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RESUMEN

La Aldosa Reductasa (AKR1B1) es una enzima monomérica citosolica, es
limitante en la via de los polioles reduce glucosa a sorbitol, ésta via metabdlica en
condiciones normoglucémicas realiza funciones de desintoxicacion celular. Sin
embargo, en condiciones de hiperglucemia produce acumulaciéon de sorbitol
intracelular, éste induce un estrés osmético que afecta a las fibras del cristalino,
conduce a lisis celular y causa la formacion de catarata diabética. Los inhibidores
de la Aldosa Reductasa (IAR) son escasos Y tienen efectos adversos a la salud,
debido a ello se establece la oportunidad de buscar y obtener IAR de origen
vegetal. En el presente trabajo en cristalinos de rata se determiné la actividad
inhibitoria de la AKR1B4 por los extractos de Enterolobium cyclocarpum (Jacq.)
Griseb., Tabebuia rosea (Bertol.) DC. y T. donnell-smithii Rose, los extractos se
obtuvieron por maceracion sucesiva con disolventes con polaridad ascendente
hexano, cloruro de metileno y metanol. La actividad de la AKR1B4 se determiné
por el consumo de NADPH, de los 33 extractos obtenidos el extracto metandlico
de E. cyclocarpum de Veracruz inhibi6 a la enzima un 95 %. EI compuesto pinitol
se identificé de éste extracto por RMN-'H y presenté inhibicién enzimética del 90
%, con una Clso de 9.26 uM y una inhibicién no competitiva in vitro. En ensayos ex
vivo en cristalinos de conejo (AKR1B1) el pinitol tiene efecto inhibitorio de la

AKR1B4 y efecto protector del estado redox del cristalino.

Palabras claves: Aldosa Reductasa, extractos vegetales, inhibicion enzimatica,

via de los polioles, pinitol.



ABSTRACT

Aldose Reductase (AKR1B1) is a cytosolic monomeric enzyme, is limiting in the
pathway of the polyols reduces glucose to sorbitol; this metabolic pathway under
normoglycemic conditions performs cellular detoxification functions. However,
under conditions of hyperglycemia produces accumulation of intracellular sorbitol,
this induces osmotic stress that affects the fibers of the lens, conducts cellular lysis
and causes the formation of diabetic cataract. Inhibitors of Aldose Reductase (IAR)
are scarce and have adverse effects on health; because of this the opportunity to
seek and obtain IAR of vegetal origin is established. In the present work on rat
crystals the inhibitory activity of AKR1B4 was determined by the extracts of
Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb. Tabebuia rosea (Bertol.) DC. and T.
donnell-smithii Rose, the extracts were obtained by successive maceration with
ascending polarity solvents hexane: methylene chloride and methanol. The activity
of AKR1B4 was determined by the consumption of NADPH, out of the 33 extracts
obtained the methanolic extract of E. cyclocarpum from Veracruz inhibited the
enzyme by 95%. The pinitol compound was identified with *H-NMR by this extract
and showed 90% enzymatic inhibition, with an Clsg of 9.26 yM and a non-
competitive inhibition in vitro. In ex vivo essays on rabbit lens (AKR1B1), pinitol has
an inhibitory effect on AKR1B4 and a protective effect on the redox state of the

lens.

Key words: Aldose reductase, plants extracts, enzymatic inhibition, polyol
pathway, pinitol.



Busqueda de compuestos inhibidores de la Aldosa Reductasa en Enterolobium
cyclocarpum y Tabebuia spp

| INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles que tienen mecanismos fisiolégicos para
responder a estimulos bidticos y abibticos, mediante metabolitos secundarios,
aungue su funcién exacta se desconoce en los procesos vitales de la planta. Los
metabolitos secundarios se producen en el desarrollo de la planta y son una
excelente oportunidad para el aislamiento, identificacion, purificacion y su posible
aplicacion farmacolégica. En México tradicionalmente se utilizan las plantas con
fines curativos, por diferentes grupos étnicos en la medicina tradicional. Las
plantas medicinales son base importante para busqueda de nuevos compuestos
con efectos farmacoldgicos no toxicos y especificos, eficientes en el control de

enfermedades humanas y asi mismo en el desarrollo de nuevos farmacos.

La Aldosa Reductasa (AKR1B1) es la primera enzima en la via de los polioles
reduce la glucosa a sorbitol mediante la coenzima NADPH. Posteriormente, el
sorbitol se oxida a fructosa por la enzima Sorbitol Deshidrogenasa (SD). Dicha via
metabdlica en condiciones normoglucémicas realiza funciones de desintoxicacion
celular. Sin embargo, en condiciones de hiperglucemia; provoca un desequilibrio
osmatico en las fibras del cristalino y produce catarata diabética. Con la finalidad
de prevenir la formacién de catarata diabética se reportan compuestos inhibidores
de la Aldosa Reductasa (IAR), éstos son derivados de dos grupos funcionales y
son escasos. La mayoria presentan deficiencias farmacoldgicas, algunos causan
efectos secundarios no deseados y otros son ineficientes para penetrar los tejidos.
El Epalrestat es el Gnico producto farmacéutico que se encuentra de manera
comercial en China e India. Los compuestos obtenidos del metabolismo
secundario vegetal representan la oportunidad para la busqueda de compuestos
con actividad inhibitoria de la enzima AR, en el Reino Plantae. Por tal motivo a
continuacion estableceré las bases tedricas y experimentales que conforman éste

trabajo de investigacion.

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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Il ANTECEDENTES

2.1 Via de los polioles

La via de los polioles es controlada por dos enzimas: la Aldosa Reductasa y la
Sorbitol Deshidrogenasa. La reaccion de la conversion de glucosa a sorbitol
catalizada por la AR fue identificada por primera vez en 1956 por Hers en las
vesiculas seminales donde la glucosa se convierte en fructosa para proporcionar
energia a los espermatozoides. Tiempo después en 1959 Van Heyningen,
determind que el sorbitol se encuentra en los cristalinos de rata diabética. En 1965
Kinoshita, reportd por primera vez en los cristalinos de ratas los efectos
patogénicos de la AR asociada a la via de los polioles, debido a ésto surge la
primera hipoétesis que el estrés osmoético participa en la formacion de catarata
diabética. Diversas publicaciones apoyan la hipétesis que el mecanismo de
iniciacidon en la formacion de la catarata diabética es por la participacion de la via
de los polioles, lo que resulta en un aumento del estrés osmatico en las fibras del
cristalino que ocasiona hinchazén y ruptura celular (Figura 1) (Brownlee, 2006;
Pollreisz y Schmidt 2010; Chistiakov, 2011; Zhu, 2013).

Aldehidos

Incremento de
la Glucosa

Glutation
Reductasa ¢

Oxidado Reducido

Figura 1. Via de los polioles (Brownlee, 2006).

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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En la via de los polioles acontecen dos fendbmenos en concentraciones diferentes
de glucosa; en condiciones normoglucémicas aproximadamente el 3 % de la
glucosa es reducida a sorbitol. Sin embargo, en condiciones hiperglucémicas mas
del 33 % de la glucosa es metabolizada. En condiciones normoglucémicas, la
AKR1B1 participa en el proceso de desintoxicacion celular, pero en condiciones
hiperglucémicas, la Aldosa Reductasa reduce la glucosa a sorbitol, que
posteriormente se oxida a la fructosa por la enzima Sorbitol Deshidrogenasa. En el
proceso de la reduccion de la glucosa a sorbitol, la AKR1B1 utiliza la coenzima
NADPH, también esencial para la generacion intracelular de glutation reducido
intracelular, al disminuir la cantidad de glutation reducido aumenta la
susceptibilidad de estrés oxidativo intracelular (Petrash et al., 2004; Brownlee,
2006).

2.2 Aldosa Reductasa

La Aldosa Reductasa (AKR1B1, nomenclatura en humano y conejo) es una
enzima citosoélica que pertenece a la superfamilia de las aldo-ceto reductasas que
cataliza la reduccion de glucosa a sorbitol dependiente de NADPH. La AKR1B1 se
expresa en rifidn, tejido mieloide, epididimo, placenta, glandula suprarrenal y ojo
(cérnea, cristalino y retina). En éstos 6rganos en condiciones normales de
homedstasis la enzima tiene diversas funciones: desintoxicacion celular mediante
una reduccién de aldehidos a alcoholes, regulacion osmoética y maduracion de
espermatozoides (Petrash, 2004; Alexiou, 2009; Tang et al., 2012).

La AKR1B1 se encuentra en procariontes, protozoos, levaduras, plantas y
animales entre ellos el humano; se describen mas de 100 integrantes de ésta
familia, basado en el nivel de homologia de secuencia, la superfamilia AKRs se
divide en 15 familias y algunas de estas se dividen en subfamilias. Las integrantes
de cada familia comparten mas del 40 % de homologia entre si y menos del 40 %

con los integrantes de cualquier otra familia. La mayoria de AKRs catalizan

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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reacciones de Oxido-reduccion de grupos carbonilo como aldehidos y cetonas
(Barski et al., 2008).

En 1992, las dos primeras estructuras cristalinas de la AR se reportaron, fueron de
placenta humana y de cerdo. Estructuralmente, estan compuestas por un motivo
proteico a/f barril que contiene ocho laminas B paralelas conectadas por ocho
hélices a periféricas. El sitio activo se encuentra en el extremo C-terminal del barril
B y el cofactor NADPH se une en una conformacion extendida a la parte inferior
del sitio activo. La enzima tiene un peso molecular de 36 kDa (Figura 2) (Alexiou,
2009; Barski et al., 2008).

Figura 2. Estructura tridimensional de las aldo-ceto reductasas

(www.med.upenn.edu./akr).

El sitio activo es hidrofébico formado por residuos aroméaticos (Trp20, Tyr48,
Trp79, Trplll, Phel2l1, Phel22 y Trp219); residuos apolares (Val47, Pro218,
Leu300 y Leu301); residuos polares (GIn49, Cys298 y His110) y tres posibles
donantes de protones (Tyr48, His110 y Cys298). El sitio activo de la enzima con
frecuencia cambia su estructura conformacional dependiendo de los inhibidores.
Esto indica la flexibilidad molecular del sitio activo, por lo tanto se describen tres
distintos sitios de unién en el sitio activo (Figura 3), en acuerdo con las estructuras
cristalinas de AR, obtenidas por cristalografia de rayos X y mutagénesis. La
primera es el sitio de union anidnica que se caracteriza por cadenas laterales de
Tyrd8, His110, Trp20, y Trpl1l. El segundo es un sitio hidrofébico, conocido como
sitio de especificidad con residuos de Leu300, Cys298, Cys303, Trplll, Cys303y

Phel22. El sitio especifico tiene flexibilidad ya que los residuos no se conservan

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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en otras aldo-ceto reductasas como en las Aldehido Reductasas. El tercero es un
sitio hidrofébico formado por los residuos Trp20, Trplll, Phel22 y Trp219
(Urzhumtsev et al., 1997; Alexiou, 2009; Zhu, 2013).

Cys298 Leu300

kSH j\
Phe122

Cys303
sitio /

especifico HS Trp1 11
o
EN / Histio
V4

HN

sitio
hidrofébico

sitio de
unien anignica

Trp219 ||

gn

HO.
w U
p le] ¥
NH,
C\?
Trp20 =N+
\ NADP*

Figura 3. Sitios de union del sitio activo de la AR (Zhu, 2013).

2.3 Inhibidores de la Aldosa Reductasa (AKR1B1)

En las ultimas décadas, una serie de compuestos prometedores como IAR poseen
una eficacia significativa in vitro en modelos de animales. Sin embargo, en la fase
de evaluacién en los ensayos clinicos no se aprueban por los efectos secundarios
indeseados y debido a su perfil farmacolégico. La caracteristica coman de los IAR
es la presencia de uno 0 mas grupos aromaticos que se unen de manera
hidrofébica con la region lipofilica de la enzima. En la actualidad existen dos
grupos principales de IAR: los que tiene en su estructura quimica acido carboxilico
y los derivados de espirohidantoina. Los IAR que tienen &cido carboxilico son
guimicamente variados y abundantes; éste grupo tiene actividad inhibitoria de la
AR debido a la caracteristica estructural del grupo anion carboxilato que se
ensambla en el sitio de union anionca de la AR. Los IAR Alrestatin, Tolrestat,

Epalrestat y Zopolrestat pertenecen al grupo de los &cidos carboxilicos. El

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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Epalrestat fue descrito en 1983 y comercializado en China e India. El Tolrestat, es
un farmaco eficaz para el tratamiento de las complicaciones diabéticas, fue
retirado del mercado por provocar toxicidad hepatica severa (Alexiou, 2009; Zhu,
2013).

El sorbinil es un IAR derivado de la espirohidantoina, éste fue el primer compuesto
capaz de prevenir todo el proceso cataratogénico en rata, es un excelente
inhibidor tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, en los ensayos clinicos se
determind que el 10 % de los pacientes tratados con sorbinil presentaron
reacciones de hipersensibilidad caracterizadas por fiebre, erupciones en la piel y
mialgias debido a un efecto potencialmente téxico en el higado. La interaccién de
unién en el sitio activo de la AR, es el anillo de hidantoina que interactta en el sitio
de union aniodnica al igual que los inhibidores que tienen acido carboxilico (Cuadro
1) (Alexiou, 2009; Zhu, 2013).

Cuadro 1. Estructuras quimicas de compuestos IAR (Alexiou, 2009; Zhu, 2013).

7
O N
= OH
. v}
Derivados del \/k OO
AR N
4 ~i o M HyC-,
acido carboxilico U b ¥ o o
0 HO CF3
Elparestat Tolrestat

N

HN IrJNH
Espirohidantoina N | N
2 o
Sorbinil

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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2.4 Catarata

La enzima AKR1B1 cataliza la reduccion de glucosa en sorbitol a través de la via
de los polioles, éste es un proceso que se relaciona con el desarrollo de la
catarata diabética, la acumulacion de sorbitol aumenta la presion osmoética en las
células de las fibras del cristalino y causa hinchazon, formacion de vacuolas de
agua y eventualmente opacidad irreversible del cristalino. En el cristalino, el
sorbitol se produce mas rapido de lo que se convierte en fructosa por la enzima
Sorbitol Deshidrogenasa, una caracteristica del sorbitol es que es compuesto polar
lo que impide su eliminacion intracelular mediante la difusion, éste incremento en
la concentracién de sorbitol genera un efecto hiperosmatico (Pollreisz y Schmidt
2010; Wang et al., 2014).

La catarata es la opacidad del cristalino por una pérdida indolora y gradual de la
vision, es la principal causa de ceguera en el mundo y la diabetes es un factor
importante que predispone la formacion de catarata. La pérdida de vision depende
del tamafio y la ubicacion de la catarata, pueden estar situados en el centro del
cristalino (nuclear), en la superficie de la corteza (cortical), o en el area
subcapsular posterior. También se puede clasificar segun su color, ya que
corresponde con la ubicacién y la densidad; amarillo palido son opacidades leves
de la corteza, region subcapsular, o0 ambos; amarillas o0 marrones claro opacidad
de moderada a intensa de la corteza, nucleo, 0 ambos; por ultimo el color marrén
estd asociado con la catarata nuclear densa. Distintos factores estan implicados
en la aparicion de la catarata, envejecimiento (catarata senil), tabaquismo,
exposicion a UV-B, estrés oxidativo, diabetes, obesidad, medicamentos,
exposiciones a esteroides, a metales pesados como el cadmio, cobre, plomo y
hierro (Head, 2001).

El cristalino es una estructura transparente que es parte del ojo, cuya funcion es
refractar la luz. La transparencia es una caracteristica indispensable para el
funcionamiento adecuado del cristalino y es debido al acomodo de las proteinas

estructurales llamadas cristalinas. En mamiferos las fibras del cristalino son parte
Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho
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de tres familias a-, B- y gamma-cristalinas: la a-cristalina es una chaperona su
funcion es proteger el cristalino contra la formacion de la catarata diabética
mediante la agregacion no especifica de proteinas sub-lenticulares, la disminucién
en la actividad de la chaperona a-cristalina predispone a la formacioén de catarata
diabética (Sankeshi et al., 2013). La acumulacién intracelular de sorbitol conduce
al estrés osmotico en el cristalino e induce apoptosis en las células epiteliales, que
finalmente resulta en el desarrollo de catarata diabética (Kinoshita, 1965, 1974, Li
et al., 1995; Lee et al., 1995; Takamura et al., 2001).

En experimentos in vitro determinaron los niveles de AKR1B4 y de sorbitol en
ratas diabéticas. Como se puede observar en el cuadro 2, los niveles de AR y el
sorbitol aumentaron significativamente comparados con el grupo control (Sankeshi
et al., 2013).

Cuadro 2. Niveles de AKR1B4 y sorbitol en ratas diabéticas inducidas con STZ (Sankeshi
et al., 2013).

AR 36.50 + 1.32 47.39 + 0.03*
Sorbitol 34.19+0.11 77.76 £ 0.013*

Los datos son la media + SD (n=5). * Estadisticamente significativos con el grupo |
(analisis de ANOVA; p<0,05).

Por otra parte en el ensayo ex vivo en el grupo control obtuvieron niveles normales
tanto para la AKR1B4 como para el sorbitol, no asi para el grupo tratado con 50
mM glucosa donde los niveles se incrementaron significativamente (Cuadro 3)
(Sankeshi et al., 2013).
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Cuadro 3. Actividad de la AKR1B4 (umoles de oxidacién de NADPH/h/100 mg de
proteina) y sorbitol (nmoles/g en lentes) (Sankeshi et al., 2013).

AR 35.75+1.63 43.98 + 2.94*
Sorbitol 29.39 + 3.13 74.98 + 2.93*

Los datos son la media + SD (n=5). * Estadisticamente significativos con el grupo |
(andlisis de ANOVA; p<0,05).

2.5 Plantas medicinales

Las plantas en su ciclo de vida (germinacion, crecimiento y reproduccion)
producen metabolitos secundarios para su defensa y actlGan como mensajeros
quimicos entre las especies, dichos compuestos son de interés farmacolégico por
sus propiedades descritas en la medicina tradicional. México posee una amplia
biodiversidad vegetal de 20 000-30 000 especies vegetales, siendo la familia
Asteraceae la mas abundante. Michoacan posee aproximadamente 5 000
especies vegetales (Figura 4). En la medicina tradicional mexicana existe un grupo
de aproximadamente 3 000 plantas medicinales utilizadas para tratamientos de
enfermedades comunes, pero la mayoria de estas especies de plantas no tienen
un estudio fitoquimico y toxicol6gico en la investigacién farmacolégica. Las plantas
tienen variabilidad biologica y quimica que modifican la cantidad de los principios
activos, debido a su heterogeneidad quimica (Ramirez et al., 2010).

MICHOACAN

Figura 4. Localizacion de Michoacan (Ramirez et al., 2010).
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En Michoacan existe variabilidad genética entre las especies vegetales debido a
los diferentes ecosistemas. En nuestro grupo de trabajo son de interés los
diferentes géneros vegetales para su estudio fitoquimico por sus posibles
propiedades farmacolégicas (Cuadro 4), aunque se debe realizar un estudio mas
detallado para dilucidar su beneficio medicinal (Garcia et al., 2011; Beltran, 2015).

Cuadro 4. Géneros vegetales de especies recolectadas en Michoacan (Beltran, 2015).

Género Usos en la medicina Estudios realizados en el grupo de
tradicional investigacion

Mejia et al., 2012
Tagetes Diarrea y vomito

Bronquitis, diarrea Raya et al., 2008; 2013
Enterolobium e
HIPOGLUCEMICO

Los primeros inhibidores ensayados fueron algunos flavonoides como la
guercetina y la naringenina que mostraron una reduccién en la concentracion de
glucosa en sangre en comparacion con las ratas control; ademas reportaron que el
consumo oral de éstos flavonoides pueden tener actividad inhibitoria de la
AKR1B4 (Goodarzi et al., 2014). El acido elagico inhiben a la AKR1B4, esto podria
prevenir la catarata en ratas diabéticas experimentales debido a la disminucion de
la concentracién de sorbitol (Goodarzi et al., 2006; Akileshwari et al., 2014). En
nuestro grupo de trabajo Bertrdn en el 2015, realiz6 una exploracion de
metabolitos secundarios en extractos de plantas nativas de Michoacan como
posibles inhibidores de la enzima Aldosa Reductasa (AKR1B1), de los compuestos
ensayados reporté al acido 13-epi-labdandlico (Figura 5) obtenido del tallo de
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Ageratina jocotepecana por Garcia et al., 2015, como el compuesto que presento

mayor inhibicion comparado con el resto de los metabolitos secundarios.

Figura 5. El acido 13-epi-labdandélico (Garcia et al., 2015).

En nuestro grupo de trabajo se obtiene, identifica y purifica a un gran numero de
compuestos de plantas con diferente actividad biolégica (antimicrobiana,
antifangica, antitermita) por ello continua la busqueda de éstos metabolitos
secundarios como alternativa para prevenir diferentes afecciones. Actualmente la
prevencion de la formacion de catarata, representa un desafio, por lo tanto
persiste un interés en la investigacion de productos naturales debido a la

insuficiencia de los métodos para la obtencién de compuestos terapéuticos.
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Il JUSTIFICACION
La contribucibn de novedosos compuestos inhibidores de la enzima Aldosa

Reductasa (AKR1B1) obtenidos de especies vegetales, coadyuvara al aumento

del acervo molecular de inhibidores para la prevencién de la catarata.
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IV HIPOTESIS

Los compuestos presentes en los extractos de E. cyclocarpum (Jacq.) Griseb. y

Tabebuia spp presentan actividad inhibitoria de la enzima Aldosa Reductasa.
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V OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad inhibitoria de los extractos de E. cyclocarpum (Jacq.)

Griseb. y Tabebuia spp en la enzima Aldosa Reductasa.

VI OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar el compuesto inhibidor de la enzima AR presente en el extracto

vegetal con mayor actividad inhibitoria.

2. Determinar el efecto preventivo del compuesto identificado en la formacién

de la catarata diabética en ensayos ex vivo.
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Enterolobium

VIl ESTRATEGIA GENERAL

donnell-smithii y obtener los extractos
vegetales.

Recoleccion de E. cyclocarpum, T. roseay T.

!

Determinacion de las -
Ensayo de la actividad

propiedades de inhibicion, ayof
la CI_, tipo de inhibiciony | 4@8 | enzimatica de Aldosa
%0 Reductasa (AKR1B4).

un docking molecular.

l . Identificacion del
Seleccion del extracto que - compuesto inhibidor de
presente mayor inhibicion la AR

Determinacion del efecto
preventivo en ensayos ex Vvivo. de la AR.

Analisis de datos.
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VIIl MATERIALES Y METODOS
8.1 OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

8.1.1 Obtencién de las extractos de Enterolobium cyclocarpum, Tabebuia
roseay donnell-smithii

Las muestras de las T. rosea y T. donnell-smithii fueron colectadas en la Huacana,
Michoacan con las siguientes coordenadas 18°58'15"N 101°48'46"0 y secadas a
la sombra a temperatura ambiente el tiempo necesario hasta la eliminacion total
de humedad. Las partes de la planta (hojas, madera, corteza, flores y raiz) se
separaron, limpiaron, trituraron, pesaron y colocaron en frascos de vidrio
previamente pesados (figura 6). Las flores y hojas se trituraron de manera manual,
mientras que la corteza, madera y raiz se molieron. La raiz de T. rosea se obtuvo
de Morelia Michoacan con coordenadas de 19°46'06"N 101°11'22"0.

Tabebuia donnell-smithii Hojas Madera  Corteza Flor Flor

Tabebuia rosea

o R

Figura 6. Obtencién y procesamiento de especimenes de T. rosea y T. donnell-smithii.

Las muestras de duramen de E. cyclocarpum se obtuvieron de dos diferentes
lugares Aguililla, Michoacan con coordenadas de 18°58'15"N 101°48'46"0O y de
Veracruz con las siguientes coordenadas 18°58'15"N 101°48'46"0O. El duramen se

astillo, seco, molié para obtener una particula de menor tamafio ya que el ultimo
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paso consistio en tamizar en un poro de 0.45 um, éste proceso se realiz6é con la

finalidad de que exista mayor interaccion entre duramen-disolvente (Figura 7).

Figura 7. Obtencién del polvo de Enterolobium cyclocarpum.

La obtencién de los extractos se realizd por maceracion sucesiva con disolventes
de polaridad ascendente hexano, cloruro de metileno y metanol y se concentraron
en un rotavapor a diferentes temperaturas 55, 35 y 65 °C, respectivamente. El
proceso se realizé de la siguiente manera: primeramente se adicion6 hexano al
frasco hasta cubrir la muestra, se cerrd, se dejé macerar por tres dias, se filtr6 en
papel filtro Whatman nimero 1 y se concentrd en el rotavapor a 55 °C. El hexano
recuperado se volvio adicionar al frasco de vidrio con la muestra. El concentrado
se colocdé en un frasco de vidrio ambar o cubierto de aluminio previamente
pesado, para proteger a los componentes fotosensibles y éste proceso se realizo
tres veces o hasta agotar componentes. El frasco con el extracto se coloc6 en
campana para que el disolvente se evapore, se pesa hasta obtener peso

constante se cierra y se deja a 2 °C hasta su uso.

El frasco con la muestra se dejo en la campana para evaporar el hexano, una vez
la muestra libre de hexano se le adicion6 cloruro de metileno se repitioé el proceso
anteriormente descrito y por ultimo se realiz6 dicho proceso con metanol. Los
extractos hexanicos y cloruro metilénicos de E. cyclocarpum y los extractos
hexanicos de T. rose y T. donnell-smithii fueron desengrasados, se adiciono
acetona al extracto se dejo en frio, se filtr6 y colectd en un frasco y se dejo en la

campana hasta peso constante (Figura 8).
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Figura 8. Extraccion y obtencién de extractos.

8.2 OBTENCION DE LOS CRISTALINOS DE RATA

Los ojos de rata Wistar se enuclearon con ayuda de una tijera quirargica, los
cristalinos se expusieron mediante una incision de la parte fibrosa de los ojos, se
extrajeron, se colocaron en un vial que contenia una disolucién (1:1 v/v) de
amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M a pH de 6.8 y 2-mercaptoetanol 1 mM
(100 pl de cada disolucion para un par de cristalinos) y se almacenaron -25 °C
hasta su uso. Los cristalinos se descongelaron, se colocaron en un
homogeneizador manual con 1 ml de amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M a
pH de 6.8 y 10 pl de una mezcla de inhibidores de proteasas, se homogeneizaron
y centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min; el precipitado se desecho, el
sobrenadante se colocd en un vial previamente enfriado, del cual se utilizaron 10
ul para determinar la cantidad de proteina por el método de Lowry (1951), el resto
se utilizé como extracto crudo de enzima (AKRB14) y se almacen6 -25 °C hasta su

uso (Figura 9).

-
©

o /-/

Figura 9. Obtencién del cristalino de rata.

8.3 METODO DE LOWRY

El método de Lowry permite determinar la concentracion de proteinas, se
fundamenta en la reaccién de Biuret y en la reaccién de Folin-Ciocalteau, la
cantidad de proteina es proporcional a la intensidad de color de la muestra de

acuerdo a la ley de Lambert-Beer (Lowry et al., 1951).
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La curva estandar se prepard con albumina sérica bovina (BSA) 5mg/ml y se
obtuvo una pendiente igual a y=11.734x + 0.0524. La pendiente se utilizé6 para
cuantificar la cantidad de proteina en las muestras problema. La mezcla de

reaccion se L0).
141 y = 11.734x + 0.0524
2 —
1o R2=0.9979
£
c 1 -
o
<
O 0.8 -
@
e
S 06 -
£
S 04 -
Q
< 021
0 T T 1
0 0.05 0.1 0.15
[BSA mg/ml]

Figura 10. Curva de calibracion de BSA por el método de Lowry.

8.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ALDOSA REDUCTASA (AKR1B4)
8.4.1 Actividad enzimatica in vitro de la AKR1B4

La actividad enzimatica de la AR de cristalino de rata se determiné con la

disminucién en la absorbencia a 340 nm por la oxidacion del NADPH (Figura 11).

Aldosa Reductasa

GliceraldehidoT} Glicerol

NADPH  NADP’

Figura 11. Esquema de la reaccion enziméatica de la AR.

8.4.2 Determinacidn de la actividad de la AKR1B4 por consumo de NADPH

La actividad enzimatica se determind con el decremento en la absorbencia a 340
nm por la oxidacion del NADPH de acuerdo al método reportado por Kinoshita,
1965 y modificado por Beltran, 2015. Las disoluciones se adicionaron en tubos de

cristal en el orden que se muestra en el cuadro 5, excepcion del NADPH. La
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mezcla de reaccién se agitd y colocé en una celda de plastico de 1 cm?
posteriormente se le adicioné el NADPH, se mezclé y midi6 el decremento de la
absorbencia de 340 nm durante 2 min en un espectrofotometro CARY 50 Bio. La

mezcla de reaccion contenia un volumen final de 3 ml.

Cuadro 5. La mezcla de reaccién para determinar la actividad enzimatica AKR1B4 (1).

Disoluciones Volumen (pl)

Amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M 2535 2835 2535 2 835
apH®6.8

Dimetilsulféxido (DMSO) 1 % 30 30 - -

Extracto crudo de enzima AKR1B4 60 60 60 60

NADPH 0.2 mM 60 60 60 60

La absorbencia obtenida de los blancos 1 y 2 fue restada del control y la muestra,

respectivamente. La actividad enzimética se calcul6 con la siguiente férmula:

(2229) (vi) (1em?)

(e)(Vm)

U
Actividad especifica (—) = /mg de proteina

mg de protina
Dénde:
AAbs: decremento de la absorbencia.
t: tiempo (2 min).
Vt: volumen final de la mezcla de reaccion (3 ml).
e: coeficiente de extincién del NADPH (0.00622 cm?/mol).
Vm: volumen en la mezcla de reaccién del extracto crudo de enzima (0.06 ml).
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8.4.3 Actividad enzimatica in vitro de la AKR1B4 en presencia de DMSO

La evaluacion del comportamiento de la enzima AKR1B4 en presencia de DMSO
se obtuvo al medir su actividad enzimética en diferentes concentraciones del
compuesto. Las diluciones de DMSO fueron de 20, 40, 60, 80 y 100 %, 30 ul de
cada una de las diluciones se colocaron a la mezcla de reaccion enzimatica y se

midié la actividad enziméatica.
8.5 INHIBICION DE LA ALDOSA REDCTASA (AKR1B4)

8.5.1 Inhibicion enzimatica in vitro de la AKR1B4 en presencia de quercetina

La determinacion de la inhibicion enzimética de la AKRB4 en presencia de un
inhibidor comercial se ensay6 a diferentes concentraciones de quercetina 0.1, 0.01
y 0.001 M.

8.5.2 Seleccion de la concentracion del extracto vegetal

La concentracion del extracto vegetal para utilizar en los ensayos de inhibicion in
vitro de la AKR1B4 se determind de un extracto vegetal al azar que representa a
total de los 33 extractos obtenidos previamente de E. cyclocarpum, T. rosea y
donnell-smithii. Las concentraciones del extracto vegetal que se ensayaron fueron
2,4,6,8y 10 mg/ml.

8.5.3 Ensayo de inhibicién in vitro de la AKR1B4

El efecto inhibitorio de los extractos obtenidos de E. cyclocarpum, T. rosea y T.
donnell-smithii en la actividad enzimética de la AKR1B4 se realizé de acuerdo al
cuadro 6 ya una vez establecida la concentracion de proteina y la concentracion
de extracto a utilizar. La mezcla de reaccion enzimatica se midi0 a una
absorbencia de 340 nm durante 2 min. El porcentaje de inhibicion de la AKR1B4
se obtuvo al tomar como 0 % de inhibicion la actividad de la mezcla de reaccion

sin extracto vegetal.
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Cuadro 6. La mezcla de reaccién para determinar la inhibicién de la AKR1B4 (2).

Disoluciones Volumen (pl)

Amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M 2 535 2835 2535 2 835
apH 6.8

DMSO 1 % 30 30 - -
Extracto crudo de enzima AKR1B4 6.67 60 60 60 60
mg/ml

NADPH 0.2 mM 60 60 60 60

8.6 ESPECTROMETRIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENO (RMN-"H)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H fueron obtenidos en un
equipo Varian Mercury plus 400, los espectros de *H se obtuvieron a 400 MHz en
ocho repeticiones, la ventana espectral fue de 6 000 Hz, el disolvente utilizado fue
DMSO deuterado para los extractos metandlicos y el disolvente de referencia

interna fue Tetrametilsilano (TMS).

8.7 DETERMINACION DE LA Cls, DEL PINITOL EN LA AKR1B4

La actividad inhibitoria de la AKR1B4 por el compuesto pinitol a diferentes
concentraciones se determind para conocer la concentracion inhibitoria media
(Clsp). La concentracion inicial fue de 6 mg/ml de pinitol disuelto en H,0, a partir
de ésta disolucion se prepararon seis diluciones con base logaritmica de 2. El
valor de Clsg se obtuvo al graficar el porcentaje de inhibicion obtenido contra el
logaritmo de las ocho concentraciones ensayadas. El valor se calculé con la

ecuacion de la pendiente, donde “x” es igual a Clsy “y” es igual al porcentaje de
inhibicion buscado, es decir, 50 %.
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8.8 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DEL PINITOL EN
LA AKR1B4

8.8.1 Tipo de inhibicién

La Vmax Y €l Ky de la enzima AKR1B4 se determinaron en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones del pinitol y con diferentes concentraciones de
gliceraldehido. El inicio fue a partir de 0.025 pM, cuatro concentraciones con base
logaritmica 2 se prepararon, con los resultados obtenidos se construyé un gréfico
de doble reciproco de Lineweaver-Burk.

8.9 DOCKING MOLECULAR

8.9.1 Preparacion de la Aldosa Reductasa (AKR1B1) (macromolécula) y del
pinitol (ligando)

El Docking Molecular se realiz6 siguiendo las indicaciones descritas en el tutorial

del programa Autodock Vina descargado de la pagina http://vina.scripps.edu.

La estructura de la enzima Aldosa Reductasa de cristalino de Homo sapiens
(AKR1B1), se obtuvo de Protein Data Bank (PBD) en formato pbd con
identificacion 1ADS. Posteriormente a la estructura se le eliminaron las moléculas
de agua, se le adicionaron hidrégenos en Autodock tools, ya modificada la
estructura se guardé en formato pdbqt. La estructura del pinitol fue modelada en el
programa Maestro 9.8 y se guardd en formato pdb, posteriormente la estructura se

manipul6 en Autodock tools y finalmente se guardo6 en formato pdbqt.

8.9.2 Mapa de busqueda y Autodock Vina

Para conocer la interaccion entre la AKR1B1 y el pinitol, primero se establecié el
mapa de busqueda de acurdo al sitio activo de la enzima, es decir, en que
residuos de la estructura de la AR el pinitol interaccionaria, una vez establecidas

las condiciones se inici6 el Docking Molecular en Autodock Vina.
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8.10 OBTENCION DE LOS CRISTALINOS DE CONEJO

Los ojos de conejo raza Nueva Zelanda se enuclearon con ayuda de una tijera
quirargica, se colocaron en una disoluciébn que contenia cloro al 10 % vy
amortiguador fosfato salino (PBS) a pH de 7.4. Los ojos se lavaron tres veces una
con las mismas condiciones de colecta y las otras solo con amortiguador PBS.
Posteriormente los cristalinos se expusieron mediante una incision de la parte
fibrosa de los ojos, se extrajeron, se colocaron en los pocillos de una placa de 24
pocillos (Figura 12). Para los experimentos ex vivo se utilizé medio de cultivo 199
al cual se le adicion6 acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico (HEPES),
suero fetal de bovino al 0.5 % y penicilina-estreptomicina al 1 %. Posteriormente
se prepar6 un stock de 50 ml que contenia 49 ml de medio 199, 500 ul de
neomicina y 500 pl de anfotericina B. Todos los pocillos de la placa contenian 1.5
ml del medio 199 mas los tratamientos correspondientes que se describen a
continuacion. La metodologia para los tres experimentos en condiciones ex vivo se

realiz6 de acuerdo a lo establecido en nuestro grupo de trabajo por Alonso, 2017.

Wtsaay
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T [ 4
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Figura 12. Obtncién del cristalino de conejo.

8.10.1 Determinacion del efecto del pinitol en la viabilidad de los cristalinos

Para la determinacion de la viabilidad de los cristalinos en presencia del pinitol se

realizaron dos experimentos:

1. Control: 3 pl de glucosa 1.25 M.
2. Control + pinitol: 3 pl de glucosa 1.25 M + 15 pl de pinitol 180 pg/ml.

Los dos experimentos se colocaron en una incubadora con CO; al 5 % a 37 °C. Al
dia siguiente a los cristalinos se les cambio el medio 199 y los tratamientos con
ayuda de una pipita Pasteur conectada a un sistema de vacio. Posteriormente,
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éste proceso se realizd6 cada tercer dia; el experimento duré cinco dia.
Diariamente se les hizo un registro fotografico con el equipo EL LOGIC 200
IMAGING SYSTEM vy las fotos de los cristalinos se procesaron en el programa

ImageJ para determinar la opacidad en el cristalino (Figura 13).

8.10.2 Determinacion del efecto preventivo del pinitol en la formacién de la
catarata diabética

Para la determinacién del efecto preventivo del pinitol en los cristalinos se

realizaron tres tratamientos:

1. Control: 3 pl de glucosa 1.25 M.
2. Xilosa: 30 pl 1 M.
3. Xilosa + quercetina: 30 pl de xilosa 1 M + 15 pl de quercetina 10 mM.

El experimento se colocé en una incubadora con CO; al 5 % a 37 °C. Al dia
siguiente de haber sido montados se les cambio el medio 199 y los tratamientos
con ayuda de una pipita Pasteur conectada a un sistema de vacio, posteriormente
éste proceso se realizd cada tercer dia. El experimento con xilosa dur6 cinco dias.
Diariamente se les hizo un registro fotografico con el equipo EL LOGIC 200
IMAGING SYSTEM vy las fotos de los cristalinos se procesaron en el programa

ImageJ para determinar la opacidad en el cristalino (Figura 13).

8.10.3 Determinacion del efecto protector del pinitol en la formacién de la
catarata por estrés oxidativo

Para la determinacion del efecto preventivo de los cristalinos en presencia del

pinitol se realizaron tres tratamientos:

1. Control: 3 pl de glucosa 1.25 M.
2. Selenito de sodio: 15 pl 10 mM.
3. Selenito de sodio + quercetina: 15 pl de selenito de sodio 10m M + 15 pl

de quercetina 10 mM.
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El experimento se colocé en una incubadora con CO; al 5 % a 37 °C, al dia
siguiente de haber sido montados se les cambio el medio 199 y los tratamientos
con ayuda de una pipita Pasteur conectada a un sistema de vacio, posteriormente
éste proceso se realizd cada tercer dia. El experimento duré cuatro dias;
diariamente se les tomO foto a los cristalinos en el equipo EL LOGIC 200
IMAGING SYSTEM vy las fotos de los cristalinos se procesaron en el programa
ImageJ para determinar la opacidad en el cristalino (Figura 13).

Flgura 13. Proceso para la obtencion de las fotograflas de los cristalinos.
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IX DISCUSION

La Aldosa Reductasa (AKR1B1) participa en la via de los polioles reduce glucosa
a sorbitol en presencia de NAPH. La AKRIBI esta involucrada en las
complicaciones secundarias de la diabetes tal como la catarata diabética. Diversos
mecanismos se describen como posibles responsables de la biogénesis de dichas
complicaciones, entre ellos el estrés oxidativo y la via de los polioles
especificamente la enzima AKR1B1 (Kumar et al., 2015). El tratamiento con
inhibidores de la AKR1B1 es de interés para las compafiias farmacéuticas. Sin
embargo, ninguno de los farmacos candidatos demuestra ser eficiente. La
patogénesis de la neuropatia diabética se tratd6 con Elparestat el Unico farmaco
gue se comercializé en paises de Asiaticos, pero presenté efectos no deseados en
los pacientes y como se cree que dicha patogénesis es similar a la de la catarata
diabética continta la busqueda de éstos compuestos (Akileshwari et al., 2014).
Por ello, es una tarea ardua, amplia y representa un reto por lo cual se
implementan diversas formas de obtener IAR ya sea de origen natural o de
manera sintética; con la finalidad de tener un farmaco eficiente y seguro. Solo un
grupo limitado de farmacos llegan a la fase de ensayos clinicos, esto se debe a la
selectividad que tienen para AKR1B1 contra la AKR1Al. Estos compuestos
inhibidores tienen la caracteristica quimica de poseer en su estructura un grupo
carboxilico o un anillo de espirohidantoina. Otros compuestos son las flavonas de
origen vegetal como la quercetina, debido a que ninguno de los inhibidores
estudiados hasta el momento presentd éxito interesante por los efectos adversos
reportados, surge la oportunidad de continuar con la busqueda IAR y una
alternativa son los compuestos producidos por el metabolismo secundario vegetal,
México se tiene gran diversidad, por lo cual facilita la obtencion de la materia
prima (Akileshwari et al., 2014; Snow et al., 2015).

El incremento de personas con diabetes en el mundo es alarmante se estima que
366 millones de personas padeceran diabetes para el afio 2030 (Sivakumar et al.,

2010). Por ello, la necesidad surge de encontrar IAR eficientes con escaso o nulo
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efecto colateral. En la literatura se reportan diversos compuestos de origen natural
como posibles candidatos. Entre ellos los flavonoides de algunas especias, frutas
y verduras tienen potencial para inhibir a la enzima AKR1B1 en condiciones in
vitro (Saraswat et al., 2008; Testa et al 2016). En este trabajo se realiz6 un
escrutinio de los extractos de dos especies E. cyclocarpum y Tabebuia spp (los
arboles Tabebuia rose y T. donnell-smithii) con la finalidad de encontrar moléculas
de interés, como posibles candidatos para la inhibicion de la enzima Aldosa
Reductasa. En total se obtuvieron 33 extractos a los cuales se les determing su
capacidad para inhibir a dicha enzima en ensayos in vitro, se utilizé extracto

enzimatico de los cristalinos de rata (AKR1B4).

Q.F.B. Lidia Alejandra Zaragoza Camacho

28



Busqueda de compuestos inhibidores de la Aldosa Reductasa en Enterolobium
cyclocarpum y Tabebuia spp

X CONCLUSIONES

El pinitol presento inhibicion de la enzima Aldosa Reductasa in vitro y un efecto

protector antioxidante la formacion de catarata en un modelo ex vivo.
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