para eva

luar la p1Jre~a d8 los 8star·oides: cr·o11l~lcJg1~·n·f:lr\ ur·1 cn~1a ·finn c:on 

varios si !;temc.1!3 da S:HJl vontr1s., c:r-ornatcJqraf :l t.:\ dt:' qi:.\SC:.~t> ~ c.H~ip1~r.:t1·-o~;cn 

pía en in·FraroJo, punto dp fusión y 5ólo ~n ul c~so efe la dioa~1c

nina, espectroscopia de masas. 

COMPUESTOS MARCADOS CON ISOTOPOS.-- IJ.¿~, 2alnJ--3HJ colc~sterol y 

lll·-14CI colestercJl fueron co·mprados a f.\mersham. La dim;gi~nina -3H 

se preparó por el método de Wilzbach (301. Los productos cola

terales en el marcaje.de la diosgenina fueror1 los derivados 5-

alfa y 5-beta reducidos ltigcgenina y esmilagenina, respactivamea 

te>, cuya estructura se muestra en la FIGURA 1. 
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RESULTADOS PREVIOS 

La purificación de los esteroles se realizó por cromatogra

fía en columna o en placa fina con gel de silice.G60. La Onica 

dificultad cr~matográfica fue la separación entre diosqenina y t~ 

gogenina, que finalmente pudo llevarse a cabo utili~ando el sistg 

m¿1 de~ solvr~ntes b1:nceno / acetato de etilrJ CB0/20, v/v) 12n tr·r:J~; 

corrir:l'-lrJ st?c1.1E•ncio\les. Los v.:don.o!s de fH sw1 dE• 0,68, o.~i~i y O.'lEJ 

para eomilagar1ina, diosgenina y tigog8nina, respectivarnmnte. 

Estos valores son mejores qua los reportados por otros investiqa

donJs (31). 

Los eE:;tt~rcdt::1 n plu'~:ific:f.\r.IPEi por E~St.F~ ~::d.t.:,tE~lfliJ d1~ 1.:~1DlVc·~ntrJE'1 (ben 

ceno/ acetato de etilo) n~straron un solo pico en cromatoqraffa 

de gases cuando las condiciones del cromatógrafo fueron: detector 

(310 °C), inyector (31(1 e~), horno (280 °C) 1 N2 (250 Kpa) 1 colum

na CWHP, SE-30 al 10 X , 1 metro), tipo de detector (ionización 

por flama). B;i.\jo r.?stuE:i cnn.diciont?s, lt')c;:; 'l:ir~rnpos tJl2 F'1?tunci(~n 1Jb

serva1:los f L1eron: 

coler;terol 

t~smi 1 ¡:;\g~ni na 

di osgen i nc.1 

ti 9c1gr.mi rrn 

B-si to!;te1"ol 

13. 21 

13. 713 

9.09 

9.70 
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Los puntos de fusión para los diferentes esteroles fueron: 

COMPUESTO REPORTADO C ºC> EXPERIMENTAL CºC) 

¡.i-si tosterol 140 135-137 

esmi 1 ag<mi na 185 184-185 

tigogenina 203· 198-199 

diosgeninfl 2011-207 ;;~00-202 

Los espectros d8 absorción en infrarojo de diosger1ir1a, ras

mil0genina, tigogenina y B-sitostarol se muestran e11 las FIGURAS 

10-13 y en la TABLA 2, que concuerdan con lo previamrunte r~porta-· 

do <~.:.~2-;54) .. 80 pl~tr.:?de r..1b~t:orvar t:\d(::tni.'.\f;;, qur~ c!J. E!t'>ti::\r1dí~11·· dfa E•!:"jfllili:.1qq 

lli 111':..\ tnOGtró fJ(l'-1:\!:.1" banrJi~IG di:} cJbGDl''CÍ [lrl rJCJ i:;t.\l''i:.IC l:1:2r f.-:::..·!:. :i Ct\G ( ~::;~jl() ~ · 

~irupo ami.no; 19~:;o y 1910 ,:ddE)Ji:ido y cc~l:D11<.1) clE!. "sta. !3·~poC)eni.rE1, 

~iLlgi r:l 1:.·nclu ~;u ccint1.i111:i. nfü::i. éln, 1 ;:.i ctú:d ;,;i.:1 CU/ 1+ i l'''f/¡() ¡:)U!::itL!J'" i n1·-1nL~r1 tP 

por cromatografía en capa fina y de gasas. 

El espí')r.:tro de masaG de la dio!sqrminc1 fria y dr! la m.:11··ca1ja 

se muestra en las FIG~~AS,2 y 3, y el anélisi~ ele las especies 

~óniJ::as prriducid<.1s por r~l métrnJo de i.oni.zfü:iéln q1.1:tmic:,;\ i::cm rn12l'.i.\-

no se muestra en la FIGURA 14 y en la TABLA 3. Los picos caracta

risticci~ de la sapogenina son los de 139 y 115 M/E 134,351. 

El método colorimétri¿o de Lieberman-Burchard para la detar

ini nación· del col esterol IFIGLJRl-l 15 l l'"equi t?r·e p¿u··a dt)sar-r-oll ,'.\I" q2 

lor la prernencia de un alcohol en p1Js:ición ~'; br~t,.1 y un doble enl§l 

ce entrra lc)S carbonos 5 y 6, características que llena la diosge·

nina1 por lo que parece posible cuantificarla colorimétricamente 
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por este método. En la FIGURA 16 se muestra el espectro de absor-. 

ción de la diosgenina y del colesterol con el reactivo de 

Li eberman-,Burchard, Se observa que el col esterol pose!'? dos máN i '

mos de absorción~ a 625 y 400 nm, mien~ras que la diosgenina no 

muestra mánimos de absorción caracteristicos en la región de 300 

a 700 nm (FIGURAS 16 y 17). 

El método anzi~ático para la determinación da colesterol es 

otra posibilidad ~ara cuantificar a la diosgenina, ya que se basa 

en la oxidación del grupo alcohol, acoplada a la reducción de un 

cromóforo. Utilizando este método no fue posible desarrollar co

lor con diosgonina ni con el P-sitosterol. 

El método de dilución is~tópica ofrece las ventajas de cuan

ti-Ficar r:antid,;,idcc.:3 muy f.H~C/Ltef'1ct!::t dc1 cuc:\lt¡t1iE:1r s1..1r:;t.:i'O\rH:it:\ tnL\l"'Cadt..'\, 

asf como el do seguir su metabolismo. Utilizando esta técnica se 

hic:ieron .l1Js e;.:porimf?ntos quf-.::a t'71 continu<.-:;\CÍl~H'l ~)CJ clasc:r .. ib~n .. 
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There are c:on.firmed rP.ports that diosgenin when given orally or 

parenterally decreases c:holesterol plasma levela in rat, c:hicken 

and rabbits· that have a diet-induc:ed hyperc:holesterolemis. No 

· mec:.hanisms howe bee~1 · suggested to ac:c:ount -fOI" this ac:t.i.on. To 

investigatm this effact, 3H-diosgenin snd isoroers werm prapsred 

and several in-i1 ivo and in-i,itro experimer1ts d~signDd~ Tl1e 

pcr-m·al ,:idmi11i~,;tratim1 of dio~;1Jeni11 y:lc~ldr2d 12/. of tl11:? qiVf?n 

dns~· dist1··ib1..1tor.J thnJu~¡huut: livc•r, "'Pl.E!rm, np:itl:ltlymdl f.:.\1:,, br·<dn 

bettar absorbed than cholesterol. In these in-vitr·o tests 

diosgonin w¿¡s· recovc=red t?nl:erifit·?d t.D ¿, le?sst?I,.. f?>:tc:inl: tl1i.'\t rJid 

the at.Jc~cJrbr::Jcl c:hol cst tJ1;··c>J. ; thf'.:!1.:-;12 c.>,qJf.~'.r- i rnont Ei r:d ~~.1c1 ~>h.c:Jwud 1 EZ'!::lS 

esterific:atiDn 1Jf clloll?ffl:r;rol in thc; prc•Bcmc:D o'f diosgeni11 that 

in i ts absc:.1nc:c:? .. E1c'.\sec:I. on thE1 wbc)VrJ 1,..ms1..tl t:s i t. i t:a SiLl~.FJFJ~:;tF2d thc.\t: 

the· observad hypocholesterolemic: effec:ts of diosgenin are caused 

by : al leaaened cholesterol abaarptinn in the small intestina 

by dr~c:rt?ilscis of c:holasterol esteri-fir~ation ,and bl by .:iction~; 

oc:curring at eNtra-intestinal places, such as cumpetition with 

diosgenin ·ta be metaboli;:ad l:o new procJL1c:t,;, ¡1hile some of tlrn 

c:holeaterol is prevented from participating in these rmactions. 
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Kypoc:holesterolemic: effec:ts for diosgenin in r-.at, c:hicken .and 

rabbit have been reported Cl, 2, 31¡ no mec:hanisms or hypothesis 

for this cholf~sterol lowering e!nists. P11nong th.e probable 

mechanisms fer the observed hypocholesterolemic·effects could be: 

al rJecrc2,3sf?S in th0 r.:ite of cl1ol esterol in tt~sti n<ü ,JlJsor·p t::l on 

and/or synthesis b) increases in the catabolism, turnover and/cw 

fecal m:cretion of l:lrnler;terol. 11: has br;en prn;tul.:>.!:F;d t11.:it 

diosgrH1in m<.1y ac:t at intes:tin¿Jl level by blm:.ldnc¡ chCJlE•stco•r·ol 

absorpti on by f cJrcni ng ,, chol or;tc;rol comp 1 m-:; howovt:"r, "i t hi':IS bc]el1 

confirrned thnt diL1sgenin rloc•sn't fonn c:Drnplm:c"t'• with c:l"lole~;ternl 

( :'_\) . levo.l!3 of hypochole'.;terolwnic ¡~fft~cts . for 

diosgenin were alsc observad when adrninistered by intraperitoneal 

route (!J. lhe go¿¡l of 1JL.1r sturJi(?!:. ;11,.e> to qu;;mtitate and 

determina how and how much of diosgenin that was adrninistered 

per-ora~ly was absorbed and whc;re it was localizad. Also, to 

determine in-vitrv by usa nf averted gut sa~n tha local effects 

o-f diosgenin on the interatinal 1nucosal est1~ri·Ficatiot1 o·F 

cholesterol and the esteri-fication ¿¡nrJ matabolism·cf diosgenin 

and its congeneres Ctigogenin and c;smil~geninJ. 
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B§;AGENTS.- PPO, Dimethyl-POPOP, t<11.1rocholic
0 

acid (f¡•·om OH 

bilel and B-sitosterol were purchased from SIGMA <St. Louis, MOi. 

25~hydroxycholostmrol (5-chol est12n-~rn, 2~i-di ol 1 was from 

-STERALOIDS (Wilton, ~~). Estradiol-3-benzoate <1, 3, ·5 (101-

estratrien -3, 178-diol 3-benzoatel was a gift from SYNTEX 

(MEXICOI. Diosgenin, tigc>genin and esmil.;.'l9,.1?11i11 'w1?r1? kindly 

provided by Miguel Escobar del Rio, BEISA <MEXICO>. 25-hydroxy

cholestcrol was purcl1ased already chromatoqraphically purifiod by 

tho supplior; whilo, all the othor sterols wmro ropurifiod by the 

tL.c. 

ISOTOPICAl.LY LABELED COMPOUNDS.- (1¿1, 2a(1·1J···<3;1-1) c:holenter·ol 

(IJ.4 Ci/mm1Jl) 1~af; purr:hast?d fr<~m l~m1?n1ham (Arl ington Hnightz, IU. 

3H-diosgenin Wc\S Pl'"E'P<\l"L"H1 by thr; rnethod of Wilzbi1cl·1, (/~). This 

mc,ithorJ 

tigogenin, <:md 5)3 = o~;mil<19e11inl CHÓ. U. ·nw cJist1-ibution cif· 

tritiwn !.>bel in those sc1poqrn1in ~mrc 56," lb c1nd '.213 por c1?nt for 

diosgenin, tigogenin and esmilagenin, rospectively. l~a specific 

.:ic:tivity for diosgenin Wi.:.\S 21.98 Ci/tn[)l. It \'laG impof;!;;iblo to 

aasign a particular location far tha tritiurn on the molecules 

(figs. 2 1 31. Under alkaline trt?atmant <33X ~~OHJ at 70 e, for 1 

h, most of the l~bel was charnically atable (90, 75, and 60 par 

cent fo~ dioagahin, asmilagenin and tigoganin, respactivalyl. 
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ANIMAL_li. - M.:ü e Wi star 1"ats wei ghi ng 150-250 g. w1~re kG!pt on el 

stocl( di et <Purina pelle·l:s and water·, ad. libitur1> and 

mtd.ntained i(l a light-d~rk cycle <9:00 to 21:00 as light> for 

week prior to any experiment. 

IN-'{!_VO EXPERIMENTS.- The an~mals were starved 12 h tmfore 

the initiatlcn of any treatments. Two types of experimenta were 

(a) Fifteen rats were fed by intragastric tube with a 

sumpenmion of 5X bovina serum albumin CBSAI and diosgenin 67 µCi/ 

mmol in i!:.citonic: s,:\l.inEi .. The close for each r·;,t 11as:. ? 1wie1l .. TIH? 

Qnimals wor0 Sdcri·Ficed 6, 12, and 24 · 1·1 after tr8at111Qnt ancJ 

sub!:.10lqL1€mtly henrt, livor-, '"cJnmal \Jland!.; witl-1 l•:i.dnro!y~.;, s;plto'r"'n, 

and epidirJymal fat weri? dissecb~d out. The l.0!lrnl1~cl mah?ri.O!ls usc)d 

in these experimente was a mixture of diosqenin, tigogenir1 and 

esmilag¡¡¡nin, ([¡) Thri?e qr·oup!;; of foLW r-ab:; l?ul:h ~H?l'"L' fed by 

irrtn:1g¡¡1str-ic tL1be with ,, s;uspón~;ion of nnto' of 1:i1c? followin¡_¡ 

comp1Jund,;: clirrn<~enin 125 )-ICi/mmol , 1.?\>lllil2191c>ni11 :2'} pC:i/mmol or· 

ti~1o~JEHlir1 li·2 ¡.1Ci/mmol in 1% BS!·í in isc1tcmic s<1.linc• t;olutiDn. The 

sacrificed 6 h after treatment and the liver, .kicineys, adrenal 

glands an<j small intestina were separatod. ·r11e dissected tissues 

Wf:ll'"I? so1pc1ni-f':lerJ with :'.~3% l\laUH ~;olutit:m and m.1bseqw?ntly m:trai:tml 

with 20 volumes of diethyl ether. The extr-acts were evuporatt?d 

u~der a N2 stream and their radioactivity ~etermined. In other 

groups the dissected tissuas were immediately homogenized with a 

solutie1n of 1 mM taurocholic acid and subsequently extractad with 



- 16 -

20 volL1mes of diethyl ether. The e>1tracts were ev;;1porated Llnder 

a nitrogen stream and applied on silica gel G 60 thin-layer-: 

chomatography (tlc) pl ates, developed wi th benzenl?l ethyl 

<>cetate, 80:20, (v/vl. The detection of the sapogenins was made 

by iodine vapor, the localizad spots scrapped into scintillation 

vials and evaluated for radioactivity. 

IN VITRO EXPERIMENTS. ·- M.:1le Wista1- rats wJ?re sacri+iced by 

cervical dialocation and the dissected jejunwn, iwnediately 

transferrmd to a solution 10 mM glucosa in 0.9 X NaCl at 37 C. 

The averted gut sacs were incubated individually in glass vials 

at 37°C wi th the i ndi c¿1ti~d !Oib?rol s. The i ncub.ati cm medí um (5 ml 

for each sacl was 1 mM taurocholic acid, 10 mM glucose in 0.9X 

NaCl solution, and the labeled sterols were added to the 

incL\b.aticm mediwn in 10 ;.11 of ethanol. At the eml of the 

incL1bation period, the sacs were washE.>cl with the s¿1me mecliwn; 

serosa flLlid was collected and the intestinal wall dried f~r 24 h 

i:\t 70 ºe anú SLtbsequEmtly homogenized in a tmh.\titm of mM 

tat1rocholic acid in 0.9X NaCl. The inct1bation media, the washing 

fluid and tha homoganization media were extractad wi~h 20 volumes 

of di ethyl et her and chromatographed as mentí 1Jned before, 
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RESUL TS AND DISCUSS
0

ION 

Synt.b...~!i!i-@.·- Labeled 3H-diosgenin was prepared by the Wihbach 

.141 method. Dwring this labelirig, the cis a~d trans dihydro-

diosq'cmin iscimt~rs· (esmilaqr~nin and tit]og1211inl w1:re fonn1?d. Ttrny 

wer.e identified by tl.c with the .aid of aLrttientic standi:lrs .. Mass 

spectroscopy analyses revealed no maJor differences in patterns 

between the awthentic diosgenins lfigs. 2, 31 and t~a preparad 

labeled 3H-materia!s. 

l.n-·~, L~º---t~KQJ:ll:.i.1lttR!l'.~.2..· - When mi n tur·cJs t:)+ tt·1r:.~ thrl·~f.:i siJpoor.~ni ns 

wen: or,31.l\' administ1?rad, ítablG 11; a sionificant .;;nrJ rapid 

<1bsorptirm cccun"ed ma:inly i.n tha c¿1rcar,;ó, ;;md tha livfir,, No 

radio<1ctivity was found in fP-c12s. Brain lov12ls did incrG<.1ste 

slowly with timt.', perh,".lpr; due ta ;:¡ tsl1Jw r~Hd1ange 1";~te • .It trns 

b•:>cm r1:ported that .in bovinP-s a plmt~pl1tJlipid-1:omple:·1 containig 

diosgenin may fcrm and then accumulatQ in thP- brain and that this 

phospholipid-compleN shows hypotcnsive activity 151. 

Whem c~ach i ndi vi dual sapo~)t?nin i.11 Cllll?, 

approHimately the sama r~sults were obtained IFig. 4} as with the 

miHture. After feeding the rats, when tha intestinal wall was 

extractad and was analyzed b~ tlc. It was observad th~t diosgenin 

;md ti gcgeni n h<1d been abs;;o1~trnd and i ntr?rconvertecl; but, th<.1t 

usmilagenin was tran~formed either to diosgenin or tigoganin.When 

diosgenin or tibogenin were orally administered both were found 

esterified <"' 2 t. 1 'in the intestinal wall. Thl? findihgs of. 
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esteri f i ca ti ons suggests a competition with cholesterol 'ºr 
esterification sites on the mucosa. 

Iri-vitro exi:i..§r:.ifil§.Q.Í§.·- E:verted gut sacs were used·to study 

the effects of diosgenin ~n·chole5terol absorption at pH 6 and 7. 

The resulta Cfig. 51 showed that for the ~irst 60 mins, at pH 6, 

a· large linear chol~sterol uptake 

the 'know~ physiological ones. 

occurred with valu~s close to 

Esterifir.:ation were 

dete~mined by assay on the newly fo~med cholesterol ester in the 

.incub;;ltion medium. The inr.:1"'E.'o\Se of cholr~ste1·y:l e1;t[)J" lc•vt~ls brJth 

at pH ~ and pH 7 (~ig. 6Al 1 ma~ be relatad to the action of 

pancreatic cholesterol esterase which shows greater activity at 

pH 6.2 (61. In the intestinal wall there were no difforences 

found in r.:holesteryl ester contant at either pH values (fiy. 681; 

tfH: 1~sterification i;; knm111 to be dependent r.m acyl-CoA: 

cholesterol 0-acyltransfarase CACAT> To 

determine if diosgenin modifir~s this ir1c·vi"l'ro cliolcstf:rol 

esh~l"ifir.:<ltian activit:y; the everted !lBCE°• were incubated .:1t pH 6 

with labeled cholesterol and 0.2 mg of one of each onc of the 

following compounds: diosgenin IDJ, 25-hydroxycholestercl (25)' 

(BJ, and estradiol-3-benzoate CBzEJ. Controls were 

sacs IC) with only choleateral. p-sitosterol was thc only ene of 

the compounds that produced a decreaso of cholesterol uptako 

(2.7~) as comparad to the uptake values of control &aes (4.6%). 

The <1m<JLtnt <Jf frGE1 chol esterol n:coveno>d from th1:i i nte~1ti 1val wal l 

WélS greatf?r in the B-si testero! i ncL1bah"d sacs than fer· otlrnr 
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c:ompounds .(figs, 7A 1 7BJ. It is kn~~n'that p-sitosterol lnhibits 

ACAT . acti vi ty and c:hol est~rol abs6rpti on at the i ntes ti nal l evel 

(7) but ,the fllOlec:ul~r Ín!?ch~ni~in 'for this ac:tivity is unknown. 

Both diosgenin and BzE i~h:ibit~d c:holesterol esterific:ation at 

the intestinal wall 1 ACAT i~~vitro ac:tivity is known to be 

redLtc:ed in the presenc:e of estr:ad·i ol (8) 1 a :i:ac:t that agrl?GS wi th 

t.hE!se results 1 and c:onfirms prior .work, 

While, 25-hydroxyc:hol12sterol is a known ac:tivator of ACAT (8) 

und~r the experimental conditions used this was not observad. 

Ewtracel l ul ar- cl1olr:sh?r13l esterific<:1tion Wo1s J1igher in ·tlH'-l 

presence of 25-hydroxycholesterol that in control sacs. lf tha 

main driving force r-esponsible for the intestinal cholesterol 

absorption occw·s by <I cherni cal ur.:uli ent; 

increasing the c:onc:entration differenc:e between the lumen and the 

i ntt~sti ílf? could ocCLll" by 1'!st121··i f i r:ati cm Df th1J chal f!fftt:•nJl in ttic• 

intf?stine. Th1?!;1? rE.>sults open th1~ following questiom;: 1) i~:; the 

qu<:1ntity of movilizad and modified sterols sufficient to inhibit 

~holesterol absorption?, 21 is diosgenin and tha other sterols 

able to modify p<:1nc:re~1ti e c:hol esterol ACAT 

activities? 1 31 is the incL~ation time adequate for studies on 

the uptaka of these sterols? 1 41 a~e these sterols alternate 

substr<:1tes for ACAT and pancreatic cholesterol esterase ?, To 

answer the last two of these questions, 3H-diosgenin µptake was 

compar-ed with labeled cholesterol uptake (fig. 8), by tha amount 

of sterol esters foLtnd in the incLtt:latior.1 mediLtlll <.lrld in the 

intestinal wal 1 (figs. 9A 1 .9B). These re\;Ltlts showed that 
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diosgenin uptake was greate~ than c:holesterol L1ptal1e but 

diosgmnin esterHic:ation by the esterase was low; on the other 

hand, the ACAT ac:tivity on diosgenin inc:rbased with time. It is 

suggested that diosgenin may bec:ome an alternate substrate far 

enzymes and thus be an inhibitor of esterification. ll1e typo of 

i?m:ymatic: inhibition c:oL1ld ncrt be determined in' thes<? !:;t1.1di1:Js, 

Results indicate that diosgenin was well absorbed, about 12% of 

the i:\dministm·ad dose, while B-sit<Jsterril .:md othor phyi:iJ¡;tenJl!J 

are absorbed much less. TI1e isolation of 3H derivativos rif 

dios<JEmin from vari1J1.1s; tiss1.1es both in the P<Jlar and non-polar 

regions of the chromatograms obtained in lipid i:\Ssays suggests 

that diosgenin can be metabolized both in-vivo and in-vitro 

and subs;equentl. y t1•¿msported by the vascul. w· systems rJf the r;:1t. 

Sincm there are roports of isolation of B-sitosterol sulfate 

estera (9) L1nd . phosphol i p l ds df?ri v<1ti. veE; of phytiJ";tfoi1'"ol s in 

bovine brain (5), and acyl-ester derivativas in human tissues 

ClOJ of patients with sitostmrolemia and xanthomatosis; these 

observations fit wmll with our recovery in the rat of sterols in 

the brain, livmr and carcasa with radioactivity derived from the 

3H-diosgenin givan to the rat. 

The data obtained from the in-vitro 3H-diosgenin everted gut 

s¿i1:s confirma tila e>:ist.ence o·f specific sitas in the intestinal 

mucosa that show competitive·asterification between chol~sterol 

and diosgenin. 



TABLE l. Percenblal distribution* of the absorbed diosgenin lal:elE!d · 

Tjme After oral Administration 

TISSUE n 6 HOURS 12 HOURS 24 HOUP.S 

CAOC'ASS 5 78 .. 56 + 2.6 82.00 + 1.7 76.00 + 6.5 

Ll.VER 5 12.42 + 2.9 U.80 + 6.8 ll.60 + 6.3 

J\DRENAL. GLllNDS 5 2.49 + 0.7 1.85 + 1.4 2.15 + 0.7 N' 

ANO KID~S ..... 
1 

EPIDIDYMAL FAT 5 1.68 + 0.3 1.40 + 1.1 2.91 + 2.5 

SPLEEN 5 1.52 + .o.5 0.99 + 0.6 1.90 + 1.4 .~· f·': 

HFARr 5 1.09 + 0.3 0.87 + 0.5 2.30 + 3.3 

BRAIN 5 0.95 + 0.3 2.24 + 1.1 3.20 + 2.2 

BIOOD 5 0.39 + 0.1 2.24 + 1.5 0.52 + 0.2 

'IOrAI, (without 

digestive tract 

an::l feces) • 100 % 100 % 100 % 

* The values are expressed as X :!:. SD. .. 
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Tabl~ 1. ·Male Wiatar rats were fed orally with a suspansion of 

a mixture of diosgenin, esmilaganin and tigogenin; as indicated 

radi-0activity counted at the mentionmd times. Mean <n~51 for 

~bsorption percentage of the adminii(ered dosis, for each time, 

was: 6 h ( 13. 51 , 12 h 114.41, and 24 h (6,71. Recovered 

radioactivity in organic phase ranged from 21 to 39 X . 

. . . 
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esmilagmnin·, and tigoganin. 
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Fi gw·¡;¡ 2. Mass sp&ctrL1m of "m1thenti1:" diosgr.min ·(non labeled, 

pure diosgenin). Base pick is locatad at 397 m/a and tha father 

pick at 'H5 mle. · Other- ionic moli:.•c:L1lar ;;pecieo al'"!? indicated. 



···~ 

- 25 -

' 

i nlOSOl!tUN •LAOCLU:u• 

l>\SS sPECIRIJ<I --MTAI Dl=ml 13S SASE !VE1 397 
WWU 101iJ1V~ • 0131 C~h 97fC 12 RICI 41924, 
S""'1.E1 !6316 '-....· 
m TO IH SltVIEO • 121 • U9 Xl,00 

IOMl m1 

.i 1 1 so.01 

!VE 
1vo.o 79>6 • 

(H .. 10• 

( / 1>1tn1' 

4 5 • 

so.o 
tK t 11 .. 11,01• 

~ + c1n5
)+ 

W + c211::.I+ 

) 300 

' .3,11 ~7? 443 
... 1 "'ji'* 1 , . 1 

IH 'ªº 3 o 320 3<0 360 300 400 ''º ... "º 

·------·· --- ----~-----· ----------
. Figurf.' 3, Mass spP.ctrum of "lélbelled" dio8geni11 

labmlled diosgenin, tigogenin and esmilage~inl. Base and father 

picks are non different of "authentic" dicsganin. 
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Figure 4, In-vivo a~sorption and tissular· distribution of 
1 

labeled diosgeni~, esmilagenin and tigogenin. These sap'ogtmiñs 

were administered:orally as indi~¿tmd in the text. Results are 

eapressed as mean + SD of f our rats. 
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Figuro 5. Effect of pH o~ tha cholesterDl uptake by ~verted gut 

sacs. Sacs were incubated individually in a solution 1 mM crud~ 

:ta1.1rocholic ai:id (·from ox bile), :l3 nmol cholosterol lsp. act. 

34,6 µ~i/mmcl or 21.5 µCi'/mmol, for pH 7 and 6 1 raspectiveiy>, 10 

.mM glucosa, and 0.9% NaCl, for 10 1 30 and 60 min at 37"C, Bix 

sacs obtained from each rat were analyzed along the incubation 

period, for both pH values. Rasults are axprassad·as mean± GD 

from two doterminc1tions;, Upp1?r p;.,111el reprasell'i:s' thl1 percrmtage of 

u~take from added initial cholesterol 1 an~ lower panel exprass 

tha sp. act. of dry intestinal weight. 
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Effect of pH on -cholesterol eEiteri f i c:ati.on tJ !y 

extracellular (f.\) or intract?l lLtlar c:nzyme¡¡ (El). IncLtb.:1ticm 

c~nditions are as· in.Fig. 5. In both compartmants Cincubation 

mediu~ and intestinal wall) total cholesterol was &eparated by 

tlc and fractions corresponding to unastarifiod and estarified 

forms of cholester61 counted. Resulta are expressed as mean t 

SD from remnant porcentage of unesterified cholesterol in the 

incubati.on m1?diLtm U·\) or the intestinal wall (El). 
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A 

D 25 B Bz Ez 

( 
4 0 > ) ( •.2 ) ( Z.7 ) ( 3.3 ) 

± 0,07 .! 0.1~ ±0,99 - .± 1,90 

B 

D 25 B Bz E" 

Fi gL11"e 7, E·f'f ect of sr2ve1·a1 sterolt; on chol f~sterol L1pt<.·drn •md 

choles~e~ol asterification activities. Incubation conditions aru 

as in fig, 5, at pH 6, 37°C, per 1 h. Additions to medium c:onsist 

of 0.2 ~g of any of the following unlabeled compound•: diosgenin 
1 

CD) , ~.5-hydro:·: ychol. esterol 1251, p-sitosterol. 18) , fi?:;t1·adi ol-3 
¡ 

.benzo.;1te IB;:E); control 5¿1c:s contodnod onl\' c:hol1~s-.terrJl ICI, Fcw . 
eac:h rat lsh: s¿1c's) tl1e s~r=¡·ol s ~11?rt1 i ncubated in dL1pl i c;¿,to anti 

c:ompared with control sacs. Upper panel IAl shows tha ronman~ 

unesteritied cholesterol in the incubatibn medium, and lower 

panel IBl tht1 sama data at thi;.• intestinal wal J. Rt=sL1l t s <1rt? 

eNpressed as n1enn ~ SD. 
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Figure 8. Cholestorol or diosgenin uptake by evert~d gut sacs. 

For each N\t (sil-: sacs) ei ther l ;;1bel ed di osgcmi n or c:hol C?sterol 

wmre added to incL~ation medium. Incubation conditions were as in 

fig. B. ~H 6 at 37"C, Resulta ara &Hpreasad as mean ± SD. 
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Figure 9 •. Esterification of cholesterol or diosgenin by everted 

gut .sa~s. · Ú1tal 'sterol s were 1~xtracted f1·om the i ncL1bati on medi um 

or the intestin01l wall .:1nd. •sL1bsoqL1ently separated by ·tlc. 

Frac:ti ons obtained from -Fr'r=r-i st.Eirol and esteri fi ed sterol were 

counted _,;nd e>rpre!ssed as mean ± SO o-F the remn;:mt unesteri fl ed 

fraction. Activity related to pancreatic choles~erol esterase is 

show in t-h¡¡¡ uppr~r panel (A), and · th"" acti vi ty rél ;ated to ACAT is.' 

show in the l ower panel <B>. 
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EXPERIMENTOS RECIENTES 

Los en peri mentos descritos en 1 a sección precedente nos han 

mostrado qu~ la diosgenina además de absorberse in vivo por el 

animal de e>eperimentación, pl.lede metabolizarse aunque en m:!nimas 

proporciones. La esterificación de la diosgenina nos sugirió que 

_pudiera actuar Forno inhibidor de la . esterificación del coleste

rol, por lo que probamos in vitro su capacidad para inhibir la 

absorción y esterificación del colesterol. En la TABLA 4 se· mues

tra que independientemente ~e la actividad especifica, la absor

ción del colesterol es· similar en el mismo animal. 

Los resultados de la FIGURA B pod~ian hacernos pensar ~ue la 

"diosgenina altera de alquna forma la permeabilidad de las células 

intestinal8s y qu2 pasiblo1nente a esto so deba que la diosgonina 

se absorba n1ás que el colesterol. En la l"ABLA 5 se 1nues·tra que 

cuando la diosqenina y el colesterol se incuban simultaneamente 

con los sacos invertidos de intestino, la absorción de cada uno 

de estos astoroles es similar a la obs~rvada cuando s8 incuban 

individualmente, apoyando ésto los resultadoa mostrados en la 

FIGUF\A 8. 

El hectJD de que la diosgenin.;1 sE• absorb.;1 en mayor propo1"ción 

que el colesterol por los sacos invertidos da intestino de rata 

puede deberse a que su concentración intracelular es inicialmenta 

nula o muy,baJa, mientras que la del colesterol es mayor, ya·quo 

la propia célL.tla también lo sintetiza. Preincubando con diosgeni

na a los sacos (TABLA 61 no se logró inhibir la absorción del co

lesterol, posiblemente por el poco tiempo de incubación.· 
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-------·-·------- ------·------------------------------------·----
TABLA 2. Bf~f\JDf-\S DE ABSORCICJN CARf.\CTERISTICf.\S EN I. R. DE LOS 

COMPUESTO 

DI OSGEN I Nf.\ 

TIGOGENif\f?\ 

ESTEROLES UTILIZADOS. 

-1 
GRUPOS FUNCIONALESCcm J 'HUELLA DIGITAL'Ccm 

-OH :541 o' l (Jlf.(I 

=CH 30:~;3 

-CH3 e a) 2'?:s2 
-CH2-Ca) 2929 
-Cl-J:3 (f3) 2873 
-CH2·- es) 2861 

--OH :::_;::;oo, ::::70, ::;:ao, 
1045 

-CH3 e a) :~'752 

-CH2- e a> 2'7:.::.o 
-CH3Cs) 2873 
·-CH2- es) 2861 

11~)(1' 1040, 

101~5. 1000, 
'180' <J6(1, 
'110, 090, 
1360, 830, 
?CJO 

1170, 1150, 
1090, 1 070, 
1045, 1 o~:o, 
1015, 1000, 
970, '>150, 910, 
890, 860 

--------·----------------·----·~----------·---------···---------------------
ESMILAGENINA -OH 34:;;o, 1030 

-CH3Ca) 2952 
-CH~2·- <al :;;'.928 
--Cf-13 es J 2870 
-CH2-Cs) 2862 

B-SITOSTEROL --OH :;,~420, 1050 

=CH 3030 
-CH3Ca) ~'?l750 

·-CH2-Cal 2920 
-CH3(s) 21360 
-CH2-Cs) 28'1·0 

(s) simétrico 

·ca> asimétrico 

1160, 1150' 
11'10, 1090, 
1 03(1, 1 000' 
9EJO, 960, CJEiO, 
91 O, fJCJ(I 1 1360 ! 

1:120 

11 90 ' 1160 ' 

1130' 1050' 
1020' 1005' 
955, 880, 795, 
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______ .:..·---------·-··------------··--·-------·---------·--·----·----------···-···- ·····-··--·· 
TABLA 3. E13PECIES ICJNICAS IDENTlFIC?\D?\S EN EL ESPECTflO DE MASl~S 

DE LA DIOSGENINA 

·M· 

M / E COMPOS I C ION ELEMENTAL MASA CALCULADA I.R. ( l. ) 
---------------------

443 C29 H'P 03 :::;;. 02 

415 C27 H43 ()3 41.5 51:J. 74 

400 C26 ~MO 0:5 400 2.26 

39'7 C26 H:::.'9 03 13'. 60 

:::Hl C27 H41 02 :597 100.00 

300 C21 H32 o 30(1 8.12 

283 e~; 1 H3'1 283 17. 2'~ 

139 cr~ H15 Cl 1 :::;;c7 11. 43 

115 C6 H11 02 115 19. 7'7 

------·-·----- ------------··------• ·M-

I.R = intenaidad relativa. 
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INTESTINO DE RATf-\ EN FUNCION DE U\ f'CTIVIDAD ESPECIFICA 

• ·!< 

ACT. ESPECIFICA :%: DE ABSORC ION cpm/ 100 mg peso seco 

21. 5 pCi / mmol 8.::. ' 10.2 70560 ' 75860 

1¡:;.~. o pCi / 111mol 11.0 ' 0.6 157115 ' 163'128 

64.5 ).!Ci / mmo.l B. 7 , . 6. 2 2ti014~.::. ' 230122 

* Los experimentos se realizaron por duplicado y los resultados 

se e:-ipreLsan r.orno val or·•?t; i ndi vi d1.1al es. Las con di ci emes rJe 

incubación f1.1eron las indicadas en la·figura 5 CpH 6, hl. 

TABLA 5. f'EISORCION Sil'IUL T?\NEI-\ DE COLESTEFWL Y DIOSGEl,IIN?\ EN 

LOS SACOS INVEFlTIDOS DE INTESTINO DE HATA 

----------
ESTEROL n :r. DE ABSORCION ISOTOPO T. INCUBACION 
------..... -------------- -------- -------------
col esterol (C) 2 4.2 :!: 0.42 14C 30 min. 

diosgenina (D) 2 12. 1 :!: 2.26 3H 30 min. 

colesterol y 2 CCl 5. 1 ± o. ~:5 liJ.C 30 min. 
diosgenina (O) 11. 2 + 2.80 3H 
ce ~· DJ 

------·-·-·--·----
Todos los sacos fueron preparados del mismo animal. 
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ABSORCION DE COLESTEROL POR SACOS INVERTIDOS DE INTESTINO DE RATA 

TIEMPO DE (min) *M. INCUB. *PARED-INTEST. 
CONDICIONES PREINCUB. INCUB. /. ABSORC. C.L. e.E. C.L. C.E. ______ .., _____ _ _______ ,,. __ ·----------- ------
s/diosg. 

30 60 r¡ • 1 90 10 5'7 43 

~50 60 8.6 '70 1 (1 64 ·36 

cidiosg_. 

30 :::.'!;O 9.2 99 67 33 

:::.o :::.o 9.2 98 2 62 38 

;¿_to 60 11. 6 '9() 2 6B :::.~2 

.30 60 ·e¡, 6 9"/ :,5 66 ::;4 

----------·----··-··------·-----··------------------------------·--
Loa sacos fueron preincubados con o ~in diosgenina (600 µg / 60 ml 

medio da incubación) e incubados con o sin diosgonina (50 µg I 

5 ml). Todos 1 os sacos fueron obteni do"s del mi srno ani (nal. · 

*Los resultados se expresan corno porciento de colesterol libre 

ICLI y de colesterol esterificado ICE) en el medio de incubación 

y en la pared intestinal. 
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FIGURA 10. ESPECTRO EN INFRAROJO DE L?\ . D IDSGEN I NA. 

Se muestran simultaneamente los espectros del estandar y de .la 

sapogenina purificada en col~w1a con rjel da silice 860. Las 

mt.testras se analizaron c:omo pastill.:as con KBr contra aire como 

referencia. 
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FIGURA 11 ESPECTRO EN INFRAROJO DE LA TIGDGENINA. 

Las muestras se proces.:iron como en la figuri:i .10 • 
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FIGURA 12 ESPECTRO EN INFRAROJO DE LA ESMILAGENINA. 

Las muestras so. ~rocosaron como en la figura 10. Notar las 

bandas de absorción no. características de las sapoganinas 

en el espectro del estandar. 
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FIGURA 13 ESPECTRO EN INFRAROJd fJEL .13-.SITDSTEROL. 

La muestra se proceso· como en la figura·10. 
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FORMACION DE CROMOFOROS CON EL REACTIVO DE LIEBERMAN-BURCHARD 

FIGURA 15. 

(-) H O 
2 

COLESTEl~OL (2 moléc1.1l,;s) 
(+) HX 

:; 
i! 

' 

3,5-COLE~fADIENO (2 moléculas) 

(+) HX 

(-) 

JI 
i{: 

H+ : 

BIS-3,5-C~LEST~DIENO 

<+> H 80 
: / 2 'I· 

(-) H O '; 
2 

ACIDO BIS-COLEBTADIENIL 
MONDSULFONICO· 

(color verde) 

DESARROLLO DE COLOR CCJN EL. FlEACTIVO ·aE 

LIEBERMAN-BURCHARD (inespecifico), 
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ESPtCTRO DE .ADSORCION DE DlOSGEllINA Y COLESTEROL 

CON REACTIVO DE LIEBERHAll:DURCllAl\D 

~ . ·. 

~~ COLESTEROY~ 
~................. / .... ~ .. ~---.A; ···----·-· DIOSGEllillA . ~ ... _ 

--l.Iuth-D - ........ '-. 

_____ ,. ____ , 
( l1IU) 

700 .· 400 

·/ 
500 600 

FIGURA 16. ESPECTRO DE ABSDRCION DE DIOSGEfllINA Y COLESTEROL 

CON EL REACTIVO DE LIEBERMAN-BURCHARD. 

Los espectros se corrieron con 3 nm de 'olit', Los méHimos de 

_absorción para el colesterol son 625 y 400 nm. 
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ESPECTRO DE l\DDORCIOll DIOSGEllINA-LIEDEl1MAN DURCllARD 

0,9 

o.s 

o. 

0.1 

LINEA DB BllSE 

o. ··--·--···--'--............. ----·-·-------.. .. --.-·----··· 
¡--·--.. ·~-

300 ( nm ) 

FIGURA 1~. ESPECTRO DE ABSDRCION EN U.V. DE LA DIOSGENINA CON 

EL REACTIVO DE L..lEBERMAN-BURCHARD. 

' Los espec:tros se c:orri eron con 3 nm de 'sl i t '. 'La absorl:Íanc:i a no 

füe estable aón hasta las dos horas. 
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CONCLUSIONES 

Los presentes e>tperimentos demL1estr.:\n qLle la diosgenina se 

absorbe in vivo por el animal de experimentación, y que. dicha 

absorción es sL1perior C> 12 /. ). a la 1•eportada para otros estero

les vegetales Ce.g., p-sitomterol < 5 /.de la dosis). La diosgeni 

ria, al igL1al que sLls derivados 5 redL1cidos se encontraron en to

dos los tejidos analizados aunque predominaron en higado, intesti 

no delgado, cerebro y tejido adiposo. El hecho de que la dlos

gsnina se encontrara en ·Forma osterificada en l~ pared intnstir1al 

(aunqu(·~ en minim,:i pn.ipo1-ción) ind:ic:ó la por:,i.bi.l:l¡J,01rl d12 qLIE~ le\ ~;a·

pogenin"1 compita con el colesterol por las enzimas que lo esteri

fican (colesterol esterasa y acil-CoA: colesterol O-aciltransforª 

sal, y sLlgiere L111 sitio molecL1lar para SLI efecto hipocolesterole

mi ¿mte~. 

No se descarta que la dibsgenina pLleda actL1ar dentro del prg 

pio orga11is1no, ya que se observó su t1~ar1sfo1··1nación en campttes

tos más p1Jl ari2s, un 11echo qL11;; conc:L1er·di'.1 cm1 l CJ CJbr:.ervado pario:\ 

otros fitostoroles (36-39). 

Los resLtltados dt~ los.; E.1}{perimentDs .in ~1 i·l·ro ·con-firman la 

existencia dG sitios especificas er1 la mucosa ir)testinal que es-

terifican computitivamente al colesterol y a la diosgenina. La a~ 

tividad esterificante del colesterol es susceptible de ser modLllª 

da por otros esteroles tanto en la forma positiva comb negativa. 
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PERSPECTIVAS 

ESTA TESIS 
"1i DE lA lii

11
1 Dll'f 
1Dl!OTECA, 

Debido • que la diosgenina e~ capaz de 4nhib~r la attividad este-

rific~nte del colesterol por l~s sacos ~nvertidos de intestino cie 

rata, sa apoya· la hipót~sis de·que el gradiente de colesterol li-

bre es el responsable de la absorción del colesterol, y sugiere 

un mecanismo molecular por el cual la diosgenina tenga propieda-

dés hipocolesterolemiantes. 

lesterol a nivel in~estinal pueden ser moduladas por otros astci-

la actividad de la ACAT, y el p-sitosterol que la inhiba. En un 

ensayo in vitr·o con preparaciones enzintatic~s purnD <colestmrol 

esterasa y ACAT> , seria posible evaluar los requerimientos es-

tr1Jcturales de las enzimaG que esteri·Fican al coles~er·ol y la 1:a·-

paci darJ ck• 1111:id1.1l ar a cii chas fmz i rn<rn. Una vez te.•ni onrJo modul <".!dore~; 

ospocificos linhibidoros y esti~Jladores) para cada una de las ea 

zimas, podría evaluarse el papel de dichas enzimas en la absor-

c i ón rJel cnl Elffter·ol , adem~m de ofrE•ce1" ~H~rT.:uni ent.L1~; te.•ro:ipéuti cas 

alternas para los casos d? hipercolesterolemia. 

El hecho de que la diosgenina pueda ser msterificada por la 

pared i ntest in al , y de que e>: i stan reportes que:> demLiostren qL1e 

algunos fitosteroles se puedan rnetabolizar, sugier~ Ja pcsibili-

dad de que la diosg~nina pueda tener efectos extraintestinales 

y.:i sea como tal o como un derivado, por lo CL!cll c~s ,i nte.•resantr1 

conocmr cLiál es el dmsti no metabólico de la di osgeni n.n en el ani ·-
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mal ~e eMperimentación. Recientemente se ha reportado 1401 que 

algllnos fitosteroles "Centre ellos la diosgeninal aumentan el efl~! 

Jo biliar del c.ol esterol 1 desde un 50 l. hasta el 300 l. , si h modi 

ficar el flujo de fosfolípidos y d~ ácidos biliares. Este efecto 

pL1diera deberse a que la diosgenina o .un metabolito de ella 

inhiba la esterificación del colesterol a nivel hepático, disminy 

yendo az:l s:n.1 c::ti:Lttnul C:\t:i c.~>n cc.1mr.J aci 1-r2'str:n ... e i nr::1 ... t:111entcntcln t::ill t::~N 1:1·hn 

sión biliar en forma de colesterol libre. 

No se cor1oce como es transportada la diosgs11ina a través do 

la sangre, ni si es ca1JaZ de modificar· el rnetabolismo do las lipQ 

proteínas~ Con 1~ diepór1ibilid~d de la sapogDr1in~ 111E1rcaci~ incJtóµi 

camente se podria conocer como se transporta en el torrente san

guíneo y si es un sustrato alterno para la lecitina cblesterol 

aciltransferasa ILCATI. 

En -Fin, r~r.a desei:.~ble conor:r.:.1r Gi l;~ d:iosqenina t.il igui:\l que 

otros esteroles vegetales pueden modular la actividad de las en

zimas i nvc1l uc1'".:1dio.D 12n el rne1:abo1 i s1110 ck•l cnl. i'.)~;t.ernl. como 1 ¿; 1-\C?\T, 

colesterol asterasa, LCAT, 7-alfa-hidroxilasa y HMG-CoA reducta

sa. L<! in-Fonnación CJbtenida de estos c0sturJio!'; ni:ls permitir,:'.\ Lll1 

mE1jor entr-mdimi<~nto del mf?t.:ibolismo de est<.1 molécula 1:.:in i.mpol'"tnu 

te y posiblemente, las bases experimentales para regular la acti

vidad de dichas enzimas. 
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