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Lista de abreviaturas

AKRs: Aldo ceto-reductasas

AKR1B1: Aldosa Reductasa de cristalino de Homo sapiens
AKR1B4: Aldosa Reductasa de cristalino de Rattusnorvegicus
AKR1 C1: 20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de Homo sapiens
AKR1A1: Aldehido Reductasa de Homo sapiens

SDH: Sorbitol Deshidrogenasa

[AR: Inhibidor de la Aldosa Reductasa

NADPH: Nicotinamidilo adeninilo dinucleotido fosfato reducido
NAD+: Nicotinamidilo adeninilo dinucleétido oxidado

NADH: Nicotinamidilo adeninilo dinucleétido reducido

NOS: Oxido Nitrico Sintasa

GR: Glutation Reductasa

G3PDH: Gliceraldehido-3-fosfato Deshidrogenasa

AGEs: Productosfinales de glicacién avanzada

DAG: Diacilglicerol

PKC: Proteina cinasa c

AL: Acido lipoico

PAI-1: Plasmindgeno-1

TGF: Factor de crecimiento transformante

DHAP: Dihidroxiacetona fosfato

G3P: Gliceraldehido-3-fosfato

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién

ENSA: Encuesta Nacional de Salud

CIs0: Concentracion inhibitoria media

Ki: Constante de inhibicion

DMSO: Dimetilsulféxido

EDTA: Acido etildiaminotetraacético

TMS: Tetrametilsilano

PDB: Protein data bank
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Resumen

En la hiperglucemia croénica la enzima Aldosa Reductasa (AKR1B1) transforma la
glucosa a sorbitol. La acumulacién de sorbitol en la célula induce la retenciéon de agua
por la alteracion de la osmorregulacién. Esto produce un aumento en el volumen
celular y dafio en la membrana. La escasa cantidad de inhibidores de la AKR1B1 (IAR)
y sus efectos indeseables generan un drea de oportunidad farmacolégica en la
obtencion de IAR con potencial terapéutico a partir de plantas nativas, para coadyuvar
en el tratamiento y prevencion de complicaciones secundarias como la catarata en la
creciente poblaciéon de individuos con hiperglucemia crénica. En este trabajo se
seleccionaron plantas nativas de Michoacan de los géneros Ageratina, Caesalpinea,
Enterolobium, Eupatorium y Tagetes. De sus flores, hojas, tallos o raices se obtuvieron
por maceracién y extraccidon secuencial de polaridad ascendente los extractos crudos
hexanicos, diclorometanicos y metandlicos. La capacidad inhibitoria hacia la enzima
AKR1B1 se determin6 midiendo el consumo de NADPH y la concentracién de glicerol
producido por métodos espectrofotométricos. Los extractos con inhibicién mayor a
80% fueron elegidos para evaluar la actividad inhibitoria de algunos de sus
metabolitos secundarios. El acido 13-epi-labdandlico purificado del extracto
diclorometdnico de A. jocotepecana de tallo tuvo mayor inhibicion con el 97%
comparado con el resto de los metabolitos secundarios. Se determinaron las
propiedades de inhibicion: Clso, tipo de inhibicion, Kj, especificidad y mecanismo de
accion del acido 13-epi-labdandlico a la AKR1B1. Los resultados obtenidos sugieren
al acido 13-epi-labdandlico como una molécula modelo para su modificacién quimica

y potenciar su actividad como inhibidor de la AKR1B1.

Palabras clave: Aldosa Reductasa, Inhibicién, plantas nativas de Michoacan.
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Abstract

In chronic hyperglycemia, the enzyme Aldose Reductase (AKR1B1) transforms
glucose to sorbitol. Sorbitol accumulation in cell induced water retention by altered
osmoregulation, which produces an increase in cell volume and damage the
membrane. The limited amount of AKR1B1 Inhibitors (IAR) and its undesirable effects
generates an area of pharmacological opportunity in obtaining IAR with therapeutic
potential from native plants to contribute in the treatment and prevention of
secondary complications such as the cataract in the growing population of individuals
with chronic hyperglycemia. In the present study Michoacan native plants of the
genera Ageratina, Caesalpinea, Enterolobium, Eupatorium and Tagetes were selected.
Their flowers, leaves, stems and roots were obtained by maceration and sequential
extraction of ascending polarity hexanicos crude extracts, methanolic and
dichloromethane. The AKR1B1 inhibitory activity for measuring NADPH consumption
and produced glycerol concentration was determined by spectrophotometric
methods. The extracts with more than 80% inhibition were chosen to evaluate the
inhibitory activity of some secondary metabolites. The 13-epi-labdandlico acid
purified of stem dichloromethane extract A. jocotepecana caused greater inhibition
with 97% inhibition compared with other secondary metabolites. The inhibition
properties IC50, type of inhibition, Ki, specificity and mechanism of action of acid 13-
epi-labdandlico to AKR1B1 were determined. The results suggest the 13-epi-
labdandlico acid as a model molecule for chemical modification and enhance its

activity as an inhibitor of AKR1B1.

Keywords: Aldose Reductase, Inhibition, native plants Michoacan.
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1. Introduccion

En la homeostasis del cristalino humano en condiciones normoglicémicas es
fundamental la via de los polioles, parala produccién y mantenimiento intracelular de
una concentraciéon constante de sorbitol y cuyo precursor metabdlico es la glucosa. El
sorbitol excedente es metabolizado a fructosa, un monosacarido que tiene varios
destinos celulares. Sin embargo, varias condiciones ambientales y fisioldgicas pueden
afectar la homeostasis del cristalino (Brownlee, 2001). Por ejemplo, en la
hiperglucemia cronica se presenta un desequilibrio osmotico en el cristalino debido a
que el sorbitol se acumula, lo que produce dafo celular y tisular que se manifiesta con
la opacidad del critalino (catarata)(Kathleen, 2001). Las enzimas que participan en la
via de los polioles son la Aldosa Reductasa (AKR1B1) y la Sorbitol Deshidrogenasa
(SDH). La primera enzima utiliza a la glucosa como precursor del sorbitol y la segunda
enzima usa al sorbitol como precursor de fructosa. Esto induce un desequilibrio
osmotico que causa un dafio celular y con ello la aparicién de alteraciones tales como
la formacién de la catarata (Srivastava et al., 2005). Estas alteraciones se presentan a
largo plazo como complicaciones secundarias de la diabetes mellitus, que es una de las
enfermedades con mayor prevalencia en el mundo. La inhibicion de la AKR1B1
provocaria el control de los mecanismos alterados en estado de hiperglucemia. Por
esto es de suma importancia el disefio y descubrimiento de inhibidores de la enzima
Aldosa Reductasa (IARs) que pueden ofrecer un enfoque terapéutico importante para
la prevencion de complicaciones de la diabetes (Changjin Zhu, 2013). Aunque una
gran cantidad de inhibidores se han sintetizado para inhibir a la AKR1B1, la realidad

es que muy pocos han alcanzado un ensayo clinico y solo el epalrestat es actualmente
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comercializado como IAR en algunos paises asiaticos. Ademas de la obtencion de
inhibidores sintéticos, la busqueda se realiza en seres vivos, tal como las plantas que
son fuentes interesantes para la busqueda de estos (De la Fuente et al,, 2003). Todas
las plantas tienen principios activos que son usados a través del mundo como ayuda
para combatir enfermedades e incluso para llegar a prevenirlas. El dominio vegetal
cuenta con una amplia riqueza en especies, las cuales contienen dentro de su fisiologia
una gran cantidad de compuestos, que ofrecen una valiosa fuente de sustancias
biolégicamente activas, ya sea en forma de medicamento vegetal o de materia prima
para la industria farmacéutica. México posee de 20,000 a 30,000 especies vegetales,
de las cuales Michoacan tiene aproximadamente 5,000 con abundancia en la familia
Asteraceae. El conocimiento fitoquimico de las plantas que habitan en Michoacan es
correspondiente al 5% (Ramirez Lopezetal, 2010). En éste tdpico donde se conjunta
el conocimiento de la fisiologia celular, bioquimica enzimatica y la quimica de los
metabolitos secundarios vegetales, es en donde se realizé el presente estudio. Un
marco tedrico de referencia se establecié en el que se revisd el estado fisiolégico
hiperglicémico, la importancia de la via de los polioles, la enzima limitante AKR1B1 y
la importancia de su inhibicion para controlar la sintesis de sorbitol en la
hiperglucemia, con la consecuente pregunta de investigacion, su posible respuesta
(hipétesis), con el objetivo de evaluar a los metabolitos secundarios extraidos de
plantas nativas de Michoacdn como inhibidores de la AKR1B1, las actividades
cientificas y técnicas para reunir la evidencia experimental que soporte la hipdtesis
planteada mediante un andlisis de los datos obtenidos y su comparacién con la

informacién cientifica preexistente.
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2. Antecedentes

2.2. Aldosa Reductasa

La Aldosa Reductasa (AKR1B1, abreviatura para la enzima humana) es una enzima
citosdlica que pertenece a la superfamilia de las aldo-ceto reductasas. Esta
superfamilia agrupa mas de 150 enzimas distribuidas en todos los organismos tanto
eucariotas como procariotas, levaduras, plantas, vertebrados e invertebrados. Estas
son enzimas, que catalizan una variedad de reacciones de oxidaciéon-reducciéon de
grupos carbonilo de una amplia variedad de sustratos tales como aldehidos, cetonas,
prostaglandinas, esteroides y xenobioticos (Barski et al, 2009). La AKR1B1 es un
mondémero proteico de 316 residuos de aminoacidos (PM=36kDa). El sitio activo de
la enzima se localiza sobre la regién C-terminal y la union del cofactor NADPH se lleva
a cabo en una conformacién extendida hacia el fondo de la cavidad del sitio activo. La
AKR1B1 muestra gran eficiencia catalitica con aldehidos no ramificados saturados e
insaturados. Tiene una escasa afinidad por la glucosa, pero cuando la concentracion
de glucosa en la célula llega a ser grande, la AKR1B1 reduce la glucosa a sorbitol.
Estudios in vivo indican que su excelente eficiencia de catalizar es, en parte, debido a
la fuerte hidrofobicidad del sitio activo de la enzima, el cual interactda

favorablemente con largas cadenas alquilo (Alexiou et al., 2009).

2.2.1. Estructura de la AKR1B1

En el afio 1992, dos primeras estructuras de AKR1Bs fueron establecidas: una de
placenta humana (Rondeau et al,, 1992) y otra de porcino (Wilson et al, 1992). Ambas
estructuras estan compuestas por un motivo o/ barril similar, con un centro de ocho
ldminas (3 paralelas conectadas por ocho hélices a periféricas (fig. 2.1), este motivo es
conservado en todas las AKRs. El sitio activo hidrofobico esta formado por residuos
aromaticos (Trp20, Tyr48, Trp79, Trp111, Phel21, Phel22 y Trp219), residuos no
polares (Val47,Pro218, Leu300 y Leu301), residuos polares (Gln49, Cys298 e His110)
y tres posibles donadores de protones (Tyr48, His110 y Cys298). El sitio activo a
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Fig. 2.1. Estructura terciaria de 1a AKR1B1. Las hélices a representadas en rojo y las laminas

B en amarillo (www.med.upenn.edu/akr).

menudo cambia su forma (cambio conformacional) a una variedad de conformaciones
de uniéon dependiendo del inhibidor unido a la AKR1B1. Estas conformaciones
posibles indican un remarcado ajuste inducido o flexibilidad del sitio activo. Al menos
tres distintos sitios de union en el sitio activo se proponen de acuerdo a estudios con
cristalografia de rayos X de la AKR1B1 y mutagénesis (fig. 2.2). El primero es
usualmente ocupado por la cabeza anidnica de un ligando y éste es llamado “sitio de
uniéon aniénica”, la unién se lleva a cabo sobre les residuos Tyr48, His110, Trp20 y

Trp111. El segundo es un sitio hidrof6bico, conocido como “sitio especifico” que esta
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Fig. 2.2. Conformaciones del sitio activo de la AKR1B1. Aminodacidos pertenecientes a las
tres diferentes conformaciones del sitio activo (Zhu, 2013).
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conformado por los residuos Leu300, Cys298, Cys303, Trp111 y Phel22. En otras
aldo-ceto reductasas como la aldehido reductasa el “sitio especifico” muestra gran
grado de flexibilidad molecular y los residuos que revisten este sitio no son
conservados. El tercero es un sitio hidrofébico formado por los residuos Trp20,

Trp111, Phel22 y Trp219 y es conocido como “sitio hidrofébico” (Zhu, 2013).

2.2.2. Funcién biolégica de AKR1B1

La AKR1B1 en los humanos se expresa en rifidn, globulos rojos, tejido mieloide,
epididimo, placenta, glandula suprarrenal y ojo (c6rnea, cristalino y retina) (Tang et
al, 2012). En estos dérganos, esta enzima en condiciones de homedstasis tiene las

siguientes funciones:

e Desintoxicacién celular. Una de las funciones de la AKR1B1 es participar en
procesos de desintoxicaciéon en la célula, reduciendo aldehidos téxicos a
alcoholes inactivos. Esta enzima exhibe especificidad a diferentes sustratos de
una gran variedad de aldehidos, incluyendo aldehidos biogénicos generados
por el catabolismo de catecolaminas, metabolitos de esteroides como
isocorticosteroides, asi como aldehidos reactivos de origen exdgeno y
endogeno, la mayor fuente de aldehidos reactivos in vivo es la peroxidacion de
lipidos, glicacién y oxidacién de aminoéacidos.

El aumento de aldehidos téxicos, generados de forma enddégena durante la
peroxidacion lipidica o durante la transformacion de xenobidticos puede
causar interaccién entre proteinas, inactivacién de enzimas, dafio al DNA,
lesion mitocondrial y proliferaciéon celular, eventos que conducen a dafio en el

tejido y contribuye a la patogénesis de varias enfermedades (Alexiou et al.,

2009).

e Regulacion osmética. Cuando las células son expuestas a un estrés osmotico en
forma permanente se activan mecanismos de adaptacion, entre los que se

encuentran cambios en la expresion de genes especificos. La induccién de la
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expresion genética causada por hiperosmolaridad se controla a nivel
transcripcional con la participacién del factor de transcripcion TonEBP en el
caso de células eucariotas. TonEBP induce el incremento en la expresion de los
genes de la AKR1B1 y genes de transportadores de betaina. El aumento en la
expresion de AKR1B1 incrementa la cantidad de glucosa reducida a sorbitol a
través de esta enzima. El aumento en la concentracion de sorbitol y betaina
intracelular inducen la entrada de agua a la célula y evitan el dafio causado por

la hiperosmolaridad extracelular (Ben et al, 1997).

e Maduracién de espermatozoides. Para que un espermatozoide adquiera su
habilidad fertilizante es necesario que este transite por el epididimo, donde
logra su maduracién. Durante este transito, el epitelio epididimal secreta
epididimosomas, pequefias vesiculas membranosas que interactian con el
espermatozoide. Las proteinas del epididimosoma son transferidas para
definir dominios en la superficie del espermatozoide. La AKR1B1 es una de las
proteinas mayormente asociadas con el epididimosoma, asi como la enzima
SDH (segunda enzima de la via de los polioles). La actividad de estas enzimas
aumenta la formacién de fructosa, la cual entra a la via de la glucolisis y
produce la energia necesaria para la movilidad del espermatozoide en estado

quiescente (Saez et al., 2003).

2.3. Via de los polioles

La via de los polioles fue primeramente identificada en vesicula seminal por Hers
(1956), quien demostr6 que a través de esta via la glucosa es convertida a fructosa,
que es usada como fuente de energia para el espermatozoide. Esta via en condiciones
normales, también transforma aldehidos téxicos en alcoholes inactivos, para
participar en el proceso de desintoxicacion en la célula. En la via de los polioles, la
primera enzima, la AKR1B1 es la responsable de la reduccién irreversible de un

aldehido en su respectivo poliol y requiere como coenzima a la nicotinamidilo
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adeninilo dinucleoétidilo fosfato reducido (NADPH). Esta enzima controla la via y se
activa al estar en contacto con niveles altos de glucosa, ya que reduce a esta a sorbitol.
Debido a lo anterior aumenta la concentracidbn de sorbitol y disminuye la
disponibilidad de NADPH. La SDH es la segunda enzima de la via, ésta cataliza la
reaccién donde se transforma el sorbitol a fructosa y utiliza al NAD* como cofactor,
con esto aumenta la formacidén de nicotinamidilo adeninilo dinucle6tido reducido

(NADH) asi como la acumulacién de la fructosa (fig. 2.3 y 2.4) (Brownlee, 2005).

Aldehidos
toxicos
SDH

-— —— NAD+ NADH

Alcoholes inactivos

Fig. 2.3. Via de los polioles. La Aldosa Reductasa (AR) reduce aldehidos generados por
especies reactivas de oxigeno (ROS) a alcoholes inactivos, y glucosa a sorbitol. Este es
transformado a fructosa por la enzima Sorbitol Deshidrogenasa (SDH) (Brownlee, 2005).

En condiciones normoglicémicas, aproximadamente el 3% de glucosa es metabolizada
por la via de los polioles. Sin embargo, en condiciones hiperglicémicas esta via
metaboliza mas del 30% de la glucosa, produciendo una acumulacién de sorbitol

intracelular y ocasiona un dafio al tejido (Gonzalez et al, 1964).

CHO CH>0H CH,0H
H——OH H——0H =0
OH——H AR OH——H SDH OH——H
H——OH T’ H——OH N H——OH
H——OH NADPH NADP: H——OH NAD* NADH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH
glucosa sorbitol fructosa

Fig. 2.4. Reacciones quimicas de la via de los polioles. Aldosa Reductasa (AR), Sorbitol
Deshidrogenasa (SDH) (Brownlee, 2005).
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Ciertos mecanismos se han propuesto para explicar el potente efecto perjudicial del
incremento en el flujo de la via de los polioles inducido por la hiperglucemia crénica

en pacientes con diabetes mellitus:

e El estrés osmotico inducido por sorbitol
e Decremento de la actividad ATPasa (Na*+K*)
e Incremento citos6lico de NADH/NAD+*

e Decremento citos6lico de NADPH

El decremento en la concentracion de NADPH afecta negativamente la actividad de
otras enzimas que también lo requieren como cofactor, enzimas como la Oxido Nitrico
Sintasa (NOS), la Glutatién Reductasa (GR), la Catalasa y la NADPH Oxidasa, estas
enzimas participan en los mecanismos antioxidantes de la célula, por lo que la
disminucién de su actividad produce un aumento en el estrés oxidativo. El aumento de
la proporcion de NADH/NAD* inhibe la actividad de la enzima Gliceraldehido-3-
Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH). Esta enzima participa en la via de la glucélisis, y su
inhibicién produce un incremento en la concentracién de triosas fosfato como el
gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato, los cuales son convertidos por
una reaccion no enzimdatica a metilgloxal, un precursor de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs) y diacilglicerol (DAG). Este dltimo es un compuesto que
tiene la capacidad de activar algunas isoformas de proteina cinasa C (PKC) (Diaz et al,
2004).

Por otro lado, las células animales sometidas a estrés osmotico tienden a mantener su
volumen normal, inicialmente acumulan sales de sodio y potasio, posteriormente
captan agua. Sin embargo, esta fase de osmorregulaciéon es temporal, debido a que
después de un tiempo prolongado las células en general para regular su osmolaridad
acumulan osmolitos organicos que provienen del medio o de la sintesis intracelular. El
sorbitol, la glicerofosforilcolina y el inositol (polioles) pertenecen a este grupo de
compuestos que tienden a acumularse en una gran variedad de organismos expuestos

a un ambiente salino. Asi, la acumulacién de sorbitol, debido a su incapacidad para di-
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fundir con facilidad al exterior, conduce a un aumento de estrés osmotico en las

células, produciendo una lisis celular causada por el rompimiento de su membrana

(Srivastava et al,, 2005).

Otros mecanismos que se alteran de forma indirecta son:

Incremento intracelular en la formaciéon de AGEs.- Los AGEs se originan a través
de una reaccibn no enzimatica entre proteinas y glucosa o precursores
dicarboxilo derivados de glucosa generados intracelularmente. En la reaccién se
lleva a cabo una auto-oxidacién de glucosa a glioxal, descomposiciéon de los
productos de Amadori a 3-deoxiglucosona y fragmentacion de gliceraldehido 3
fosfato y dihidroxiacetona fosfato a metilglioxal. El glioxal, metilglioxal y 3-

deoxiglucosona reaccionan con aminoacidos de proteinas intracelulares y

Proteina H_C\:ZO
H o Fl’roteina rllH+ C=0
F"roieina (|3 NH* | 4 H—é—H proteina
Neho  + (CHOM, <> L, «— EHQO —> Loy * NHp —> AGEs
| = [
CHCH CHOH | o
((liH OH)4 (CHOH), L
2 CH-OH CH-0OH
; Grupe carbenilo . Products Compuesto
Grupo amino de la glucosa Basa Schiff de Amadori dicarbonilico

Fig. 2.5. Reacciones del proceso de formacion de AGEs a partir de glucosa (Gonzalez
Flechay Castello, 2000).

extracelulares y forma AGEs (Gonzalez Flecha y Castello, 2000) (fig. 2.5). Los
AGEs se encuentran en gran cantidad en condiciones hiperglicémicas, en vasos de
la retina y glomérulo renal. Estos se presentan cuando se elevan los niveles de
azucares reducidos en circulaciéon. Las proteinas modificadas por los AGE pueden
encontrarse en el plasma, en el compartimiento intracelular y en la matriz
extracelular (fig. 2.6), especialmente en la pared arterial, el mesanglio

glomerular, las membranas basales glomerulares, los vasos capilares sanguineos,
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la vasculatura retiniana, el cristalino y las fibras nerviosas mielinicas y

amielinicas. La formacién de AGE, altera la importante propiedad funcional de

varias moléculas de la matriz extracelular (Brownlee, 2001).

glycacion de proteinas intracelulares
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Fig. 2.6. Mecanismo por el cual, la producciénintracelular de AGEs dafia una célula vascular.
La modificacién de proteinas plasmaticas por precursores AGE induce a cambios en la
expresion genética en células endoteliales, mesangiales y macrofagos (Brownlee, 2001).

e Incremento en el flujo de la via de las hexosaminas.- La fructosa via sorbitol
contribuye en la activacion de la via de las hexosaminas (fig. 2.7), donde la
formacion de glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de la fructosa-6-
fosfato y la glutamina. Esta posteriormente es transformada a uridin-difosfato
N-acetil-glucosamina (UDP). El aumento de flujo a través de esta via se
relaciona con algunos efectos de la diabetes mellitus y contribuye en parte a la

estimulacion de la expresion de genes como los del TGFa, TGFB1 y el inhibidor
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del activador del plasmin6geno-1 (PAI-1). Este aumento también participa en

la induccién de la resistencia a la insulina por lipidos (Kolm et al,, 1998).

Via glucolitica

Glucosa Glucosa =3 Gluc-6-P = Fruc-6-P
Gin

o | crar
of AS—"\_)IFAA? $.

Gl
Glucosamina-6-P

UDPGIcNAc

Fig. 2.7. Via de la hexosaminas. La fructosa-6-fosfato (Fruc-6-P) es convertida a
glucosamina-6-fosfato por la enzima glutamina:fructosa-6-fosfato aminotransferasa
(GFAT) (Brownlee, 2001).

e Activacion de isoformas de la proteina cinasa C (PKC).- La acumulacién de
DHAP y G3P promueve la produccion de DAG y la subsecuente activacion de la
PKC mismos que también afectan la homeostasis vascular. El DAG es un
activador natural de la PKC y su produccién aumenta en las células del
endotelio, la retina y los glomérulos renales en estado de hiperglucemia. La
activacion de PKC induce la expresion de diversos genes como los de proteinas
de matriz extracelular (fibronectina y colageno tipo IV), del PAI-1 y del TGF en
células mesangiales en cultivo o en glomérulos de ratas hiperglicémicas.

Ademas, afecta la produccién de sustancias vasoactivas, por una parte deprime
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la produccion de 6xido nitrico (NO) y por otra estimula la expresion de la ET-1
lo que conduce al decremento del flujo sanguineo de la retina, los nervios

periféricos y el rifion (fig. 2.8) (Brownlee, 2001).

de genes
proinfla:.

dad vascular

Oclusién vascular
capilar

Fig. 2.8. Consecuencias de la activacion de isoformas de la proteina cinasa C (PCK), inducida
por hiperglucemia. La hiperglucemia incrementa la presencia de diacilglicerol (DAG), el cual
activa la PCK. La activacion de la PCK tiene consecuencias patogénicas por afeccion en la
expresion de la Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS), Endotelina-1 (ET-1), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante- 3 (TGF- ) e
inhibidor del activador del plaminogeno-1 (PAI-1), y por activaciéon de NF-kB y NAD(P)H
Oxidasa (Brownlee, 2001).

2.4. Diabetes mellitus

El estados de hiperglucemia de mayor prevalencia entre los padecimientos del
hombre es la diabetes mellitus. Que actualmente es un grave problema mundial de
salud publica debido al aumento de su incidencia en paises desarrollados o de recién
industrializacién. En México, el registro realizado por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutriciéon en 2012 (ENSANUT 2012) estim6 que existian alrededor de 6.4 millones de

adultos mexicanos que padecen diabetes mellitus, comparado con la Encuesta Nacional
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de Salud en 2000 (ENSA 2000) donde aproximadamente 3.6 millones de adultos
mexicanos la padecian. En la figura 2.9 se observa claramente el aumento
considerable de la cantidad de personas que padecen esta afeccién. Estos hechos estan
asociados principalmente a un cambio en la alimentacién y a la poca y nula actividad

fisica realizada por los mexicanos (ENSA 2000, ENSANUT 2012).
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Fig. 2.9. Incidencia de diabetes mellitus en México (ENSA 2000, ENSANUT 2012)

El término de diabetes mellitus describe diferentes trastornos metabdlicos que
resultan de alteraciones en la secrecion de insulina, en la respuesta periférica a la
misma o en ambas. Lo que conduce a un sindrome caracterizado por hiperglucemia
cronica y alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos. Hasta
ahora se han descrito por lo menos cuatro variedades de la enfermedades, pero la
gran mayoria de los casos corresponde a dos clases principales: la diabetes mellitus
tipo 1y latipo 2. En la primera, la caracteristica mas relevante es la destruccion de las
células B del pancreas, de manera que la produccién de insulina es nula o
insignificante. En la segunda, el rasgo principal es la resistencia de los tejidos

periféricos a la accién de la insulina (Dfaz et al., 2004).

El principal factor de riesgo en la diabetes mellitus es la hiperglucemia crénica. Por ello
las complicaciones cronicas de ésta son el resultado de las reacciones quimicas y de la
activacion o alteracién del metabolismo causado por el exceso de glucosa. Para el
entendimiento de los efectos de dafio tisular por hiperglucemia, debemos referirnos

al dafio de un tipo particular de células, entre estas células encontramos las células
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endoteliales de la retina, las células mesangiales del glomérulo renal, las neuronas y
las células de Schwann de nervios periféricos. Estas células son tan vulnerables a la
hiperglucemia debido a que la mayoria de las células son capaces de reducir el
transporte de glucosa al citosol cuando son expuestas a hiperglucemia, de modo que
su concentracién interna de glucosa permanece constante. En contraste, las células
dafiadas por la hiperglucemia no pueden hacer esto eficientemente. Por la tanto, se
dafian selectivamente las células cuyo transporte de glucosa no declina rapidamente
con la hiperglucemia al aumentar la concentracién de glucosa en su interior. El
paciente con diabetes mellitus presenta un riesgo 40 veces mayor de amputacion de
sus miembros inferiores, 25 veces mayor de insuficiencia renal terminal, 20 veces
mayor de ceguera, 2 a 5 veces mayor de accidentes cerebro-vasculares y entre 2 y 3
veces mayor de infarto agudo de miocardio. Asimismo, tiene mayor predisposicidon de

desarrollar hipertensidn, dislipidemia y obesidad (Esquivel et al,, 2012).

Las complicaciones secundarias causadas por la diabetes mellitus son: retinopatia,
catarata ocular, neuropatia, ateroesclerosis, nefropatia, embriopatia y falta de
cicatrizacion. Estas complicaciones secundarias de largo plazo son consideradas la
principal causa de morbilidad y mortalidad de pacientes con diabetes mellitus (Fowler,

2008).
2.5. Catarata ocular

La catarata ocular es la nubosidad u opacidad del cristalino, causada por la alteracion
de las fibras que lo conforman conocidas como cristalinianas (fig, 2.10). La
hiperglucemia crénica es uno de los principales factores que contribuyen a la
formacion de catarata, la cual es considerada una causa lider en la induccién de
ceguera en el mundo. La catarata se caracteriza por la pérdida de visidon gradual sin
dolor ni sintomas. El grado de pérdida de visiéon depende del tamafio y la localizacion
de la catarata: localizada en el centro del cristalino (nuclear), en el cértex superficial

(cortical) o en el area subcapsular posterior (Kathleen, 2001).
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Fig. 2.10. Ojo con catarata ocular. El cristalino con catarata se nubla y
distorsiona la visidn.

El cristalino es una lente biconvexa que tiene la funcién de refractar la luz, ayuda a la
cérnea a formar la imagen sobre la retina, ésta a su vez convierte los rayos luminosos
en estimulos nerviosos y a través del nervio 6ptico los manda al cerebro donde se da
el proceso de vision (Gambra et al, 2013). En el cristalino la AKR1B1 tiene la funcion
de osmorregulacion y desintoxicacién, pero cuando hay un exceso de glucosa, ésta es
reducida por la enzima AKR1B1, produce la acumulacion de polioles e.g. el sorbitol,
que induce a una alteraciéon en el equilibrio osmoético. El estrés osmoético en los
cristalinos provoca que las células se hinchen, altera la permeabilidad de la membrana
y promueve cambios bioquimicos asociados con la formacién de la catarata. Con base
en estas observaciones y en estudios de células en cultivo y modelos experimentales,
se ha postulado que el estrés osmotico es iniciado por el incremento en la actividad de

la AKR1B1 (Brownlee, 2001).

Una de las primeras investigaciones que relacionan a la actividad de la AKR1B1 con la
formacion de catarata causada por hiperglucemia, es la de Varma et al realizada en
1974, ellos utilizaron como modelo de estudio, ratones Cs7B1, que no tienen formaciéon
de catarata en condiciones de hiperglucemia, de los cuales generaron dos cepas de
ratones que padecian hiperglucemia congénita, una de éstas causada por obesidad
(Cs7B1/6] ob/ob) y la otra causada por diabetes mellitus (Cs7B1/KS] db/db). A éstos los
sometieron a una dieta basada en glucosa y en sus cristalinos determinaron la
concentracidon de varios azlcares y polioles, encontraron un aumento modesto en la
concentracion de sorbitol y de fructosa en relacién a los ratones control, sugiriendo

que esto se debe a una actividad baja de la AKR1B4 en el cristalino de estos ratones
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(tabla 1.1). Posteriormente la actividad de la AKR1B4 fue evaluada, asi como la de

otras enzimas que pudieran intervenir en los resultados, encontraron que

Tabla 1.1. Azucares y polioles en cristalinos de ratones normales e hiperglucémicos. Los
resultados son promedio, + desviacion estdndar con n=2 (Varma et al, 1974).

Cepa de ratén Fructosa Glucosa Sorbitol Inositol
umol/g de peso del tejido
Normales C, B, Trazas 0.52 £0.08 - 3.30 £0.08
C,,B,/6] ob/ob 0.25 + 0.04 2.50 +£0.08 1.00 £0.10 3.26 £0.23
C,,B,/KS] db/db 0.25 £ 0.05 2.80 £ 0.20 1.00 £ 0.20 2.91 +0.26

efectivamente, tanto la actividad de AKR1B4 como de la PD es baja, comparada con
resultados obtenidos en ratas diabéticas de una semana, que tienen un grado de
hiperglucemia similar y que si presentan formacion de catarata. En cuanto a las otras
enzimas evaluadas su actividad tampoco se alterd (tabla 1.2). La conclusion fue que la
causa de que las cepas de ratones Cs7B1, C57B1/KS] db/db y Cs7B1/6] ob/ob no
presentan la formacion de catarata en hiperglucemia, es debido a la baja actividad de
AKR1B4 en cristalino, que evita la acumulacién de sorbitol y las alteraciones causados

por este.

Tabla 1.2. Actividad enzimatica en cristalinos de la Aldosa Reductasa (AR}, Poliol
Deshidrogenasa (PD), Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa (G6PD), 6-fosfo-gluconato
deshidrogenasa (6PGD) y Hexocinasa (HX). Los resultados son promedio, + desviacion
estandar con n=3 (Varmaet al, 1974).

Ratones AR PD G6PD 6PGD HX
CFW 1.0+ 0.5 1.4+ 0.0 2.1+0.1 1.0£01  6.0+0.2
Swiss 1.3+ 0.2 1.5+ 0.1 1.3+ 0.2 07+0.1  45+1.0
Balb C 0.8+ 0.1 1.5+ 0.1 2.5+ 0.5 1.6+02  60+0.1
C,,B, 1.0+ 0.4 1.6+ 0.1 1.7+ 0.3 1.0+00  45+1.0

C;,B,/6] ob/ob 1.0+ 0.2 1.6+ 0.1 2.4+0.2 18+02  55+1.0

C,,B,/KS] db/db 0.8+ 0.2 1.3+0.1 2.0+0.1 1.6+01 4902
Rata

Sprague-Dawley 11.5+1.2 1.8+ 0.1 1.8+ 0.2 0.6+0.1 4.0+ 1.0

Esta hipétesis fue validada 21 afios después por Lee et al. (1995), quienes realizaron

su investigacion con la misma cepa de ratones, a los cuales les sobrexpresaron la
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enzima AKR1B4 y los sometieron a una dieta con 50% de galactosa, evaluaron la
progresion de formacidn de catarata dividida en tres estados, el primero representado
por la aparicién de vacuolas sobre la periferia del cristalino, el segundo cuando las
vacuolas cubren el cristalino y se fusionan entre ellas, y el tercero cuando se presenta
la opacidad completa del cristalino. También el nivel enzimatico de la AKR1B4 se
evalué y se observd que los ratones que tienen mayor actividad de AKR1B4
presentaron la formacion de catarata en un tiempo menor que los que tienen menor
actividad (tabla 1.3). Con estos dos trabajos se concluye que la via de los polioles esta
implicada en la formacion de la catarata causada por hiperglucemia. Principalmente,
por la accién de la enzima AKR1B4 y la acumulacién del sorbitol. Por esto es de suma
importancia el disefio y descubrimiento de inhibidores de la enzima AKR1B1 que
pueden ofrecer un enfoque terapéutico importante para la prevencién de

complicaciones de la diabetes mellitus como la catarata.

Tabla 1.3. Nivel de AKR1B4 y velocidad de formacion de catarata galactosémica. N= catarata
no observada. Los resultados son promedio, + desviacion estandar con n=3 (Leeetal, 1995).

Tiempo para alcanzar el estado

no. Linea Nivel enzimatico de catarata galactosémica
transgénica de AR en (dieta de 50% galactosa), dias
de raton cristalino Estado 1 Estado 2 Estado 3
nmol/min por mg
CAR222 37.0 £3.57 2 14 21
CAR223 11.1 £1.20 N N N
CAR435 48.9 +3.75 1 14 21
CAR440 11.1 £0.63 N N N
CAR648 133.7 £8.50 1 10 14
CAR222+ ARI* N N N
Rat6on normal 1.4+ 0.09 N N N
Rata normal 37.4 +1.30 7 14 21

2.6. Comparacion entre las enzimas AKR1B1 y AKR1B4

En la familia de las AKR1Bs se han descubierto 14 enzimas hasta ahora. Estas enzimas

son conocidas como Aldosas Reductasas. La AKR1B1 es la enzima que se encuentra en
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el cristalino de Homo sapiens. La AKR1B4 es la enzima que se encuentra en cristalino
de Rattus norvegicus. Estas enzimas tienen el 86% de identidad en su secuencia
proteica (Pastel et al, 2012). Ademas, estas enzimas tienen similitud en su actividad
enzimatica al usar al gliceraldehido como sustrato. Suryanarayana et al, (2004)
evaluaron la actividad inhibitoria de una mezcla de tannoides purificados de la planta
Emblica officinalis. La actividad enzimatica de la AKR1B1 y la AKR1B4 fue medida al
usar al gliceraldehido como sustrato y el NADPH como cofactor. Los resultados que
obtuvieron indican un comportamiento similar de ambas enzimas. La mezcla de
tannoides purificados de Emblica officinalis inhiben un 80% y 90% a la AKR1B1 y
AKR1B4 respectivamente.

2.7. Inhibidores de la AKR1B1 (IAR)

Aunque una amplia variedad de compuestos se han sintetizado para inhibir a la
enzima AKR1B1 en modelos experimentales, es pequeno el nimero de farmacos que
han alcanzado un ensayo clinico. Dos principales clases de inhibidores de la AKR1B1

se han establecido:

e IARs con grupo carboxilo.- la mas importante y grande clase de IARs, se
caracteriza por tener en su estructura un grupo carboxilo, el cual interacciona
con la enzima. Ejemplos de estos inhibidores son el tolrestat, la alrestatina
(considerado como el inhibidor mas potente de esta clase hasta ahora), el
zopolrestat y el epalrestat (fig. 2.11), que es el Unico comercializado y solo

disponible en Japén (Alexiou et al,, 2009 ; Changjin Zhu, 2013)

e JARs derivados de espirohidantoina.- caracterizados por tener un anillo
hidantoina, responsable de la interacciéon con la AKR1B1. El sorbinil (fig. 2.11)
fue el primer IAR sintetizado de este tipo, el cual tuvo buena inhibicién a la
AKR1B1 in vitro e in vivo, pero al administrarlo a pacientes con diabetes
mellitus, éste les ocasion6 reacciones de hipersensibilidad, con sintomas como

mialgia, fiebre y alteracion en la piel (Jaspan et al, 1985). Ademas, de la
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Fig. 2.11. Estructura del epalrestat (izquierda) y sorbinil (derecha)

buisqueda de inhibidores sintéticos, las plantas se manifiestan como fuentes
interesantes para la busqueda de inhibidores para AKR1B1, los flavonoides
quercetina, quercitrina y miricitrina han sido reconocidos como potentes

inhibidores.
2.8. Productos naturales vegetales

Las plantas son organismos sésiles que poseen mecanismos fisioldgicos para detectar
y procesar y después para discernir y responder a estimulos del entorno, haciéndolo a
lo largo de su ciclo de vida. En cada paso del proceso de desarrollo (germinacion,
crecimiento, reproduccion y defensa) la planta produce metabolitos secundarios
(aceites esenciales, taninos, acidos fenodlicos, sesquiterpenlactonas, cetonas y
flavonoides) que actian como mensajeros quimicos, los cuales son la base del
establecimiento de mecanismos de defensa y comunicaciéon dentro de las diferentes
especies y entre estas mismas, forman un arsenal fitoquimico que ofrece una
oportunidad excelente para el aislamiento, purificacion e identificacion de
compuestos quimicos. Los metabolitos secundarios se agrupan segun su origen
biosintético comun: terpenos y esteroides, flavonoides, cromenos y benzofuranos,

cumarinas, quinonas, alcaloides entre otras (Avalos et al., 2009).

Terpenos y esteroides.- el término terpeno se refiere a un grupo de sustancias que
se biosintetizan siguiendo la llamada regla del isopreno propuesta por Wallach (1866)

se clasifican como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20)
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triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40) segun el nimero de unidades del isopreno

que lo forma.

e Monoterpenos.- Un importante grupo de hidrocarburos, alcoholes y cetonas
que son los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales obtenidos de
hojas, raices, corteza y flores de diversas plantas, pueden presentarse como
compuestos aciclicos, monociclicos y ciclicos (Williams y Barry, 2006).

e Sesquiterpenolactonas.- Derivadas biogenéticamente de los sesquiterpenos
son una clase de productos naturales predominantes en la familia Asteraceae.
En todas las partes de las plantas se encuentran, las concentraciones mayores
generalmente se ubican en las hojas (Williams y Barry, 2006).

e Diterpenos.- En diversos grupos quimicos pueden presentarse e.g. en forma de
hidrocarburos, alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos. De acuerdo a
su tipo de esqueleto carbonado se subdividen como biciclicos, triciclicos y
tetraciclicos (Williams y Barry, 2006).

e Triterpenoides y esteroides.- Son compuestos con un esqueleto carbonado
basado en seis unidades de isopreno que derivan biogenéticamente del
escualeno. Son de estructura relativamente compleja generalmente
tetraciclicos o pentaciclicos y pueden contener grupos hidroxilo, ceténico o
aldehidico y carboxilico. Los esteroides biogenéticamente muy relacionados a
los triterpenoides y con un esqueleto ciclico base al igual que los triterpenoides
tetraciclicos, pueden ser clasificados como esteroles (C27 o mas) saponinas
esteroidales, glicdsidos cardiacos, esterocoloides y las llamadas hormonas

esteroidales (Williams y Barry, 2006).

Flavonoides.- Los pigmentos flavonoides son uno de los grupos quimicos mas
numerosos y ampliamente distribuidos de los constituyentes naturales. 10 clases de
flavonoides se conocen, todos contienen 15 atomos de carbono en su nucleo basico y
estan arreglados bajo un sistema C6-C3-C6 en el cual dos anillos aromaticos llamados
Ay B estdn unidos por tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo (anillo

C). Su accion farmacolégica es muy extensa y variada, son bien conocidas sus
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actividades como dilatadores de las coronarias, espasmoliticos, antihepatotdxicos

entre otras (Kumar y Pandey, 2013).

Cumarinas.- Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas
principalmente en las familias Umbelliferae y Rutaceae se encuentran en todas las
partes de la planta, desde la raiz a flores y frutos con mayor abundancia en frutos. Un
amplio rango de actividad bioldgica exhiben como por ejemplo accién anticoagulante

y antibacterial entre muchas mas (Venugopala et al.,, 2013).

Cromenos y Benzofuranos.- Son productos naturales que se encuentran en algunas
especies de las familias Rutaceae, Liliaceae, Ciperaceae y principalmente en ciertas
tribus de las Asteraceae, entre las cuales parece ser exclusivos de Astereae,
Eupatorieae, Heliantheae, Inulaeae y Senecioneae. Estos compuestos se encuentran
presentes generalmente en hojas y tallos, menos cominmente en raices. Muchos
cromenos y benzofuranos han mostrado ser biol6gicamente activos como el toxol y la

dehidrotremetona que son bacteriostaticos (Lock, 1994).

Xantonas.- Son pigmentos fendlicos amarillos; quimicamente son diferentes a los
flavonoides, pero son muy similares en sus reacciones de coloraciéon y en su movilidad
cromatografica; se presentan especialmente en Gutiferae, Gentianaceae, Moraceae y
Polignonaceae. Las Xantonas aisladas hasta ahora pueden ser clasificadas en 5 grupos:
xantonas simples oxigenadas, glicosiladas, preniladas, lignoides y miscelaneos. El
interés de estos compuestos se debe a su actividad farmacolégica; inhibidor de la
monoaminoxidasa, actividad antipsicética, efecto tuberculostatico, entre otros

(Gutiérrez et al., 2013).

Quinonas.- Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracién
puede ser desde el amarillo palido hasta casi negro. Frecuentemente en la corteza, en
el corazén de la madera o de la raiz y en algunos casos en las hojas se encuentran. Las
quinonas se subdividen en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas

isoprenoide (Gordaliza, 2012).
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Alcaloides.- Es el grupo quimico mas grande de metabolitos secundarios de plantas.
Un contenido importante se encuentra en semillas, raices, cortezas y hojas; al estado
libre o como glicésidos o formando sales con acidos organicos. Los alcaloides incluyen
aquellas sustancias basicas que contienen uno o mas atomos de nitrégeno como parte
de un sistema ciclico, que manifiesta significante actividad farmacolégica y han sido
sintetizados de aminoacidos como precursores. Debido a la complejidad de
estructuras que representan los alcaloides, su nomenclatura no ha sido sistematizada
y su clasificacion ha sido generalmente con base a la similitud con estructuras
moleculares mas simples y asi son clasificados, por ejemplo como alcaloides indoélicos,

alcaloide quindlicos y alcaloide del tropano (Lock, 1994).
2.9. Uso de plantas medicinales

Por muchos siglos las plantas se han usado como un posible tratamiento médico
debido a sus compuestos especificos. Las plantas medicinales son un elemento
importante de sistemas médicos indigenas en México. Estas fuentes son usualmente
consideradas como parte de los conocimientos tradicionales de una cultura (Heinrich
et al, 1998). Hoy en dia, propiedades farmacolégicas, indicaciones y dosis se han
establecido para muchas plantas. Por lo general, estas plantas pasan por una revision
estricta de investigadores en la bisqueda de una nueva propiedad farmacolégica de
los multiples bioactivos, quimico y componentes de la planta, pero aun queda mucho

por explorar (Morales Lopez et al., 2007).

México tiene una amplia biodiversidad vegetal de 20,000-30,000 especies vegetales.
Michoacan (fig. 2.12) posee aproximadamente 5,000 especies vegetales, la familia
vegetal mas abundante es la Asteraceae con 402 géneros y 3,084 especies. Ademas,
cuenta con una rica tradicién en uso de plantas medicinales, un total de 3,000 especies
han sido copiladas en un atlas de plantas medicinales, empleadas por diversos grupos
étnicos (Ramirez Lopez et al., 2010). Increiblemente de estos solo aproximadamente
el 1% han sido estudiados a fondo con respecto a su potencial médico. Ademas, de que
las plantas contintan siendo una valiosa fuente de sustancias bioldgicamente activas

ya sea en forma de medicamento vegetal o de materia prima para la industria
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farmacéutica. El aumento de la poblacion mundial demanda un incremento de las
fuentes de medicamentos, por lo que, tanto los paises desarrollados, como en aquellos

en vias de desarrollo dirigen sus esfuerzos hacia la evaluacion y explotacion de su

MEXICO

MICHOACAN

Fig. 2.12.- Localizacién de Michoacan

flora. Se ha incrementado el uso de plantas medicinales como alternativa ante los
problemas de salud que se enfrentan. La importancia central en la busqueda de
nuevas drogas en plantas usadas en medicina tradicional se basa en el hecho que el
65% de la poblacién mundial hace uso de plantas medicinales. Temas recurrentes de
investigacion en el reino vegetal incluyen el aumento en la busqueda de nuevas
moléculas, con efectos especificos farmacologicos no téxicos y efectivos en control de

enfermedades humanas (Ramirez Lopez et al, 2010).

En Michoacan, existen fuertes contrastes entre ambientes diferentes. Esto resulta en
una extraordinaria riqueza genética con variaciones entre especies en los diferentes
ecosistemas. Algunos de los géneros que han sido recolectados en Michoacan, se
encuentran en el tabla 1. 4. En algunas especies de estos géneros se ha iniciado el
estudio quimico por sus propiedades farmacoldgicas. Por lo que, esta claro que se
debe realizar una mayor investigacién etnobotanica y clinica, para elucidar el posible

beneficio medicinal de estas plantas (Garcia Sanchez et al, 2011).

Aunque no existe aun un estudio en la busqueda de inhibidores para la enzima
AKR1B1 con plantas nativas de Michoacan. En otros paises se ha investigado la
buisqueda de IARs en plantas. Un grupo de flavonoides son algunos de los IARs

naturales mas potentes. Ademas que se ha mostrado que el consumo oral de
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quercetina conduce a disminucidén en la acumulacién de sorbitol en cristalinos de
ratas diabéticas asi como el retraso en la formaciéon de catarata (Goodari et al, 2005).
Un estudio en humanos, aunque no en células del cristalino, encontré que la vitamina
C oral sobre dosis bajas de 100-600 mg diarios, fue capaz de normalizar el nivel de
sorbitol en glébulos rojos en un periodo de 30 dias en individuos con diabetes mellitus
tipo 1 (Vincent et al, 1999). El acido lipoico (LA) se ha encontrado que es util para
evitar la formacién de catarata, este tiene un potente efecto antioxidante, es esta
propiedad la responsable de gran parte de su efecto protector en la catarata diabética.
Otro mecanismo por el que el acido lipoico puede prevenir la catarata en la diabetes
mellitus es a través de la inhibicion de la AKR1B1, lo cual se determiné en un

experimento in vitro (Kathlee, 2001).

Moléculas Moléculas Usos en medicina
Género identificadas  purificadas tradicional Autor
Garcia Sanchez et al.,
Diabet it 2011;
Ageratina 104 30 1aetes r.ne sy , ,
paludismo Ramirez Lopez et al., (En
Prensa)
Tagetes 5 - Diarrea y vémito = Mejia Barajas et al., 2012
Eupatorium 34 _ Pll‘oble.mas Ramirez Lopez etal.,
digestivos 2010
Astringente, Pamatz Bolafios etal.,
Caesalpinia 124 5 antipirético y 2009; Gémez Huratado et
analgésico al, 2013
. Bronquitis y Raya Gonzalez etal.,
E 1 4
nterolobium % diarrea 2008; 2013
Tabebuia 47 4 Anticancerigenoy  Arellano Garcia etal.,

antibiotico 2012

Tabla 1.4. Géneros vegetales de especies recolectadas en Michoacan
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3. Justificacion

La escasa cantidad de inhibidores de la Aldosa Reductasa (IAR) y sus efectos
indeseables genera un area de oportunidad farmacolégica en la obtencién de IAR con
potencial terapéutico a partir de plantas nativas de Michoacan, para coadyuvar en el
tratamiento y prevencion de complicaciones secundarias como, la catarata en la

creciente poblacion de individuos con hiperglucemia crénica.
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4. Hipotesis

Algunos metabolitos secundarios de plantas nativas de Michoacan actian como

inhibidores de la enzima Aldosa Reductasa
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5. Objetivo general

Obtener compuestos inhibidores de la enzima Aldosa Reductasa de plantas nativas

de Michoacan
5.1. Objetivos particulares

» Identificar a los extractos vegetales con actividad inhibitoria de la AKR1B4 y

seleccionar el extracto con la mayor inhibicion

» Identificar al o los inhibidores de la AKR1B4 presentes en el extracto con

mayor inhibicién

* Determinar la inhibicién de la enzima AKR1B4 con los compuestos purificados
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6. Metodologia

6.1 Estrategia experimental

Recoleccion de plantas y
obtencién de los extractos
vegetales
Determinacion de las \1/
propiedades de inhibicion
(CI,, tipo de inhibicién, K, | < _ Ensayo de la actividad = |
especificidad y docking enzimatica de Aldosa
molecular (AKR1B1)) Reductasa (AKR1B4) Aislamiento,
v \p purificacién e
identificacién de
. Seleccion de los extractos compuestos
Andlisis de datos vegetales

6.2 Extractos vegetales
6.2.1. Material vegetal

Un total de 106 extractos fueron evaluados en este trabajo (tabla 6.1). La mayoria de
estos extractos ya habian sido obtenidos por nuestro grupo de investigacion. Estos se

encuentran almacenados a 2 °C en frascos sellados y protegidos de la luz.

6.2.2. Obtencion de extractos vegetales

La obtencion de los extractos se realiz6 por maceraciéon sucesiva de polaridad
ascendente con hexano, cloruro de metileno y metanol. Las muestras de plantas
fueron recolectadas (paso 1 de fig. 6.1) y secadas en sombra a temperatura ambiente
por tres semanas para eliminar la humedad contenida (paso 2 de fig. 6.1).
Posteriormente, las partes de la planta se separaron; hojas, tallos, flores y raiz y cada
una de estas se trituré en partes pequefias, se pesaron y se colocaron en frascos de
vidrio protegidos de laluz. Parala primera etapa de extraccion se adicioné 200 ml de

hexano para 11 g de la muestra vegetal, se macer6 por 3 dias (paso 3 de fig. 6.1), se
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filtro (paso 4 de fig. 6.1) y se concentrd en un evaporador rotatorio a 55 °C (paso 5 de

fig. 6.1), el hexano que se separd, nuevamente se adicioné al frasco de vidrio con la

Tabla 6.1. Especies evaluadas como posibles inhibidores de la AKRIB4. Los resultados son

promedio, + desviacion estandar con n=3
Género Especie ‘ Numero de extractos

Ageratina A. jocotepacana 11

C. coriaria

Caesalpinia C. pulcherrima

C. platyloba

E. aerolare

E. arsenei

E. brevipes

W I N | |0 |1 [0 |

E. dolichobasis

E. glabratum

Eupatorium
E. lasioneuron

E. mairetianum

E. petiolare

E. pichinchense

N | 01N (NN o

E. pycnocephalum

T. rosea

Tabebuia

w |

T. donnell

Tagetes T. lucida 10
Total 18 106

muestra vegetal correspondiente y se maceré por tres dias, se filtr6 y se concentré en
un evaporador rotatorio, se repitié éste procedimiento 3 veces mas, el concentrado
obtenido es un extracto hexanico (no polar), el cual se colocé en un frasco de vidrio
pequeiio protegido de la luz, se mantuvo abierto en campana de extracciéon por 24 h

para que se evaporara el disolvente, se pesd y se almacen6 a 2 °C hasta su uso (paso 6
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de fig. 6.1). El frasco de vidrio que contenia la muestra vegetal se mantuvo abierto en
campana de extraccidn para que se evaporara el hexano. Para continuar con la
extraccidn, se adicion6 de 200 ml de cloruro de metileno, en el cual se maceré por
tres dias, se filtré y se concentré en un evaporador rotatorio a 35 °C. El cloruro de
metileno que se separd, nuevamente se adicioné al frasco de vidrio y se maceré por
tres dias, se filtr6 y se concentrd en un evaporador rotatorio. Este procedimiento se
repiti6 tres veces. El concentrado obtenido es un extracto cloruro metilénico
(polaridad intermedia). Este se mantuvo abierto en campana de extraccidon por 24 h
para que se evaporara el disolvente, se colocé en un frasco de vidrio pequefio
protegido de la luz, se pes6 y se almacendé hasta su uso. Para la etapa final de
extraccidn, se sigui6 el mismo procedimiento que en las etapas pasadas pero se
adicion6 a la muestra vegetal 200ml de metanol, maceracién por tres dias, se filtré y
se concentré en un evaporador rotatorio a 65 °C, con sus respectivas repeticiones,
obteniendo finalmente un extracto metandélico (polar) el cual se mantuvo abierto en
campana de extraccion por 24 h, se pesd y almacené en un frasco de vidrio pequefio

protegido de la luz.

Fig. 6.1. Obtencidon de extractos vegetales. Paso 1: recolecta de la planta, paso 2: secado de la planta,
paso3: maceracion en disolvente, paso 4: filtracion del extracto, paso 5: concentrado del extracto en
evaporador rotatorio y paso 6: almacenamiento del extracto.
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6.2.3. Preparacion de los extractos para el ensayo de inhibiciéon

5 mg de cada extracto se pesaron y se solubilizaron en 1 ml de una mezcla de 2,990 pl
de Agua desionizada y 10 pl de Tween 20 para los extractos metanélico y 1 ml de una
mezcla 2,990 pl de DMSO al 85% y 10 pul de Tween 20 para los extractos cloruro
metilénicos y los extractos hexdnicos. Cada uno de ellos se filtr6 con membrana de
nitrocelulosa de 0.45 pm (MILLIPORE) y se almacené en refrigeracién y se protegio

de la luz, hasta su uso.
6.3. Actividad enzimatica de la Aldosa Reductasa

6.3.1. Aldosa Reductasa de cristalino de rata (AKR1B4)

El extracto crudo de enzima se obtuvo de cristalinos de rata siguiendo el método de
Hayman y Kinoshita (1966) con modificaciones. Ratas de la cepa Wistar donadas por
los laboratorios de Farmacologia y Bioquimica del Instituto de Investigaciones
Quimico-Biologicas de la UMSNH de entre 300 y 500 g de peso corporal se utilizaron.
Los ojos de rata fueron removidos con ayuda de tijera quirdrgica y bisturi (paso 1 de
fig. 6.2) y posteriormente se les extrajo el cristalino los cuales fueron colocados en
microtubos con solucién 1:1 de amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M con pH 6.8
y 2-mercaptoetanol 1mM (150 ul de la disoluciéon para cada cristalino) y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. El dia del ensayo enzimatico se descongelaron 2

cristalinos, estos fueron homogenizados en 1 ml de buffer de fosfatos de potasio 0.1 M

Paso 3

Fig. 6.2. Obtencion del extracto crudo de AKR1B4. Paso 1: ojos removidos de rata, paso 2:
homogenizacidn de los cristalinos y paso 3: almacenamiento de extracto crudo de AKR1B4
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(pH 6.8) y 10 ul de una mezcla de inhibidores de proteasas de la marca Sigma
(P9599) se usé homogenizador manual (paso 2 de fig. 6.2), posteriormente fueron
centrifugados a 10,000 rpm durante 15 min, el sobrenadante se separé en microtubos
previamente enfriados (paso 3 de fig. 6.2), del cual se utilizo6 20 pl para medir la
cantidad de proteina con el método de Lowry (1951) y el resto fue usado como
extracto crudo de enzima manteniéndolo en bafio de hielo y no postergar su uso mas

de 2 h para evitar la alteracién de la enzima AKR1B4.
6.3.2. Actividad enzimatica in vitro

La actividad enzimatica de la Aldosa Reductasa de cristalino de rata se midi6 por dos
métodos, a través de la medicién del consumo de NADPH a 340 nm y la medicién de la

concentracion de glicerol a 540 nm (fig. 6.3).

Aldosa Reductasa
Gliceraldehido = Glicerol

O\

NADPH NADP*

Fig. 6.3. Reaccidn enzimatica de la AKR1B1, con gliceraldehido como sustrato.

6.3.2.1. Medicion de la actividad enzimatica por consumo de NADPH

La actividad se obtuvo al medir el consumo del NADPH reducido, en una mezcla de
reacciéon que contuvo 2,550 pul de 0.1 M de buffer de fosfatos de potasio (pH 6.8),15 pl
de 1 mM de mercaptoetanol, 30 pul de agua, extracto crudo de enzima a concentracion
de 8 mg de proteina/ml, 60 pl de 2mM de NADPH y 300 pl de 0.1 mM de
gliceraldehido. La reaccién enzimatica se monitorizé por la caida de absorbencia en
un espectrofotoémetro visible ultravioleta a 340 nm por 2 min. La lectura se inicié al
agregar el NADPH. Como blanco se utilizé6 la misma mezcla de reaccién pero sin
gliceraldehido. El valor obtenido del blanco fue restado al valor obtenido de la

muestra. Después de 2 min de la reaccién la mezcla se calenté a 80 °C por 1 min para
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detener la reaccién enzimatica y se utilizé para cuantificar la concentracién de

glicerol.

La actividad enzimatica se calculd con la siguiente férmula (French et al, 2013):

. e (U ) v aem?)
Actividad enzimatica (— de protelna) =—t——
mg (e)(vm)

/mg de proteina (6.1)

donde:

AAbs: Cambio en la absorbencia (1/min)

t: Tiempo (2 min)

Vt: Volumen final de la mezcla de reaccion (3 ml)

&: Coeficiente de extincién del NADPH (0.00622 cm?/mol)

Vm: Volumen en la mezcla de reaccidon del extracto crudo de enzima (0.06 ml)

6.3.2.2. Medicion de la actividad enzimatica por medicién de la concentracion

de glicerol

El segundo método para medir la actividad de la enzima AKR1B4 fue la determinacién
de la concentracion del producto de la reaccién enzimatica, el glicerol (Clark et al,
2009). Paraello un reactivo comercial para medicion de glicerol libre (Sigma F6428)
se utilizé el cual contiene un complejo de enzimas que transforman al glicerol libre
presente en la muestra al producto colorido quinoneimida que muestra una
absorbencia maxima a 540 nm, el aumento en la absorbencia es directamente

proporcional a la concentracion de glicerol libre en la muestra.

Para realizar la medicion, se etiquetaron tres tubos, uno como blanco, otro como
estdndar y el ultimo como muestra. A cada uno de los tubos se le colocaron 1,200 pl
del reactivo ademas, al blanco se agregé 30 ul de H20 tridestilada, al estandar 30 pl de
una disolucion de glicerola 0.26 mg glicerol/ml (Sigma G7793) y a la muestra 30 ul de
la mezcla de reaccidon enzimatica previamente centrifugada a 12,000 rpm por 20 min.
A temperatura ambiente se incubaron por 15 min y se midio6 la absorbencia de cada

uno de ellos en espectrofotémetro a 540nm.
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Para obtener la concentracidn de glicerol se usé la siguiente ecuacion:

Gli - (A muestra — A blanco) 0.26 ” 1 ml 62
reerot = (A estandar — A blanco) x 0.26 mg glicerol/m (62)

La medicion de glicerol se realiz6 para las mezclas de reaccidon con extractos que
presentaron inhibicion mayor al 80% con el primer método. Para obtener el
porcentaje de inhibicion de acuerdo a la concentracion de glicerol, se us6 como 0% de

inhibicidén a la concentraciéon obtenida de la mezcla de reaccién sin extracto.
6.3.2.3. Actividad enzimatica en presencia de dimetilsulféxido (DMSO)

La evaluacién del comportamiento de la enzima AKR1B4 en presencia de DMSO se
obtuvo al medir su actividad enzimatica con diferentes concentraciones de DMSO.
Diluciones de 5,10, 20, 40, 60, 80,y 100% de DMSO se prepararon, 30 ul de cada una
de las diluciones se adicionaron a la mezcla de reaccién y a sus respectivos blancos y

se midi6é su actividad por consumo de NADPH.

6.3.3. Ensayo de inhibicién de la AKR1B4 in vitro

El efecto inhibidor de los extractos de plantas nativas de Michoacan se obtuvo al
medir la actividad enzimatica de la AKR1B4 en presencia de los extractos evaluados
con la caida de absorbencia a 340 nm del control, blancos y muestra, preparados cada

uno de ellos como se indica en la tabla 6.2. El porcentaje de inhibicién de la AKR1B4

Tabla 6.2. Mezcla de reacciéon de la actividad de laAKR1B4.

Disoluciones Volumen (ul)
Control Blancol Muestra Blanco 2

Gliceraldehido 0.1 mM 300 - 300 -
Amortiguador de fosfato de potasio pH 6.8 0.1 M 2535 2835 2535 2835
Agua o dimetilsulféxido 30 30 - -
Extracto vegetal 5 mg/ml - - 30 30
Extracto crudo de enzima AKR1B4 8 mg de proteina 60 60 60 60
NADPH 0.2 mM 60 60 60 60
2-mercaptoetanol 1 mM 15 15 15 15
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se obtuvo al tomar como 0% de inhibicién la actividad de la mezcla de reaccién sin

extracto.
6.4. Selectividad del acido 13-epi-labdandlico

La selectividad del acido 13-epi-labdandlico fue evaluada con la comparacién de su
actividad inhibitoria contra las enzimas Aldosa Reductasa de cristalino de rata
(AKR1B4), 20 a-hidroxiesteroide Deshidrogenasa Recombinante de humano
(AKR1C1) y con el extracto crudo de enzima obtenido de eritrocitos de humano

(AKR1A1/AKR1B1).

6.4.1. Enzima 20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de humano

(AKR1C1)

La enzima 20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (AKR1C1) recombinante de humano
expresada en E. coli fue obtenida de la casa comercial Sigma-Aldrich (SRP6087). Se
midi6 la actividad de la enzima en presencia y ausencia del 4cido 13-epi-labdandlico
en una mezcla de reaccién que contuvo 2,550 pl de 0.1 M de buffer de fosfatos de
potasio (pH 6.8), 15 pul de 1 mM de mercaptoetanol, 30 pl de acido 13 -epi-labdanélico
(5mg/ml DMSO 85%), 3 pl de enzima AKR1C1, 60 pl de 2ZmM de NADPH y 300 pl de
0.1 mM de gliceraldehido. La reaccién enzimatica se monitorizé6 por la caida de
absorbencia a 340 nm por 2 min. La mezcla de reaccion se calenté a 80 °C por 1 min
para detener la reaccidon enzimatica y se utilizd para cuantificar la concentracién de
glicerol. La actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico hacia la enzima AKR1C1
fue calculada tomando como 0% de inhibicidn la actividad enzimatica de la mezcla de

reaccion sin el acido 13-epi-labdandlico.
6.4.2. Obtencion del extracto crudo de enzima de eritrocitos de humano

La obtencion del extracto crudo de enzima de eritrocito de humano se llevé a cabo con
la siguiente metodologia (Das and Srivastava, 1985), se realiz6 la toma de la muestra
sanguinea venosa de una persona sana de sexo masculino en estado de ayuno de 8 h.

Esta fue recolectada en tubo con EDTA como anticoagulante, todos los ensayos fueron
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realizados en bafio de hielo. La muestra de eritrocitos fue lavada con solucién salina,
para ello se tomaron 0.5 ml de eritrocitos y se colocaron en viales, se adicion6 0.5 ml
de solucién salina, se mezclé y se centrifugd a 8,000 rpm por 5 min, se desech6 el
sobrenadante y se volvio a adicionar 0.5 ml de solucion salina, repitiendo el mismo
procedimiento por 3 veces. Una vez que se deseché el sobrenadante de la ultima
lavada, se adicion6 a la muestra de eritrocitos 10 pl de 2-mercaptoetanol 1 mM y 15 pl
de una mezcla de inhibidores de proteasas (SIGMA P9599), se congel6 la muestra de
eritrocitos a -40 °C por 3 h, se descongelé por 1 h y el ciclo de congelacién y
descongelacion se repitio6 3 veces, se centrifugé a 12,000 rpm por 15 min, el
precipitado fue desechado y el sobrenadante fue utilizado como extracto crudo de

enzima.

6.4.2.1. Actividad enzimatica del extracto crudo de enzima de eritrocitos de

humano

La actividad enzimatica del extracto crudo obtenido de eritrocitos de humano, se
midi6 a 37 °C a través del consumo de NADPH y la medicion de glicerol de las

siguientes mezclas:

Tabla 6.3. Mezcla de reaccion de la actividad de las AKR1A1/AKR1B1 con acido 13-epi-labdanélico.

Disoluciones Volumen (ul)
Control Blancol Muestra Blanco 2

Gliceraldehido 0.1 mM 300 - 300 -
Amortiguador de fosfato de potasio pH 7 0.1 M 2535 2835 2535 2835
Dimetilsulféxido 85% 30 30 - -
Acido 13-epi-labdanélico 5 mg/ml - - 30 30
Extracto crudo de enzimas AKR1A1/AKR1B1 8 mg de 60 60 60 60
proteina
NADPH 0.2 mM 60 60 60 60
2-mercaptoetanol 1 mM 15 15 15 15

La actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico hacia el extracto crudo de enzima
de eritrocito de humano fue calculada tomando como 0% de inhibicién la actividad

enzimatica de la mezcla de reaccion sin el acido 13-epi-labdandlico.
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6.4.2.2. Actividad enzimatica de la AKR1B1

La actividad enzimatica de la AKR1B1 se midi6 a 25 °C a través del consumo de
NADPH vy la medicién de la concentraciéon de glicerol. La enzima recombinante
AKR1B1 expresada en E. coli fue obtenida de forma comercial de la casa NOVUSBIO.
Con las concentraciones finales de 0.1M de buffer de fosfatos de potasio a pH de 7,
10mM DL-glyceraldehido y 0.3mM NADPH se hizo una mezcla A. La mezcla de
reaccion fue preparada con 2.5 pl de la AKR1B1 mas 2800 pl de la mezcla A. Esta fue
incubada a 25 °C por 2.5 min. 200ul de DL-gliceraldehido fueron adicionados a la
mezcla de reaccién e inmediatamente después se midio6 la caida de absorbencia a 340
nm por tres min. La mezcla de reaccién fue calentada a 80 °C y almacenada para
posteriormente medir concentracién de glicerol con la metodologia ya antes

mencionada.

6.5. Purificacién de compuestos

6.5.1. Cromatografia en columna

La purificacion de compuestos en los extractos de plantas nativas de Michoacan se
realizo por cromatografia en columna al usar gel de silice (200-400 mesh) MERCK
como fase estacionaria y mezcla de hexano: cloroformo (100:0 - 0:100) en polaridad
ascendente como fase movil. Se midi6 la actividad inhibitoria a la enzima AKR1B4 de
las fracciones vegetales elegidas y a las fracciones que obtuvieron mayor inhibicion se
corroboré su actividad inhibitoria con la medicién de la concentraciéon del producto

de la reaccion enzimatica, el glicerol.

Las fracciones con mayor actividad inhibitoria se analizaron por resonancia magnética
nuclear 1H para dilucidar la estructura de los compuestos encontrados en las
fracciones, los espectros fueron obtenidos a 400MHz en un espectrometro Varian
Mercury 400 se us6 al CDCI3 como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna. Para la obtencién de los metabolitos secundarios se sigui6 el
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procedimiento reportado por Garcia Sanchez et al, (2014), Ramirez Lépez (2010) y
Leén Hernandez (2010).

6.5.2. Preparacion de los compuestos purificados para el ensayo de inhibicion

Los compuestos puros evaluados en este trabajo fueron solubilizados en DMSO, con el
siguiente procedimiento; 10 pug del compuesto puro se pesaron, se disolvieron en 1 ml
de DMSO al 85% y se midi6 su actividad inhibitoria a la AKR1B4 por el método de
medicion del consumo de NADPH, los que presentaron mayor inhibicion se les midio
su actividad inhibitoria por medicién de la concentracion final de glicerol de la

reaccion.
6.6. Determinacion de la Clso del acido 13-epi-labdandlico en AKR1B4

La concentracion inhibitoria media (Clso) se determiné al medir la actividad
inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico a diferentes concentraciones. Una dilucién a
concentracion de 5 mg de acido-13-epi-labdanoélico en un ml de DMSO al 85% fue
preparada, partiendo de esta se prepararon siete diluciones con base logaritmica de 2,
se midio la actividad inhibitoria de cada una de las diluciones. Para obtener 1 valor de
Clso se graficé el porcentaje de inhibicion obtenido contra el logaritmo de las
concentraciones del inhibidor, la linea de tendencia del grafico se agregd y con la

ecuacion se calcul6 el valor, donde “x” es igual a Clso y “y” es igual al porcentaje de

inhibicién buscado, en este caso 50%.

6.7. Determinacion de los parametros cinéticos del 4cido 13-epi-labdandlico

con AKR1B4

6.7.1. Tipo de inhibicion

El Kmyla Vmaxde la enzima AKR1B4 fueron determinados en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de Aacido 13-epi-labdandlico y con diferentes
concentraciones de gliceraldehido. El inicio fue a partir de una diluciéon de 0.025 uM,

cuatro diluciones con base logaritmica 2 se prepararon. Los resultados obtenidos se
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graficaron en un grafico de doble reciproco de Lineweaver-Burk, con el cual también

se determin¢ el tipo de inhibicién
6.7.2. Constante de inhibicion (Kj)

La constante de inhibicion (K;) fue determinada al graficar el valor de la pendiente que
es igual a Km/Vmax, valores obtenidos del grafico de Lineweaver-Burk contra las
concentraciones de acido 13-epi-labdandlico, la linea de tendencia del grafico se

agrego y el valor en el intercepto en el eje de las abscisas es igual al valor de la K;
6.8. Docking molecular

El Docking molecular se realizé en el programa (software) Autodock Vina descargado
de la pagina http://vina.scripps.edu siguiendo el procedimiento indicado en el tutorial

y que a continuacion se describe.
6.8.1 Preparacion de la macromolécula

La estructura de la enzima se obtuvo de la base de datos Protein Data Bank (PDB) con
identificacion (ID) de 1PMW en formato pdb la cual corresponde a la Aldosa
Reductasa de cristalino de Homo sapiens (AKR1B1), la estructura fue modificada con
el software Autodock tools, donde se eliminaron las moléculas de agua presentes en la

estructura, los hidrdgenos faltantes se adicionaron y se almacend en formato pdbqt.
6.8.2. Preparacion del ligando

La estructura del acido 13-epi-labdandlico fue modelada en el programa Maestro 9.8
(Schrodinger inc), con el método computacional semiempirico AM1. La estructura
para docking molecular en Autodock tools se ajusté en cuanto a las cargas atémicas
parciales, tipos de atomos y una descripciéon de las interacciones rotables en la

estructura. Finalmente el archivo se almacen6 en formato pdbqt.
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6.8.3. Generacion del mapa de busqueda y ejecucién del software Autodock

Vina

Para hacer docking molecular en el software Autodock Vina es necesario definir el
mapa de busqueda, el cual consiste en delimitar el especio en la macromolécula donde
interaccionara el ligando, para ello se indican las coordenadas x, y y z asi como su
tamafio en Angstrom, para obtener las coordenadas nos basamos en la interaccién que
tiene el fidarestat, un inhibidor competitivo co-cristalizado con la AKR1B1. Un archivo
de texto de configuracion se cred en el cual se indican la molécula, el ligando y las
coordenadas del mapa de busqueda y se ejecutd el docking molecular en Autodock

Vina.
6.9. Andlisis de datos.

Todos los experimentos biolégicos se hicieron tres veces de forma independiente, por
triplicado cada uno de ellos. El programa Statistic 7.0, fue usado para realizar el

analisis de varianza y para calcular el promedio de las datos y la desviacion estandar.
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7. Resultados

7.1. Obtencion de extractos

Un total de 106 extractos pertenecientes a 18 especies de 5 diferentes géneros se
evaluaron. Estas fueron elegidas debido a que ya han sido investigadas en nuestro
grupo de trabajo y todas son nativas de Michoacadn. Entre estos extractos se
encuentran extractos metanolicos, diclorometanicos y hexanicos, de diferentes partes
de la planta como son flor, hoja, tallo y raiz. Estos fueron obtenidos por maceracién
sucesiva de polaridad ascendente. Posteriormente, los extractos fueron evaluados
como posibles inhibidores de la AKRIB4. Los extractos metanoélicos se disolvieron en
H20 desionizada. Los extractos diclorometanicos y hexanicos se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO) al 85%. Esta concentracion de DMSO fue establecida a
través de un ensayo de disolucion, dénde se evaluaron diferentes concentraciones de
DMSO y se obtuvo que la concentracion de 85% fue la que disolvi6 a todos los
extractos diclorometanicos y hexanicos. La concentracion final del extracto a evaluar

fue de 250 pg/ml del disolvente.
7.2. Actividad enzimatica de 1a AKR1B4 in vitro

La actividad enzimatica del extracto crudo de enzima AKR1B4 se midi6 a través de
dos métodos: la medicién del consumo de NADPH y la medicién de la concentraciéon

de glicerol.
7.2.1 Medicidn de la actividad enzimatica por consumo de NADPH

El consumo de NADPH se midi6é con la caida de absorbencia a 340 nm, de la mezcla de
reacciéon del control (fig. 7.1), y su blanco (mezcla de reaccién sin sustrato) (fig. 7.2).
La actividad enzimatica se obtuvo con el valor de la pendiente. El valor obtenido en el
blanco fue restado al valor del control en todos los casos. La actividad enzimatica que
se obtuvo fue de 2.2 U/mg de proteina, en la cual se consideré una unidad de enzima

la que se asocia a la oxidacién de 1 nmol de NADPH por min.
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Fig. 7.1. Caida de absorbencia a 340 nm de la mezcla de reaccion del control.
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Fig. 7.2. Caida de absorbencia a 340 nm de la mezcla de reaccién del blanco.

7.2.2. Actividad enzimatica de la AKR1B4 en presencia de DMSO

Con el objetivo de evaluar si la actividad enzimatica del extracto crudo de AKR1B4 se
afecta por la presencia de DMSO en la mezcla de reaccidn. La actividad enzimatica se
midi6 con diferentes concentraciones de DMSO. Los resultados obtenidos son
actividades enzimaticas que van de 1.92 + 0.2 U/mg de proteina a 0.4% de DMSO a
2.83 = 0.85 U/mg de proteina a 0.05% de DMSO (tabla 7.1). La actividad enzimatica
obtenida sin DMSO fue de 2.21 + 0.4 U/mg de proteina. Con estos resultados se
comprueba que el DMSO no afecta la actividad enzimatica del extracto crudo de

AKR1B4.
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Tabla 7.1. Actividad enzimatica de la AKR1B4 en presencia de DMSO. Los resultados son

promedio, + desviacion estandar con n=3.

0% 2.21 £0.40
0.05% 2.83 £0.85
0.1% 2.7 £0.58
0.2% 244 £0.25
0.4 % 1.92 £0.2
0.6 % 2.09 0.3
0.8% 2.35 £0.36
1.0% 2.32 £0.85

7.3. Ensayo de inhibicion de la AKR1B4 in vitro

7.3.1 Medicidn de la actividad inhibitoria por consumo de NADPH

La actividad inhibitoria de los extractos se evalué al medir la caida de absorbencia por

consumo de NADPH. Los resultados que se obtuvieron se pueden observar en la tabla

7.2 ordenados de mayor a menor porcentaje de inhibicidon. Los extractos fueron

divididos en 3 grupos conforme al resultado de inhibicién que se obtuvo:

e Los extractos que tuvieron inhibicion mayor al 80%, con un total de 12

extractos. De estos, los extractos diclorometanicos de hoja y de flor de A

jocotepecana fueron los que tuvieron mayor inhibicién con el 96 y 93%

respectivamente.

e Los extractos que tuvieron inhibiciéon de 1 a 79%, con un total de 45 extractos

Entre estos encontramos a los extractos metandlico de raiz de T. lucida y flor de

C. platyloba con el 75y 71% respectivamente.

e Los extractos que no tuvieron inhibicién con un total de 42 extractos. Entre

estos encontramos los extractos metandlicos de flor y de tallo de E. lasioneuron

y de flor de E. aerolare.
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Tabla 7.2. Actividad inhibitoria de extractos vegetales ala AKR1B4. NP: no present6. Los

resultados son promedio, + desviacidn estandar con n=3.

Extracto Organo Tipo de extracto | % inhibiciéon
A. jocotepecana Hoja Diclorometanico
A. jocotepecana Flor Diclorometanico
T. lucida Tallo Metanolico
C. coriaria Albura Hexanico
A. jocotepecana Tallo Diclorometanico
A. jocotepecana Flor Hexanico
E. petiolare Hoja Diclorometanico
E. petiolare Tallo Hexanico
E.lasioneuron Hoja Diclorometanico
T lucida Raiz Diclorometanico
E. brevipes Hoja Diclorometanico
C. platyloba Tallo Metanolico
T. lucida Raiz Metanolico 75%+7.0
C. platyloba Flor Metanolico 71+3.5
E. mairetianum Tallo Diclorometanico 68+3.2
C. coriaria Corteza Hexanico 68+1.1
E.aerolare Flor Diclorometanico 67 1.4
E.glabratum Tallo Hexanico 66 +7.1
E. mairetianum Hoja Hexanico 65* 9.5
A. jocotepecana Tallo Hexanico 64+1.1
C. coriaria Duramen Hexanico 63 +4.3
E. pycnocephalum Tallo Diclorometanico 63+ 5.0
E.adenophorum Tallo Diclorometanico 62+7.1
T. rosea Flor Hexanico 61+ 6.0
A. jocotepecana Raiz Hexanico 61+10
E.aerolare Hoja Diclorometanico 58+3.2
E.aerolare Tallo Diclorometanico 58+5.0
C. coriaria Fruto Metanolico 58+ 6.8
T. rosea Tallo Hexanico 5617
E. pichinchense Tallo Hexanico 55£10
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E. pycnocephalum Tallo Hexanico
Extracto Organo Tipo de extracto

E. pichinchense Flor Hexanico

E.arsenei Flor Metandlico

A. jocotepecana Tallo Metanélico

E.glabratum Tallo Diclorometanico

E. petiolare Hoja Hexanico

C. pulcherrima Flor Hexanico

T. rosea Hoja Hexanico

A. jocotepecana Hoja Hexanico

E. pichinchense Hoja Hexanico

C. pulcherrima Flor Diclorometanico

E.adenophorum Hoja Diclorometanico

C. pulcherrima Tallo Hexanico

E.glabratum Hoja Hexanico

T. donnell Tallo Hexanico

E. pycnocephalum Hoja Metandlico

T. lucida Hoja Hexanico

T. lucida Tallo Hexanico

E. pycnocephalum Flor Diclorometanico

E. pichichense Flor Diclorometanico

T. donnell Corteza Hexanico

T. lucida Raiz Metanolico

E. dolichobasis Flor Metandlico

E.aerolare Tallo Hexanico

C. pulcherrima Fruto Hexanico

C. pulcherrima Hoja Diclorometanico

C. pulcherrima Fruto Diclorometanico

E.lasioneuron Flor Metanolico

E.lasioneuron Tallo Metandlico

E.aerolare Flor Metandlico

E.aerolare Hoja Metanolico

T. lucida Hoja Metandlico

E.arsenei Tallo Metandlico

E. petiolare Hoja Metanolico

E.petiolare Flor Metanolico
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E.glabatrum Flor Metanolico NP
Extracto Organo Tipo de extracto | % inhibicion
E.glabatrum Tallo Metanélico NP
E. mairetianum Hoja Metandlico NP
E. mairetianum Flor Metanolico NP
E. mairetianum Tallo Metanolico NP
E. pycnocephalum Tallo Metanélico NP
E.adenophorum Hoja Metandlico NP
E. pichichense Hoja Metanolico NP
E. pichichense Flor Metandlico NP
E. cyclocarpum Duramen Metanolico NP
C. platyloba Hoja Metanolico NP
C. platyloba Fruto Metanolico NP
C. coriaria Flor Metanolico NP
C. coriaria Hoja Metanélico NP
E.lasioneuron Flor Diclorometanico NP
E.glabratum Hoja Diclorometanico NP
E. pycnocephalum Hoja Diclorometanico NP
E. pichichense Hoja Diclorometanico NP
E. pichichense Tallo Diclorometanico NP
E. mairetianum Hoja Diclorometanico NP
E. mairetianum Flor Diclorometanico NP
E. petiolare Flor Diclorometanico NP
E. petiolare Tallo Diclorometanico NP
E.lasioneuron Tallo Diclorometanico NP
C. pulcherrima Tallo Diclorometanico NP
E.aerolare Flor Hexanico NP
E.aerolare Hoja Hexanico NP
C. pulcherrima Hoja Hexanico NP
E.lasioneuron Hoja Hexanico NP
T. donnell Flor Hexanico NP
T. rosea Corteza Hexanico NP
T. lucida Flor Hexanico NP
A. jocotepecana Raiz Diclorometanico NP
E. pycnocephalum Hoja Hexanico NP
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7.3.2 Medicion de la actividad inhibitoria por medicién de la concentracién de
glicerol

Los extractos que obtuvieron inhibicion mayor al 80% con el primer método fueron
elegidos para medir su actividad inhibitoria con el segundo método en el que se mide
la cantidad de producto de la reaccidon enzimatica (glicerol) a una absorbencia de 540
nm. Los resultados obtenidos de inhibicidon de los diferentes extractos fueron de 64%
el mayor y de 58% el menor. Los extracto diclorometdnicos de hoja de A
jocotepecana, E. lasioneuron, E. petiolare, de flor y de tallo de A. jocotepecanay de raiz
de T. lucida, los extracto metandlicos de tallo de C. platyloba y T. lucida y los extractod
hexanicos de tallo de E. petiolare y de albura de C. coriaria presentaron inhibiciéon

mayor a 60% (tabla 7.3).

Tabla 7.3. Actividad inhibitoria de extractos vegetales a la AKR1B4, obtenida por medicién

de glicerol. Los resultados son promedio, + desviacién estandar con n=3

. % Inhibicion
Organo dela D e
planta Extracto NADPH

Extracto

. Jocotepecana Diclorometanico 96 + 1.7 64+0.3
Flor Diclorometanico 93+47 64 + 6.4
Tallo Metanélico 82+55 64 + 0.7
Tallo Metanélico 92+9.3 63+78
Tallo Diclorometanico 91+ 3.1 62+56

Albura Hexanico 91+ 3.2 61+ 10
Raiz Diclorometanico 83+ 11 61+5.6
Hoja Diclorometanico 87+9.8 61+9.2
Tallo Hexanico 86+ 8.8 60+9.9
Hoja Diclorometanico 84+9.6 60=+2.1
Flor Hexanico 90+ 7.8 58+ 7.1
Hoja Diclorometanico 83+ 2.6 58+ 5.6
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7.4. Purificacién de compuestos

Los compuestos puros obtenidos de los extractos que tuvieron mayor porcentaje de
inhibicién fueron identificados y purificados por nuestro grupo de trabajo. Con el fin
de ejemplificar la metodologia usada para purificar estos compuestos. El extracto
diclorometdnico de hoja de E. petiolare se eligié, debido a que este extracto tuvo una
inhibiciéon alta a la AKR1B4 y de éste no se tenia disponible ningin compuesto

purificado por nuestro grupo de trabajo para evaluarlo como inhibidor de la AKR1B4.

7.4.1. Cromatografia en columna

El extracto se someti6 a cromatografia en columna para obtener los compuestos
puros. 200 mg del extracto se adicionaron a una columna cargada con gel de silice. El
extracto se eluy6 con diferentes mezclas de hexano:cloroformo en orden ascendente
de polaridad. 70 fracciones de + 10ml fueron obtenidas de las cuales se evaluaron sus
caracteristicas fisicas y conforme a éstas y a la cantidad de compuestos obtenido se
eligieron las que fueron evaluadas como inhibidores de la AKR1B4, que fueron la

fraccion 7,12, 21,28, 29, 31, 33, 35, 39,50y 53 (tabla 7.4). Los resultados obtenidos al

Tabla 7.4. Fracciones obtenidas del extracto diclorometanico de hoja de E. petiolare.

Fracciones evaluadas como

Mezcla de disolventes (ml) # de fracciones inhibidores de AKR1B4
Hexano 100 1-10 7
Hexano-cloroformo 90:10 v/v 11-21 12y 21
Hexano-cloroformo 80:20 v/v 22-31 28, 29, 31
Hexano-cloroformo 70:30 v/v 32-36 33,35
Hexano-cloroformo 50:50 v/v 37-36 39
Hexano-cloroformo 40:60 v/v 44-50 50
Hexano-cloroformo 20:80 v/v 51-57 53
Hexano-cloroformo 10:90 v/v 58-64 -
Cloroformo 100 65-69 -
MeOH 100 70 -
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evaluar las fracciones como posibles inhibidores son los presentados en la tabla 7.5.
Estos resultados indican inhibicién de todas las fracciones a excepcién de la fracciéon
35. Las fracciones que obtuvieron mayor inhibicién fueron la fraccién 7 y la fraccién
21 con un 66% y 59% respectivamente. A estas dos fracciones se les midi6 su
actividad inhibitoria con el segundo método. Los resultados obtenidos fueron una

inhibicion de 55% para la fraccién 7 y 49% para la fracciéon 21.

Tabla 7.5. Actividad inhibitoria de las fracciones obtenidas del extracto diclorometanico de
hoja de E. petiolare. NP: no presentd, ND: no determinado. Los resultados son promedio, +

desviacion estidndar con n=3

% inhibicion

Fraccion

66 5.2

37 5.2 ND
21 59 £5.2 49+5.0
28 22 5.2 ND
29 6 £2.6 ND
31 29 £1.2 ND
33 16 +0.2 ND
35 NP ND
39 25 +£3.8 ND
50 40 £0.3 ND
53 29 2.1 ND

7.4.2. Resonancia magnética nuclear de hidrégeno

Con el fin de dilucidar el o los compuestos presentes en la fraccién 7 y la fracciéon 21 se
analizaron las muestras de las fracciones por espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear 1H (H-RMN). El espectro presentado en la figura 7.3 es para la fracciéon 7 y el

presentado en la figura 7.5 para la fraccién 21.

[1QB, UMSNH 62



Q.F.B. Rita Beltran Sanchez

Fig. 7.3. Espectro de RMN de la fraccién 7 del extracto diclorometanico de hoja de E. petiolare.

En el espectro de la fraccion 7, sefiales a 4.5 ppm corresponden a compuestos
derivados de lupeol (fig. 7.4), Ademas, las sefiales entre la zona 0 y 2.5 ppm
corresponden a sefiales de compuestos con cadenas alifaticas como los acid os grasos.
En el espectro de la fraccion 21 (fig 7.3) se obtuvieron sefiales sobre 4.5y 5.2 ppm,
correspondientes a una mezcla de triterpenos, también se obtuvieron sefiales de

compuestos con cadenas alifaticas entre 0 y 2.5 ppm.

Fig.7.4. Estructura del lupeol.
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Fig.7.5. Espectro de RMN de la fraccién 21 del extracto diclorometanico de hoja de E. petiolare.

7.5. Actividad inhibitoria de los compuestos purificados

Quince compuestos o mezclas de compuestos purificados por nuestro grupo de
trabajo de los extractos que obtuvieron mayor actividad inhibitoria con los dos
métodos fueron evaluados como inhibidores de la AKR1B4. Los compuestos se
disolvieron en DMSO al 85% con una concentracidén final de 10 pg/ml. La actividad
inhibitoria se midi6 con el primer método. El acido 13-epi-labdandlico purificado del
extracto diclorometanico de flor y de hoja de A. jocotepecana con una inhibicién del
97%, un derivado de lupeol purificado del extracto diclorométanico de tallo de E.
petiolare con el 66%, una mezcla de triterpenos purificada del extracto
diclorométanico de tallo de E. petiolare con el 59%, el acido-3-0x0-y-céstico purificado
del extracto metanolico del tallo de E. glabratum con el 57%, la encecalina purificada
del extracto hexanico de flor de E. arsenei con el 54 % y la 5-hidroxi,3,7,4-trimetoxi
flavona purificada del extracto diclorometanico de flor y hoja de A. jocotepecana con el

53% de inhibicion (tabla 7.6) fueron obtenidos como los mejores inhibidores. A estos
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extractos se les midi6 su actividad inhibitoria con el segundo método (concentracion

de glicerol).

Tabla 7.6. Actividad inhibitoria de los compuestos puros, obtenidos de los extractos que

tuvieron una mayor inhibicién. Los resultados son promedio, + desviacién estdndar con n=3

Tipo de

extracto

Compuestos

identificados

% inhibicion

NADPH | Glicerol

Encecalina 54 £+09 | 49 +£1.3
E. arsenei Hexanico Flor Metilripariocromeno A 43 +6.6 ND
Desmetilencecalina 24 +1.2 ND
Metanélico Tallo Acido-3-oxo- y céstico 57+03 | 50 £1.4
E. glabratum mezcla de triterpenos 18 +7.9 ND
Hexanico Tallo
derivado de Timol I 24 +13 ND
derivado de Timol 2 37 £0.2 ND
Hexanico Tallo
E. aerolare derivado del acido 2-OH-eperuico | 42 +10 ND
Diclorometanico| Flor Lupeol 49 +74 ND
acido cativico 29 +5.2 | 33 3.7
A. jocotepecana | Diclorometanico | Flor, hoja|  acido 13-epi-labdanélico 97 +3.3| 80 0.2
5-hidroxi, 3,7,4-trimetoxi flavona | 53 0.2 | 49 +7.3
T. lucida Diclorometanico Raiz 2,3-bitiofeno 21 £9.2 ND
derivado de lupeol 66 +52 | 55 +472
E. petiolare | Diclorometanico| Hoja
Mezcla de triterpenos 59 £52 | 49 5.0

Los mejores resultados obtenidos fueron los del acido-3-oxo0-y-céstico con un 50% de

inhibicion, una mezcla de triterpenos con 55% de inhibicion y la mayor actividad

inhibitoria la tuvo el 4cido 13-epi-labdandlico (fig. 7.6) con el 80% de inhibicion.
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Fig. 7.6. Estructura del acido 13-epi-labdandlico (Garcia Sanchez et al,, 2013).

7.6. Determinacion del tipo de inhibicién del acido 13-epi-labdandlico ala

enzima AKR1B4

7.6.1. Inhibicion dependiente de concentracion

La inhibicion del acido 13-epi-labdandlico a la AKRIB4 se midi6 a diferentes
concentraciones del inhibidor con los dos métodos establecidos. Los resultados
obtenidos con el primer método fueron inhibicién del 44% con la concentracion
menor de DMSO a 95% con la concentracion mayor de DMSOy con el segundo método
fueron inhibiciéon de 39% a 80% de inhibiciéon. Estos resultados indican que conforme
disminuye la concentracion del inhibidor, también disminuye el porcentaje de
inhibicién (tabla 7.7). Esto indica que la inhibicién del acido 13-epi-labdandlico es

dependiente de su concentracidn (fig. 7.7).

Tabla 7.7. Inhibicién de la AKR1B4 a diferentes concentraciones del cido 13-epi-

labdanolico. Los resultados son promedio, + desviacidn estandar de n=3

Acido 13-epi- la;bdan()lico % inhibicién

(g/mi) NADPH Glicerol

50 95 +3.4 80 +3.0

25 88 +3.0 74 +2.1

12.5 80 +49 66 +49

6.25 73 +2.2 63 +2.0

3.125 68 +29 59 £1.0

1.56 58 +6.4 52 t4.4

0.78 47 +2.3 46 +2.8

0.39 44 +£2.0 39 +6.3
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Fig. 7.7. Inhibicion de la AKR1B4 por el acido 13 epi-labdandlico. Porcentaje de inhibicién a
concentraciones decrecientes del acido 13 epi-labdandlico.

7.6.2. Determinacion de la concentracién inhibitoria media (Clso)

La ClIso se determind al graficar el porcentaje de inhibicién contra el logaritmo de la
concentraciéon del acido 13-epi-labdandlico. El valor de Clsose obtuvo con la ecuacion
de la linea de regresion, donde “x” es igual a Clso y “y” es igual al porcentaje de
inhibicion deseado (50%). Los resultados obtenidos fueron un Clsode 0.76 pg/ml con

el primer método y un Clso de 1.3 pg/ml con el segundo método (fig. 7.8).

120 A

y=25.705x + 52.985
CISO =0.76 pg/ml

m NADPH y=18.705x + 47.815

% de Inhibicién

20 - m Gliceraldehido CI_=1.3 ug/ml

A
I T VU T T T T T T T T T 1

-06 04 -02 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Acido 13-epi-labdanélico, log [pg/ml]

Fig. 7.8. Clso del acido 13 epi-labdanolico con la AKRIB4.
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7.6.3. Tipo de inhibicién

Con el fin de determinar el tipo de inhibicion del acido 13-epi-labdandlico a la

AKR1B4, los pardmetros cinéticos de Km ¥ Vmax se calcularon con los datos obtenidos

de la medicidn de la actividad enzimatica con el segundo método. Los valores de Km y

Vmax se obtuvieron con un grafico de Lineweaver-Burk, donde se grafica el inverso de

Tabla 7.8. Actividad enzimatica de la AKR1B4 en presencia de diferentes concentraciones de
gliceraldehido y de acido 13-epi-labdandlico. Los resultados son promedio, + desviaciéon

estandar de n=3.

Acido 13-epi-labdanélico
Gliceraldehido
[uM] 1/[uM] \Y% 1/V \Y 1/v \' 1/v
0.025 40 0.432 2.31 0.26 3.84 0.199 5.02
0.0125 80 0.184 5.43 0.18 5.55 0.13 7.69
0.00625 160 0.135 7.4 0.1 10 0.085 11.76
0.003125 320 0.0852 11.73 0.055 18.18 0.036 27.77
0.00156 640 0.045 22.22 0.031 32.25 0.021 47.61
60 A ® (0 pg/ml
50 -
S 40 - ® 1.56 pg/ml
iy 30 °
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Fig. 7.9. Inhibicidn tipo competitiva del acido 13-epi-labdanélico. El reciproco de la V, de la

reaccion graficado contra el reciproco de la concentracion del gliceraldehido.
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la Vo contra el inverso de la concentracion del gliceraldehido con diferentes
concentraciones del inhibidor (0.6 y 0.156 pg/ml) (tabla 7.8). La Vmax obtenida fue
igual para las dos concentraciones de inhibidor asi como para la actividad sin
inhibidor, con un valor de 0.5. Las Kn obtenidas fueron: 0.02 en la concentracion de
0.156 ug/ml, 0.0357 en la concentracién de 0.6 pg/mly 0.016 para la muestra sin
inhibidor. Con esto podemos concluir que la inhibicién del acido 13 -epi-labdandlico a

la AKRIB4 es de tipo competitiva (Fig. 7.9).
7.6.4. Constante de inhibicién (Kj)

Para obtener el valor de K; se graficé el valor de la pendiente obtenido de la division
entre el Km y Vmax, contra la concentraciéon del acido 13-epi-labdandlico, se trazé la
linea de tendencia y el valor donde intercepte ésta sobre el eje de las abscisas, sera

igual a la K. El resultado obtenido fue de 4.6 pg/ml (fig. 7.10).

0.16 ~

0.14 -

Pendiente

K=4.6 pg/ml = 14 uM

T T / T T T |0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8-76-5-4-3-2-1012 34567 8 9101112131415161718
-0.02 -

acido 13-epi-labdandlico [ug/ml]

Fig. 7.10. K; del &cido 13-epi-labdandlico con la AKRIB4.
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7.6.5. Efecto de labdanos de A. jocotepecana en la AKRIB4

Con el fin de evaluar si otros compuestos de tipo labdano obtenidos de A.
jocotepecana de forma natural o compuestos modificados, presentan actividad
inhibitoria a la AKR1B4 como el caso del acido 13-epi-labdandlico. La actividad
inhibitoria del acido cativico insaturado (fig. 7.12) purificado de A. jocotepecana se
evalué. La actividad inhibitoria obtenida fue del 79% con el primer método y del 57%

con el segundo método (tabla 7.9).

Fig. 7.11. Acido Fig. 7.12. Acido Fig. 7.13. Cativato de
cativico isomerizado cativico insaturado metilo.

La actividad inhibitoria a la AKR1B4 del acido cativico isomerizado (fig. 7.11) un
compuesto modificado quimicamente derivado del acido cativico también fue
evaluada. El compuesto no present6 inhibicién con el primer método, por lo que no se
realizé la mediciébn con el segundo método (tabla 7.9). Por ultimo la actividad
inhibitoria del cativato de metilo (fig. 7.13) otro compuesto modificado quimicamente
fue evaluada. Este tampoco tuvo inhibicién de la AKR1B4 (tabla 7.9). Los tres

compuestos fueron evaluados a una concentraciéon de 50 pg/ml de DMSO.

Tabla 7.9. Efecto de labdanos naturales y modificados de A. jocotepecana en la AKR1B4.
Los resultados son promedio, + desviacion estandar de n=3. ND=no determinado.

Inhibicion (%)
Compuesto puro -

Acido 13-epi-labdandlico 97+3.3 80 +0.2
Acido cativico 29 +5.2 33 +3.7
Acido cativico insaturado 79 + 3.3 57 + 8.9
Acido cativico isomerizado 0 ND
Cativato de metilo 0 ND
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7.6.6. Docking molecular

Con el fin de dilucidar la forma de interaccidon entre el acido 13-epi-labdandlico y la
enzima AKR1B1, un docking molecular fue realizado. La estructura del adcido 13-epi-
labdanélico fue construida en el programa Maestro Elements 1.8. La estructura de la
molécula de la AKR1B1 obtenida de cristalografia de rayos X fue capturada de la base
de datos Protein Data Bank (PDB), con la clave de acceso 1PWM. El docking molecular
fue realizado en el programa Autodock Vina. La estructura de la AKR1B1 fue obtenida
unida al NADPH y al fidarestat, un inhibidor competitivo que tiene en su estructura un
grupo carboxilo el cual interacciona con el sitio activo de la AKR1B1. El fidarestat fue
eliminado en Autodock tools una herramienta de Autodock que es usado para
modificar la molécula. De acuerdo con los resultados obtenidos, el acido 13-epi-
labdanolico interacciona sobre el sitio activo de la enzima AKR1B1 conocido como

sitio aniénico, con una energia de afinidad de -7.6 kcal/mol (Fig. 7.14).

Fig. 7.14. Interaccion del acido 13-epi-labdanoélico en el sitio activo de la AKR1B1.
La estructura en azul corresponde al 4cido 13-epi-labdanélico el resto a la
estructura de la AKR1B1.

El estudio de docking propone dos interacciones por puentes de hidrégeno (fig. 7.15).
El primero formado entre el grupo OH del carbono 15 de acido 13-epi-labdandlico y la
cadena lateral de la histidina 110 de la AKR1B1. El segundo formado entre el oxigeno
del carbono 15 del 4cido 13-epi-labdandlico y la cadena lateral del triptéfano 111 de la

AKR1B1. El docking molecular para el fidarestat fue realizado con el fin de comparar
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A His110

Fig 7.15. Puentes de hidrégeno de la interaccion entre el acido 13-epi-labdandlico y la
AKR1B1. Puentes de hidrogeno: esferas verdes en la imagen izquierda y linea punteada
azul en la imagen derecha.

los resultados obtenidos con el acido 13-epi-labdanélico, asi como para comprobar
que el docking realizado dio resultados correctos. Los resultados obtenidos indican
que el fidarestat interacciona con el sitio activo de la enzima, con una energia de
afinidad de -8.3 kcal/mol. En el modelo de interaccién obtenido del docking se
observan tres puentes de hidrégeno que se forman entre las cadenas laterales del
triptéfano 111, la histidina 110 y leucina 300 de la AKR1B1, ademas de un enlace pi
que se establece entre la tirosina 48 de la AKR1B1 y el fidarestat (fig 7.16).

Fig. 7.16. Interaccion del fidarestat en el sitio activo de la AKR1B1. La
estructura en azul corresponde al fidarestat y las estructuras en rosa
corresponden a residuos de la AKR1B1.

El docking molecular para la alrestatina, un inhibidor competitivo, considerado como

el mas potente hasta ahora del tipo de inhibidores con grupo carboxilo fue realizado.

[1QB, UMSNH 72



Q.F.B. Rita Beltran Sanchez

Los resultados que se obtuvieron, se muestran en la figura 7.17, donde se observa que
la interaccién se lleva a cabo en el sitio activo de la AKR1B1 con una energia de
afinidad de -8.6 kcal/mol. En este caso se observd que la histidina 110 y el triptéfano

111 de la AKR1B1 interaccionan con el grupo carboxilo de la alrestatina y forman dos

puentes de hidrégeno.

Fig. 7.17. Interaccidn de la alrestatina en el sitio activo de la AKR1B1. La
estructura en azul corresponde al alrestatina y las estructuras en rosa
corresponden a residuos de la AKR1B1.

Por ultimo, el docking molecular con el cativato de metilo y con el acido cativico
isomerizado, compuestos que no presentaron actividad inhibitoria a la AKR1B1 fue
realizado. Los resultados obtenidos indican que ninguno de éstos presenta

interaccion con la estructura de la enzima (fig. 7.18), lo cual coincide con los datos

experimentales obtenidos.

Fig. 7.18. Docking molecular del cativato de metilo (izquierda) y el 4cido cativico

isomerizado (derecha) conla AKR1B1.
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Tabla 7.10. Comparacion de resultados del docking molecular. NP=no present6, ND=no

determinado.
Compuesto Ki (uM) Interaccion
Acido 13-epi-labdanélico 14 His110, Trp111
Alrestatina 2 His110, Trp111
Fidarestat ND His110, Trp111, Leu300,
Cativato de metilo ND NP
Acido cativico isomerizado ND NP

7.6.7. Selectividad del acido 13-epi-labdandélico

7.6.7.1 Actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdanélico con AKRs de

eritrocito de Homo sapiens

La demostracion de que el acido 13-epi-labdandlico inhibe ala AKR1B4 esta hecha. Sin
embargo, el siguiente paso razonable de esta investigacion es la evaluacion del efecto
del 4cido 13-epi-labdanélico en la AKR1B1 (humano). El posible efecto inhibitorio de
este compuesto fue evaluado en un extracto crudo de eritrocito de Homo sapiens, pues
estas células poseen AKR1B4 y otras enzimas similares. La actividad enzimdtica de
AKRs presentes en el eritrocito se midi6. Con base en el consumo de NADPH. Una
actividad enzimatica de 2.15 U/mg de proteina fue obtenida. El ensayo de inhibiciéon
se realizé con los dos métodos establecidos a una concentracién del inhibidor de 50
ug/ml de DMSO al 85%. Los resultados obtenidos indican que el acido 13-epi-
labdanélico inhibe a las AKRs presentes en eritrocito de humano en un 32% con el

primer método y un 48% con el segundo (tabla 7.10).

7.6.7.2 Actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico con la enzima 20 o-
hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de humano (AKR1C1)

Para evaluar la selectividad de acido-13-epi-labdandlico, su actividad inhibitoria fue

medida con la enzima 20 a-hidroxiesteroide Deshidrogenasa (AKR1C1). La enzima fue
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obtenida de forma comercial. A ésta se le midié su actividad enzimatica, se us6 como
sustrato al gliceraldehido. Una actividad de 1.9 U/mg de proteina fue obtenida. El
ensayo de inhibicion se realiz6 con los dos métodos establecidos a una concentracion
del inhibidor de 50 pg/ml de DMSO al 85%. De acuerdo a los resultados obtenidos, el
acido 13-epi-labdandlico inhibe 29% a la AKR1C1 con el primer método y 17% con el
segundo método (tabla 7.10)

7.6.7.3. Actividad enzimatica de la AKR1B1

La actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico a la enzima pura AKR1B1
recombinante de humano fue medida con el fin de corroborar la inhibicién observada
en el extracto crudo de eritrocito de humano. La actividad enzimética de la AKR1B1
obtenidafue de 1.08 U/mg de proteina. La inhibicién se midié con los dos métodos ya
establecidos. Los resultados obtenidos indican que el acido 13 -epi-labdandlico inhibe
a la AKR1B1 recombinate de humano un 98% con el primer método y 96% con el

segundo método (tabla 7.10).

Tabla 7.11. Efecto del acido 13-epi-labdanélico en AKRs. Los resultados son promedio, +

desviacion estandar con n=3.

% Inhibicion

Enzima Fuente Nombre comun
NADPH Glicerol

Rattus norvegicus
AKR1B4 (cristalino) Aldosa reductasa 97 +3.3] 80 +0.2

Aldosa reductasa/
AKR1B1/AKR1A1 | Homo sapiens (eritrocito) | Aldehido reductasa |32+ 2.12| 48+ 1.76

Homo sapiens (higado) | 20 a-hidroxiesteroide
AKR1C1 expresada en E.coli Deshidrogenasa 29+1.32| 17+4.1

Homo sapiens (cristalino)
AKR1B1 expresada en E.coli Aldosa reductasa 98+4.0| 96+ 0.5
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8. Discusion

En las ultimas décadas, la busqueda de IAR naturales y sintéticos ha sido un campo
muy explorado; sin embargo, en la actualidad no existe ningin tratamiento para
prevenir o tratar la formaciéon de catarata u otras complicaciones de la diabetes
mellitus en México. El epalrestat es el tnico inhibidor de AKRs comercializado en el
mundo y solo se encuentra disponible en China. Este inhibidor est4 dirigido a tratar
complicaciones de la diabetes mellitus como la neuropatia y la nefropatia (Alexiou et
al., 2009; Changjin Zhu, 2013). Los productos vegetales son una buena propuesta para
la busqueda de IAR. Ya que las plantas han sido utilizadas durante muchos afios como
una opcidn para tratar enfermedades, debido a que producen metabolitos secundarios
que presentan actividad terapéutica para algunas afecciones en el hombre. En
Michoacan se cuenta con una gran biodiversidad en el reino vegetal con
aproximadamente 5,000 de las 30,000 especies que existen en todo el pais (Ramirez
Lopezetal, 2010). También, la medicina tradicional es muy comuin en nuestro estado.
Sin embargo se sabe que solamente el 1% de un total de 3,000 especies registradas
como plantas medicinales han sido investigadas a fondo. Por ello, es necesario
extender la investigacion en este campo (Ramirez Lopez et al, 2010). Plantas nativas
de Michoacan de los géneros Ageratina, Caesalpinea, Eupatorium, Tabebuia y Tagetes
se usaron en el presente escrutinio. Un total de 106 extractos obtenidos de estas

plantas por nuestro grupo de trabajo fueron evaluados como IAR.

La AKR1B4 fue obtenida de cristalino de rata. Segtn Jedziniak et al, (1981) Rattus
norvegicus es una de las especies que expresan genéticamente mayor cantidad de
akrlbs en sus cristalinos. La actividad enzimatica fue medida por dos métodos. El
primero basado en el descrito por Kinoshita et al, (1974) y en éste se mide la
absorbencia a 340 nm. El segundo método consiste en medir la concentracién de
producto de la reaccion, el glicerol (Clark et al, 2009). Este es realizado para
corroborar los resultados obtenidos con el primer método. Un analisis de correlacién
de Pearson se realizé con el fin de justificar el uso de los dos métodos para medir

actividad enzimatica. Con este ensayo se determina la relacion que hay entre dos
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variables. En este caso se usaron como variables a los dos métodos con los que se
midi6 la actividad inhibitoria. La actividad inhibitoria obtenida con el primer método
contra la actividad obtenida con el segundo método de los resultados de inhibicién
con los extractos vegetales fueron graficados. El valor obtenido de R? fue de 0.72 el
cual indica que hay relacién entre las dos variables. Con esto concluimos que los dos
métodos para medir actividad inhibitoria son correctos. El escrutinio se realizé con el
primer método debido a que este es mas practico al ser un método rapido, confiable y
accesible. Los resultados con mayor actividad inhibitoria fueron corroborados con el
segundo método. Una vez que se tuvieron los resultados de actividad inhibitoria con
los compuestos puros se realizé el mismo andlisis de correlaciéon. Los resultados
obtenidos fueron mejores. El valor obtenido de R? fue de 0.97. La mejoria en el
coeficiente de determinacion la adjudicamos al hecho de tratarse de compuestos
puros que no tienen otros compuestos que generen interferencia en los resultados

como en el caso de los extractos vegetales.

Los resultados de actividad inhibitoria obtenidos con el primer método (tabla 7.2) se
clasificaron en tres grupos: los que no presentaron inhibicién, los que tuvieron
inhibicion del 1 al 79% y los que tuvieron inhibicion mayor al 80%. Como primer
criterio de seleccidon nos planteamos elegir a los extractos que tienen una inhibicién
mayor al 80%, partiendo de que en estos extractos un compuesto mayoritario es el
responsable de dicha inhibicién, por lo cual al momento de la purificaciéon
obtendremos mayor cantidad del compuesto. Doce extractos pasaron nuestro primer
criterio de seleccion. La actividad inhibitoria de la AKR1B4 de estos doce extractos se
corrobordé con el segundo método (tabla 7.3). Los extractos que presentan una
inhibicion mayor al 60% con el segundo método son el extracto diclorometanico de
hoja de A. jocotepecana del cual Garcia Sanchez et al, (2011) identificaron y
purificaron como compuestos mayoritarios al acido cativico y al acido 13-epi-
labdandélico, los extractos diclorometanicos de hoja de E. lasioneuron, E. petiolare, de
flor y de tallo de A. jocotepecana y de raiz de T. lucida del cual Mejia Barajas et al,
(2012) identificaron y purificaron compuestos tipo bitiofeno y cumarinas, los extracto

metandlicos de tallo de C. platyloba y T. lucida y los extractod hexanicos de tallo de E.
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petiolare y de albura de C. coriaria del cual Espinoza Madrigal et al, (2010),

identificaron acidos grasos.

El extracto dicolorometanico de hoja de E. petiolare se eligié con el fin de ejemplificar
la metodologia que siguieron los autores antes mencionados para la identificaciéon y
purificacién de compuestos. Este extracto tuvo una actividad inhibitoria alta y de él no
se tienen compuestos identificados y purificados en nuestro grupo de trabajo. Una
cromatografia en columna con este extracto fue realizada. Setenta fracciones fueron
obtenidas (tabla 7.4). Las fracciones 7, 12, 21, 28, 29, 31, 33, 35, 39, 50 y 53 se
eligieron para determinada su actividad inhibitoria, se tom6 como criterio de
seleccion su polaridad, se eligieron una o dos fracciones de cada una de las
polaridades, sus caracteristicas fisicas fueron evaluadas de forma visual como su color
y su forma, también se tomé en cuenta la cantidad de muestra obtenida después de
que se evaporo el disolvente. La inhibicién de todas las fracciones fue obtenida a
excepcion de la fraccion 35 (tabla 7.5). La actividad inhibitoria de las fracciones que
tuvieron inhibicién mayor a 50% se corrobor6 con el segundo método. Con los
resultados obtenidos podemos deducir que el efecto inhibidor del extracto
diclorometanico de hoja de E. petiolare es debido a una participacién sinergista de los
compuestos presentes en el extracto ya que se obtuvo inhibicién de casi todas las
fracciones y el porcentaje fue menor que el obtenido con el extracto. En los espectros
obtenidos en RMN1!-H en la fraccién 7 (fig. 7.3) se aprecian sefales caracteristicas de
un lupeol esterificado. La sefial en 4.69 ppm corresponde al protdn vinilico H-29a, la
sefial en 4.57 ppm corresponde al H-29b, la sefial en 2.38 ppm corresponde al H-19.
También se observan sefiales entre 0.7 y 2.5 ppm correspondientes a sefiales de
compuestos con cadenas alifaticas como los acidos grasos. En la fraccion 21 (fig. 7.5)
se observan senales entre 4.2 y 4.7 ppm, también sefiales en 5.2 ppm. Estas sefiales se
identificaron como una mezcla de triterpenos. En este espectro también se observan

las sefiales de compuestos con cadena alifaticas.

Los compuestos puros obtenidos de los extractos con mayor actividad inhibitoria se

evaluaron con el primer método. Los resultados de los compuestos que tuvieron
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inhibicion mayor al 50% fueron corroborados con el segundo método (tabla 7.6). Los
compuestos que tuvieron buena inhibicion a la AKR1B4 fueron el acido 13-epi-
labdanélico purificado del extracto diclorometanico de flor y hoja de A. jocotepecana,
un derivado de lupeol obtenido del extracto diclorométanico de tallo de E. petiolare,
una mezcla de triterpenos obtenido del extracto diclorométanico de tallo de E.
petiolare, el acido-3-oxo-y-costico purificado del extracto metanolico del tallo de E.
glabratum, la encecalina obtenido del extracto hexanico de flor de E. arsenei y la 5-
hidroxi-3,7,4-trimetoxi flavona obtenido del extracto diclorometanico de flor y hoja de
A. jocotepecana. El compuesto que obtuvo la mayor inhibicion fue el acido 13-epi-
labdanélico con el 97% con el primer método y de 80% obtenido con el segundo
método por ello elegimos a este para continuar con la investigacién. Una vez que
determinamos que el acido 13-epi-labdandlico es el mejor inhibidor de la AKR1B4, nos
surgio la pregunta de ;como se lleva a cabo la inhibicion de la AKR1B4 por el acido
13-epi-labdandlico?, para contestar esta pregunta, determinamos las propiedades de

inhibicion del acido 13-epi-labdandlico con la enzima AKR1B4.

La actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico (tabla 7.7) se evalu6 a diferentes
concentraciones. Los resultados que obtuvimos nos indican que conforme disminuye
la concentraciéon del inhibidor, disminuye la inhibicién (fig. 7.7), con lo cual deducimos
que la inhibicién del acido 13-epi-labdandlico a la AKR1B4 es dependiente de su

concentracion.

La concentracion inhibitoria media (Clso) es la concentracién necesaria para inhibir al
50% la actividad de una enzima. Este dato fue usado para comparar la potencia del
acido 13-epi-labdandélico con la de otros inhibidores reportados en la literatura. Este
valor fue obtenido al realizar un analisis de regresion lineal. En este analisis se grafica
el porcentaje de inhibicién contra el logaritmo de la concentracién del inhibidor. La
ClIso obtenida con el primer método fue de 0.76 pg/ml equivalentes a 2,300 nM. La Clso
obtenida con el segundo método fue de 1.3 ug/ml (fig. 7.8). Muthema et al,, (2009)
reportaron la Clsp de la circumina, un inhibidor competitivo de origen natural

purificado de la carcuma. Esta Clso fue determinada en las mismas condiciones que en
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este trabajo. El valor que ellos obtuvieron fue de 10 uM. Con estos datos nosotros
demostramos que la potencia inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico es mejor
comparada con la curcumina. Brownlee et al, (2007) registraron una Clso de 1.5 pM
para la alrestatina, un inhibidor sintético tipo competitivo considerado hasta ahora
como el mejor de los inhibidores con grupo carboxilico (Zhu, 2013). Nuestros datos
obtenidos con el acido 13-epi-labdandlico fueron comparados con los obtenidos de la
literatura con la alrestatina. Con esto establecimos que ambos resultados son muy
similares. Por ello, posicionamos al acido 13-epi-labdanélico como un buen inhibidor

de la actividad enzimatica de la AKR1B4 con respecto a su Clsoobtenido.

Para conocer el tipo de inhibiciéon del acido 13-epi-labdandlico a la AKR1B4. La Km
(constante de Michaelis-Menten que refleja la afinidad de la enzima por un sustrato) y
Vmax (velocidad que se alcanzaria cuando toda la enzima disponible se encuentra
unida al sustrato) del extracto crudo de enzima AKR1B4 fueron calculadas con
diferentes concentraciones del sustrato, con y sin inhibidor. El inverso de la Vp se
grafico contra el inverso de la concentracion del gliceraldehido (tabla 7.8). El valor de
Km se obtuvo en el eje de las abscisas y el valor de Vinax se obtuvo en eje de las
ordenadas. Un valor de Km de 0.02 en la concentracién de 0.156 pg/ml del inhibidor,
0.0357 en la concentracién de 0.6 pg/mly 0.016 para la muestra sin inhibidor fueron
obtenidos. El valor obtenido de Vmax fue de 0.5 para la actividad con y sin inhibidor.
Estos resultados nos indican que el Vimax no cambia a pesar de agregar el inhibidor, sin
embargo la Km aumenta conforme aumenta la concentracion del inhibidor (fig. 7.9).
Este comportamiento corresponde a una inhibicién tipo competitiva, dénde el acido
13-epi-labdandlico compite con el sustrato para unirse al sitio activo de la enzima e

inhibir su actividad.

La constante de inhibiciéon (Ki) es la constante de disociacién del complejo enzima-
inhibidor. Este dato nos indica el potencial del inhibidor, es decir que tan fuerte se une
el inhibidor a la enzima. A mayor K; serd mas débil la unién, y viceversa a menor K;
sera mas fuerte la interaccién enzima-inhibidor. Este valor en una inhibicién tipo

competitiva es obtenido al graficar el valor de la pendiente contra la concentracién del
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acido 13-epi-labdandlico. La presencia del inhibidor afecta la pendiente de la linea de
la grafica de Lineweaver-Burke, que es precisamente el reciproco de Vmax/Km. Un
incremento en el valor de la pendiente fue obtenido. El valor que se obtuvo para la K;
del acido 13-epi-labdandlico fue de 4.6 pg/ml equivalentes a 14 puM (fig. 7.10). El
inhibidor competitivo curcumina tiene una K; de 40 uM (Muthenna et al, 2009),
comparado con los resultados obtenidos en este trabajo, el acido 13-epi-labdandlico
presenta mayor fuerza de unién a la AKRIB4 que la curcumina. Si comparamos
nuestros resultados con los obtenidos para la alrestatina por Brownlee et al, (2007),
quienes obtuvieron una K;de 2 uM, la fuerza de unié del acido 13-epi-labdanolico a la
AKR1B4 es menor que la fuerza de interaccion de la alrestatina con la AKR1B4, hay
que tomar en cuenta que la alrestatina es un inhibidor sintético el cual fue disefiado
especificamente para interaccionar con el sitio activo de la AKR1B4 y producir una
inhibicién en su actividad enzimatica, Ademas, si destacamos que este inhibidor es
considerado hasta ahora el mejor de los IARs con grupo carboxilo, nuestros resultados
son muy alentadores y posicionan al acido 13-epi-labdanélico como un buen IAR de
origen vegetal y deja como perspectiva la modificacion quimica de su estructura para

potencializar los resultados obtenidos en este trabajo.

Al retomar los resultados de inhibicién de los compuestos purificados y comparar la
actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdandlico (97%) con la del acido cativico
(29%) y destacar la similitud entre sus estructuras. La duda nos surgi6é de si otros
compuestos de tipo labdano inhibian la actividad de la AKR1B4. Garcia Sanchez et al.,
(2012), identificaron otros compuestos de tipo labdano presentes en Ageratina
jocotepecana aparte del acido cativico y del acido 13-epi-labdandlico. Uno de estos es
el 4cido cativico insaturado. Este difiere en su estructura con el 4cido cativico por
tener una insaturacién entre los carbonos 13 y 14. En nuestro grupo de investigacion,
se modificaron algunas de estas moléculas para probar sus actividades antibi6ticas.
De estas modificaciones obtuvieron al acido cativico isomerizado el cual tiene
insaturacion entre los carbonos 9 y 8 y al cativato de metilo el cual tiene un grupo
metilo en el OH del carbono 15. Estos tres compuestos fueron evaluados como

inhibidores de la AKR1B4. Los resultados obtenidos (tabla 7.9), para el acido cativico
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insaturado fueron una inhibicién del 79% con el primer método y del 57% con el
segundo método. El acido cativico isomerizado y el cativato de metilo no tuvieron
inhibicién con el primer método por lo que no se realiz6 la determinacién con el
segundo método. De acuerdo a los resultados y a la comparacion entre las estructuras
quimicas de estos compuestos, podemos deducir que la posicién de las instauraciones
en su estructura, asi como, la presencia de grupos OH son importantes para que
tengan actividad inhibitoria contra la AKR1B4. La estructura quimica del acido
cativico comparada con la estructura del acido 13-epi-labdanélico indica que el acido
cativico tiene una insaturacidon entre los carbonos 7 y 8, lo cual le brinda mayor
rigidez, ademas no tiene el grupo OH sobre el carbono 8. Estas diferencias son las
responsables de que el acido 13-epi-labdandlico presente mayor actividad inhibitoria
a la AKR1B4 que el acido cativico. En el acido cativico insaturado, la saturacién entre
los carbonos 13 y 14 produce un aumento en su actividad inhibitoria comparado con
el acido cativico. En el cativato de metilo el grupo metilo unido al grupo OH del

carbono 15 produce que no presente actividad inhibitoria a la AKR1B4.

El “docking molecular” es una técnica de prediccion in silico que fue utilizada para
dilucidar la forma en que ocurre la interaccién del acido 13-epi-labdandlico con la
AKR1B1. Esta calcula las interacciones posibles entre una molécula y un ligando, con
la finalidad de producir complejos estables. Muchos programas para realizar docking
molecular existen tanto comerciales como de uso gratuito. En este trabajo se us6 el
programa Autodock Vina. Este se encuentra libre en la red, es facil de utilizar y el
procedimiento por el cual se lleva a cabo el docking es rapido. La estructura de la
AKR1B1 fue obtenida de la base de datos PDB, en la cual la AKR1B1 se encuentra
unida al NADPH y al inhibidor competitivo fidarestat. El fidarestat fue eliminado de la
molécula. Posteriormente este fue sometido a docking molecular con la misma
estructura de la AKR1B1 en Autodock Vina, con el fin de comprobar que las
coordenadas del sitio activo eran las correctas. Los resultados obtenidos indican la
interaccion del fidarestat a través de puentes de hidrégeno con las cadenas laterales
de la histidina 110, tript6fano 111 y leucina 300, asi como un enlace pi con la tirosina

48 (fig. 7.16). Estos cuatro aminoacidos se encuentran en el sitio activo de la AKR1B1.
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Estos datos coinciden con los obtenido en cristalografia de rayos X por Kabbani et al,
(2004). Ellos obtuvieron que la interaccién se lleva a cabo con las cadenas laterales
del tript6fano 111, tirosina 48 y leucina 300 a través de puentes de hidrégeno y una
interaccién hidrofébica con el triptéfano 20. Con esto podemos corroborar que la
metodologia a usar para el docking molecular nos da resultados correctos.
Posteriormente, el docking molecular del acido 13-epi-labdandlico con la AKR1B1 se
realizd. Los resultados obtenidos indican que la interaccién se lleva a cabo sobre el
sitio activo de la enzima, conocido como sitio anidnico (fig 7.14), entre el grupo OH del
carbono 15 de acido 13-epi-labdandlico y la cadena lateral de la histidina 110 de la
AKR1B1 y entre el oxigeno del carbono 15 del 4cido 13-epi-labdandlico y la cadena
lateral del triptéfano 111 de la AKR1B1 (fig. 7.15) con dos puentes de hidrégeno.
Estos resultados corroboran que la inhibicién es de tipo competitiva. El docking
molecular para la alrestatina y para el cativato de metilo y el acido cativico
isomerizado fueron realizados con el fin de comparar los resultados obtenidos. El
resultado obtenido del docking molecular de la alrestatina con la AKR1B1 fue el
siguiente: interaccion con puentes de hidrogeno entre el grupo carboxilo de la
alrestatina con la histidina 110 y el tript6fano 111 del sitio activo de la AKR1B1 (fig.
7.17) Estos resultados comparados con los obtenidos con el 4cido13-epi-labdandlico
nos indican que la interaccion de estos dos compuestos con la AKR1B1 se lleva a cabo
de forma muy similar a excepcién de la energia de afinidad obtenida, la cual estd dada
por la energia interna de la molécula y la fuerza de interaccién del complejo. Este dato
fue mas favorable para la alrestatina con un valor de -8.6 kcal/mol, que para el acido
13-epi-labdandlico con un valor de -7.6 kcal/mol. Estos datos coinciden con el orden
de los valores de K;antes mencionados ddnde la alrestatina (2 pM) tiene un K; mejor
que el acido 13-epi-labdandlico (14 uM). Los resultados obtenidos con el cativato de
metilo y el acido cativico isomerizado nos indican que estos no tienen interacciéon con
la AKR1B1 (fig. 7.18), lo cual coincide con los datos obtenidos de forma experimental,

pues estos compuestos no presentar inhibicion a la AKR1B1.

La validez de un inhibidor enzimatico medicinal es determinada en gran parte por su

especificidad que es la incapacidad de unirse a otras enzimas. Una especificidad alta
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asegura que el inhibidor va a tener pocos efectos secundarios o baja toxicidad. La
especificidad del acido 13-epi-labdanélico con la AKR1B4 se evalué al medir la
actividad inhibitoria del acido 13-epi-labdanélico hacia la enzima 20a-
hidroxiesteroide Deshidrogenasa (AKR1C1). Esta enzima pertenece a la superfamilia
de las AKRs, se expresa principalmente en pulmén e higado (Quinkler et al, 2003) y su
funciones son vitales, pues participa en controlar la concentraciéon celular de
progesterona reduciéndola a un compuesto inactivo, la 20a-hidroxiprogesterona en
una reaccion dependiente de NADPH. Esta enzima tiene una gran funcién en el
proceso de desintoxicacion en la célula. Esta tiene la capacidad de reducir aldehidos
téxicos a compuestos inactivos, tiene una alta especificidad hacia el 4-hidroxi-3-
nonenal un aldehido citotéxico derivado de la peroxidacion de lipidos (Burczynski et
al, 2001). Los resultados obtenidos fueron una inhibicién del 29% con el primer
método y del 17% con el segundo método (tabla 7.10). Al comparar estos resultados
con los obtenidos con la AKR1B4 con un 97% de inhibicién con el primer método y el
80% con el segundo, podemos deducir que el acido 13-epi-labdanélico tiene mayor

selectividad a la AKR1B4 que a la AKR1C1.

Posterior a la realizacion de las propiedades de inhibicion del acido 13-epi-
labdanélico ala AKR1B4, con el fin de reforzar nuestros resultados, nos planteamos la
siguiente pregunta: ;inhibe el acido 13-epi-labdanolico a la AKR1B1?, para contestar
esta cuestion medimos la actividad inhibitoria del dcido 13-epi-labdandlico en un
extracto crudo de enzima, obtenido de eritrocito de humano. Das y Srivastava en 1985
demostraron que en eritrocito de humano se encuentra la enzima AKR1B1 asi como la
enzima Aldehido Reductasa (AKR1A1). La AKR1A1 es una enzima perteneciente a la
superfamilia de las AKRs, esta también reduce al gliceraldehido a glicerol en una
reaccion dependiente de NADPH, por lo que al medir actividad de AKRs en eritrocito
humano obtendriamos la actividad de ambas enzimas. El ensayo se realiz6 en las
mismas condiciones en las que se midi6 la actividad inhibitoria del acido 13 -epi-
labdanolico a la AKR1B4. Los resultados que obtuvimos indican que el acido 13-epi-
labdandlico inhibe a las AKRs presentes en eritrocito de humano en un 32% con el

primer método y un 48% con el segundo método (tabla 7.10). Estos resultados no son

[1QB, UMSNH 84



Q.F.B. Rita Beltran Sanchez

tan favorables como los obtenidos con la AKR1B4, pero al estar obteniendo una
inhibicién cercana al 50%, podemos deducir que el 4cido 13 -epi-labdandlico si inhibe
a las AKRs presentes en eritrocito de humano. Con el fin de corroborar la inhibicién
observada en el extracto crudo de eritrocito de humano y para comprobar que el
acido 13-epi-labdandlico inhibe la AKR1B1 de humano la actividad inhibitoria del
acido 13-epi-labdandlico a la enzima pura AKR1B1 recombinante de humano fue
medida. Los resultados obtenidos indican que el 4cido 13 -epi-labdandlico inhibe a la
AKR1B1 un 93% con el primer método y 96% con el segundo método. Con esto se
concluye que el acido 13-epi-labdandlico inhibe a la AKR1B1 de humano. Incluso este

tiene mayor porcentaje de inhibicién a la AKR1B1 comparando con la AKR1B4.
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9. Conclusion

Los extractos de plantas nativas de Michoacan evaluados en este trabajo contienen
metabolitos secundarios que actiian como inhibidores de la enzima AKR1B. El acido
13-epi-labdandlico obtenido del tallo de Ageratina jocotepecana causa mayor
inhibicion comparado con el resto de los metabolitos secundarios y se propone como

una molécula modelo para su modificacion quimica y potenciar su actividad.
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