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RESUMEN

Considerando que la enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las demencias con
mayor prevalencia en la poblacién anciana, para la cual los tratamientos disponibles
son paliativos y que se presenta con mayor incidencia en mujeres que en hombres;
algunos estudios sugieren que esta condicidbn puede deberse a la carencia de
estrdgenos en mujeres posmenopausicas; sin embargo, se ha encontrado que la
terapia de reemplazo hormonal con fitoestrogenos actia como un neuroprotector frente
a la demencia tipo Alzheimer; entre los fitoestrogenos, compuestos como la genisteina
han mostrado efectos promisorios de neuroproteccion; pero, los mecanismos de
proteccion frente a la EA no son claros. Existe controversia, si la genisteina es capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica o no. Teniendo en cuenta lo anterior se evaluo in
silico si los mecanismos de neuroproteccion de la genisteina estan asociados a
metabolitos generados durante los procesos de biotransformacion, por lo cual,
utilizando herramientas de bioinformatica se describié el comportamiento biolégico y
fisicoquimico de siete metabolitos generados en el proceso biotranformacion de la
genisteina ( p-etilfenol, 6- hidroxigenisteina, 8- hidroxigenisteina, 3'- hidroxigenisteina,
dihidrogenisteina, 5-hidroxi-equol, 6"-hidroxi O demetilangolensina), ademas utilizar los
farmacos tacrina y galantamina como control. A partir de lo anterior se encontré que p-
etilfenol y 5-hidroxi-equol presentan una mayor biodisponibilidad oral, con capacidad de
atravesar la BHE, destacandose p-etilfenol al no ser sustrato de P-gp indicando su
posible neuroproteccion.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, estrégenos, fitoestrogenos, genisteina, in
silico.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva
que afecta principalmente a los adultos mayores (Cervantes, Alvarado et al. 2017,
Vézquez 2020). Es considerada la principal causa de demencia y se caracteriza por el
deterioro gradual de las funciones cognitivas, perceptivas, linglisticas y emocionales
(Vasconcelos 1990). La EA se ha convertido en un desafio para la medicina moderna
(Castillo, Pefa et al. 2015). Actualmente, los tratamientos disponibles son paliativos y
se centran en aliviar los sintomas de la enfermedad (Ovares, Parra et al. 2021).

la EA es mas prevalente en mujeres que en hombres (Matthews, Arthur et al. 2013,
Ferreiro 2020), entre las posibles causas podria estar la reduccion de estrogenos en
mujeres después de la menopausia (Moreno 2021) y se ha evidenciado que la terapia
de reemplazo hormonal (TRH) ha mostrado beneficios para la salud (Espitia 2021).

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) se ha utilizado para controlar los sintomas de
la menopausia, esta técnica consiste en administrar pequefias dosis de estrégenos y
progestinas para controlar los sintomas de la menopausia (Edey, Rundle et al. 2018).
Sin embargo, el uso de estrégenos sintéticos se ha asociado con un mayor riesgo de
cancer en mujeres ya que los estrogenos desencadenan la proliferacion celular, lo que
puede generar errores gendémicos en tejidos como el mamario, el ovario y el endometrio
(Cendales, Silva 2011). Para abordar este problema, se ha propuesto el uso de
fitoestrogenos, como alternativa a los estrogenos sintéticos.

Los fitoestrogenos, como las isoflavonas presentes en la soja, tienen una estructura
similar a los estrogenos humanos (Sirotkin, Alwasel et al. 2021) y han demostrado
efectos beneficiosos en la salud, como la reduccion del estrés oxidativo y la mejora de
los sintomas menopausicos. Entre ellos, la genisteina se ha destacado por su
selectividad hacia los receptores estrogénicos beta (REB) y su menor incidencia de
efectos secundarios carcinogénicos; ademas, se ha sugerido que podria tener
propiedades neuroprotectoras frente a la EA (Abreu, Armas et al. 2018). Sin embargo,
hay controversia sobre si la genisteina atraviesa la barrera hematoencefalica y cual es
su actividad biolégica en la neurodegeneraciéon (Roqué, Arnau et al. 2018, Castillo,
Palomino et al. 2020) por lo que se plantea la hipotesis de que sus metabolitos
generados durante los procesos de biotransformacion podrian estar asociados a sus
mecanismos de neuroproteccion.
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Teniendo en cuenta lo anterior este estudio se basa en la evaluacion in silico de las
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de los metabolitos de la genisteina. En el
cual se describen las vias bioldgicas asociadas al metabolismo de la genisteina en
humanos y se analiza las propiedades ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion) de cada metabolito. Ademas, de identificar los principales descriptores de
viabilidad terapéutica para estos.

La metodologia utilizada se basa en un enfoque in silico, utilizando herramientas
computacionales y bases de datos quimicas publicas y gratuitas, que permiti6 a
obtencion de siete metabolitos de la genisteina (p-etilfenol, 6- hidroxigenisteina, 8-
hidroxigenisteina, 3'- hidroxigenisteina, dihidrogenisteina, 5-hidroxi-equol, 6'-hidroxi O
demetilangolensina) a partir de una revision bibliografica sobre sus vias metabdlicas.
Seguidamente, se evaluaron las propiedades fisicoquimicas de estos metabolitos
utilizando el software SwissADME, que calcula diferentes descriptores como peso
molecular, refractividad molecular, tipos de atomos especificos y area topolégica de
superficie polar.

Ademas, se presenta un analisis ADME para estimar pardmetros como la absorcion
gastrointestinal, la capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica y la
interaccibn con enzimas del citocromo P450 y aplicando filtros farmacéuticos se
evaluaron pardmetros de genotoxicidad, citotoxicidad, = mutagenotoxicidad,
carcinogenicidad, inmunotoxicidad e interaccibn con receptores estrogénicos y
androgénicos. Por dltimo, se utilizd el servidor Pred-hERG para predecir el
comportamiento cardiotoxico de los metabolitos y su interaccién con la proteina hERG.

Con base a lo anterior se observa y concluye que los metabolitos p-etilfenol y 5-hidroxi-
equol presentan una mejor biodisponibilidad oral y capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica. Ademas, se observd que p-etilfenol muestra caracteristicas
fisicoquimicas favorables y no presenta violaciones a las reglas de Lipinski, lo que lo
hace un candidato potencial para el desarrollo de farmacos. Sin embargo, es necesario
profundizar en analisis que permitan comprobar su caracter de neuroproteccion.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada la principal causa de demencia en
adultos mayores (Cervantes, Alvarado et al. 2017, Vazquez 2020); se trata de una
enfermedad neurodegenerativa progresiva, donde el paciente empeora de forma
gradual, siendo notable las falencias de orden perceptivos, de lenguaje y emocionales;
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las cuales aumentan conforme la enfermedad avanza (Vasconcelos 1990). El origen de
la enfermedad es multifactorial y los procesos patoldgicos, fisicos y quimicos son
complejos, reportandose un caso nuevo a cada siete segundos (Ferri, Prince et al.
2005). Conforme la poblacién humana alcanza una mayor expectativa de vida, la EA se
convierte en un reto de la medicina moderna (Castillo, Pefia 2015).

La esperanza de vida de una persona diagnosticada con EA puede variar entre 3 a 10
afos, la cual se puede reducir si el paciente supera los 70 afios 0 presenta algun tipo
de limitacién a nivel cognitivo y funcional (Zanetti, Solerte et al. 2009, Martinez, Rivera
et al. 2021). Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la EA se encuentra
entre las 10 principales causas de muerte en todo el mundo (Falcon 2020). Ademas,
ocasiona el 30% de las muertes en hombres mayores de 85 afios y 50% en mujeres de
esa misma edad (Jiménez, Martinez 2017, James, Bennett 2019).

La EA es una patologia compleja, por lo cual, hasta el momento, los tratamientos
disponibles son paliativos (Ovares, Parra et al. 2021, Schwartz, Barrocas et al. 2021).
Actualmente existen dos grupos de farmacos aprobados como tratamiento para la EA,
el antagonista de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) conocido como
memantina, y los inhibidores de la acetilcolinesterasa (ACHEI) como tacrina, donepezil,
rivastigmina y galantamina (Garcia Gutiérrez 2021) y mas recientemente el
aducanumab (Fillit and Green 2021), los cuales han sido aprobados por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) (Peralta
2021); sin embargo, los efectos adversos que presentan estos farmacos en pacientes
con EA limitan su efectividad, debido a que se tiene que ajustar la dosis hasta su
maxima tolerancia, ocasionando asi efectos secundarios como trastornos
gastrointestinales, alteraciones hepaticas, insomnio, sincope y bradicardia (Bautista
2020, Arrechea, Uriguen et al. 2021, Nguyen, Abraham et al. 2021).

Diversos estudios han determinan que la EA es mas prevalente en mujeres que en
hombres (Matthews, Arthur et al. 2013, Ferreiro Pantin 2020, Gil Luque 2020), lo que
puede deberse en gran medida a que las mujeres presentan mayor esperanza de vida
(Haeberer, Noguer et al. 2015, Bravo, Ayuso et al. 2021, Lluesma, Ruiz et al. 2021),
otra posible causa podria ser la reduccion de estrogenos en mujeres despues de la
menopausia (Martinez, Rivera et al. 2021, Moreno 2021); una vez que los estrégenos
ejercen efectos gendmicos pleiotropicos en el sistema nervioso central, los cuales
influyen en acciones neurotréficas en zonas fundamentales de la cognicién y la
memoria, encontrandose niveles de estrogenos mas bajos en mujeres con EA, en
comparacién con aquellas que no padecen la enfermedad (Martinez, Rivera et al.
2021).
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Considerando lo anterior, el estudio dio respuesta a la pregunta de investigacion. ¢Una
vez que la genisteina es incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica, sus
mecanismos de neuroproteccién estaran asociados a metabolitos generados durante
los procesos de biotransformacion? Y si es asi, entonces, ¢,como es el comportamiento
bioldgico y fisicoquimico de cada uno de estos metabolitos?

3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios el ser humano ha logrado aumentar su esperanza de vida, en parte,
gracias a los diferentes tratamientos farmacoldgicos frente a diversas enfermedades;
sin embargo, no se puede desconocer que el envejecimiento tiende a ser factor de
riesgo para el deterioro cognitivo, llevando paulatinamente a la pérdida de funciones
fisicas y mentales (Holmager, Thygesen et al. 2021, Niedermaier, Gredner et al. 2021).

La EA es una de las demencias con mayor prevalencia en la poblacién anciana, con
mayor incidencia en mujeres que en hombres (Donoso 2003, Orozco, Ortiz et al. 2018),
algunos estudios sugieren que esta condicibn puede deberse a la carencia de
estrogenos en mujeres posmenopausicas (Ghanbari, Akhlaghi 2018, Uddin, Rahman et
al. 2020, Zhou, Wu et al. 2020); no obstante, la terapia de reemplazo hormonal (TRH)
para tratar los sintomas propios de esta alteraciéon ha mostrado beneficios para la salud,
reduciendo enfermedades como las cardiovasculares, hepéticas y depresion; ademas,
muestra resultados positivos al prevenir efectos asociados a la EA (Espitia 2021,
Langer, Hodis et al. 2021, Ragaz, Shakeraneh et al. 2021); no obstante, la discusion
sobre los beneficios de la terapia hormonal aun es controversial.

La TRH consiste en administrar pequefias dosis de estrOgenos y progestinas para
controlar la sintomatologia propia de la menopausia (Peralta 2006, Pinkerton 2020) vy,
aunque este tipo de abordajes terapéuticos ha mostrado reducir los efectos de la EA
(Salas 2016), el uso de estrogenos de origen sintético puede estar asociado a la
proliferacion de distintos tipos de cancer en la mujer (Coppola, Nader et al. 2005, Salas
2016); una vez que los estrégenos actian uniéndose a sus receptores estrogénicos alfa
y beta (REa y REB), induciendo un efecto transcripcional, el cual sigue una via conocida
como elemento de respuesta estrogénica (ERE) (Salas 2016). El riesgo asociado a
cancer se debe a que los estrégenos desencadenan una mayor proliferacion celular, lo
cual puede generar errores en la replicacion gendmica, principalmente en tejidos con
alta capacidad proliferativa como tejido mamario, ovario y endometrio (Cendales, Silva
2011). Receptores estrogénicos como los alfa (REa) presentan una mayor expresion en
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el Utero, mama y riidn; mientras que, la beta (RER) lo hacen en tejido nervioso como
cerebro e hipdfisis (Cendales, Silva 2011).

Considerando lo anterior, se ha propuesto como alternativa el uso de estrégenos de
origen vegetal o fitoestrogenos (Goyal, Gupta et al. 2021), estos han demostrado
producir una proliferacion controlada en las células mamarias y pre cancerigenas,
ademas, de un efecto antioxidante y a su vez, se ha determinado que no existe
estimulacion de la actividad endotelial del Oxido Nitrico con propiedades
antitrombdéticas y anti escleréticas (Diaz, Munévar 2009). En mujeres menopausicas,
tienen actividad frente a los sintomas vasomotores y oleadas de calor, al actuar en la
reduccion de la temperatura corporal central como agonistas estrogénicos en el centro
termorregulador del hipotalamo (Cendales, Silva 2011); adicionalmente, se ha reportado
que los fitoestrégenos presentan mayor interaccion con los RER que con los REa (Diaz,
Méndez et al. 2020, Chavez, Ceballos et al. 2021, Martinez Diaz 2021).

Actualmente, el potencial terapéutico de las diferentes especies de flora es valorado por
toda la comunidad cientifica, por lo cual se ha realizado multiples tratamientos para
combatir enfermedades como cancer, Parkinson y VIH (Campos Bortolucci, Trettel et al.
2020, Feitoza, de Souza Terra et al. 2021). Los fitoquimicos provenientes de las plantas
proveen efectos benéficos para la salud humana al reducir la probabilidad de padecer
enfermedades cronicas como el cancer o a su vez ayudar a mitigar los efectos de estas
(Chacin, Acufia et al. 2013, Villacres, Segovia et al. 2020). Un ejemplo son los
carotenoides, flavonoides e indoles que reducen el estrés oxidativo, factor determinante
en la etiologia de multiples enfermedades (Waliszewski, Blasco 2010, Maguifia Alfaro,
Suarez et al. 2021).

Los fitoestrogenos se definen como cualquier sustancia de origen vegetal o metabolito
qgue induce la respuesta biolégica en vertebrados y puede imitar la acciéon de los
estrogenos (Davis, Dalais et al. 1999, Carranza 2021). Ademas, han demostrado sus
beneficios frente a las alteraciones de neurotransmisores lo que se expresa en una
mejoria notable en los cambios emocionales (Zarate, Hernandez et al. 2014). Entre los
fitoestrogenos mas estudiados estan las isoflavonas como la genisteina y daidzeina; las
cuales derivan principalmente de la soja (Frigo, de Barros et al. 2021, Gupta, Chen et
al. 2021). Estas fitohormonas presentan una alta similitud estructural con los estrégenos
humanos, lo que las convierte en estrategias atractivas para los investigadores,
destacdndose por ser una alternativa importante en el tratamiento de reemplazo
hormonal posmenopausia (Luduefia, Mastandrea et al. 2007, Sirotkin, Alwasel et al.
2021).
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La genisteina como fitoestrogeno ha demostrado mayor selectividad por el REB y poca
regulacion mediada por los REa (Bonilla 2004, Martinez Diaz 2021), lo que se traduce
en menor incidencia de efectos secundarios asociados a proliferacién carcinogénica
(Perez, Salazar et al. 2005). Considerando lo anterior, resulta una alternativa importante
en el tratamiento de reemplazo hormonal posmenopausia (Luduefia, Mastandrea et al.
2007, Sirotkin, Alwasel et al. 2021), inclusive para aquellas mujeres con predisposicion
para cancer. Adicionalmente, por estimular los REB se han planteado hipétesis como
reguladores de la neurodegeneracion y, por tanto, podria tener efecto protector frente a
la EA (Abreu, Armas et al. 2018); sin embargo, aun existe controversia respecto si la
genisteina alcanza o no la barrera hematoencefalica; y a la vez, si es sustrato o no de la
glicoproteina P (P-gp) (Luduefia, Mastandrea et al. 2007, Hassumi 2021). Algunos
investigadores han reportado que la genisteina atraviesa la barrera hematoencefalica
(Roqué, Sola et al. 2018, Chavez, Ceballos, Ramirez et al. 2021); sin embrago, estudios
recientes in silico sefialan incapacidad de la fitohormona para hacerlo (Castillo,
Palomino et al. 2020); por lo tanto, existe un vacio acerca de cdmo la genisteina ejerce
actividad biolégica como reguladora de la neurodegeneracion. Frente a esta
ambigiedad, se ha planteado que posiblemente los mecanismos de neuroproteccion
ejercidos por la genisteina estan dados por sus metabolitos.

Actualmente, uno de los enfoques que ha ayudado a los investigadores a determinar
vias metabdlicas y posibles efectos secundarios de diferentes compuestos o moléculas
con potencial farmacéutico son los analisis in silico, los cuales vienen siendo utilizados
con éxito para identificar y diseflar nuevos farmacos con afinidad hacia una diana
(L6pez, Santos et al. 2017, Herrera 2021). Esta metodologia de estudio esta basada en
la aplicacion y andlisis a traveés de herramientas de bioinformética utilizando diferentes
softwares, lo que permite disminuir costos, tiempo y a la vez, hacer una proyeccion de
hacia dénde puede ir guiada la investigacion; al mismo tiempo, permite una reduccion
en el uso de animales como modelos biolégicos, favoreciendo asi el desarrollo de
farmacos en un menor tiempo y otorgando mayor eficacia a los resultados obtenidos
(Saldivar, Prieto et al. 2017, Cabanillas, Risco et al. 2021, Pacheco Capcha, 2021). La
investigacion y desarrollo de farmacos a través de las vias tradicionales requiere
analizar por separado efectos y parametros como los ADME (absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecidn); sin embargo, los abordajes in silico facilitan evaluar
computacionalmente cada uno de estos eventos toxicodinamicos; de esta manera, los
modelos bioinformaticos son una alternativa valida en el desarrollo de farmacos y
actuan como complemento a los ensayos in vitro e in vivo (Lopez, Santos et al. 2017,
Ramirez Reyes 2019). Su aplicacion cobra importancia especialmente en la parte inicial
de los estudios, cuando se investiga numerosas estructuras quimicas con escasa
disponibilidad e informacion sobre su comportamiento biologico, disminuyendo asi la
fraccibn de fracaso relacionado con la farmacocinética en las fases clinicas (Hay,
Thomas et al. 2014, Wang, Xing et al. 2015, Daina, Michielin et al. 2017, Ramirez Reyes
2019, Pacheco Capcha 2021).
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Un factor clave para impulsar esta practica de investigacion a través de los abordajes in
silico fue la formulacién de la iniciativa “Toxicologia en el Siglo XXI (Tox 21)” la cual fue
lanzada en el 2008 en Estados Unidos y cuyo objetivo fue el desarrollo de métodos mas
rapidos y efectivos para la evaluacion a gran escala de la toxicidad, para identificar
sustancias quimicas que podrian potencialmente apuntar a diversas vias biolégicas
dentro del cuerpo humano, priorizando la implementacion de productos quimicos para
la investigacion de sus efectos toxicos, construir progresivamente modelos de toxicidad
y desarrollar ensayos que midan la respuesta bioldgica hacia estos productos quimicos
(Schmidt 2009, Banerjee, Siramshetty et al. 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior con este estudio se logré evaluar in silico la viabilidad
terapéutica de los metabolitos de la genisteina como posibles moduladores de la
enfermedad de Alzheimer, describiendo las vias biolégicas asociadas a su metabolismo
en humanos, analizando in silico las propiedades ADME de los metabolitos de la
genisteina e Identificando los principales descriptores de viabilidad terapéutica de los
metabolitos.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar in silico la viabilidad terapéutica de los metabolitos de la genisteina como
posibles moduladores de la enfermedad de Alzheimer.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las vias biologicas asociadas al metabolismo de la genisteina en
humanos.

e Analizar in silico las propiedades ADME de los metabolitos de la genisteina.

e Identificar los principales descriptores de viabilidad terapéutica de los metabolitos
de la genisteina.
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5. MARCO TEORICO

5.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La demencia tipo Alzheimer es una enfermedad progresiva que generalmente se
manifiesta con pérdida de memoria en sus estadios mas tempranos (Tomaru, Ito et al.
2021). El paciente muestra un deterioro progresivo de orden perceptivo, de lenguaje y
emocional (Lépez 2021, Vasconcelos, Oliveira et al. 2021). La EA genera un fuerte
impacto en la sociedad mundial debido a que hasta el momento no existe un
tratamiento que logre revertir en su totalidad sus efectos (Mir6 Fuentes 2021). Ademas,
es catalogada como el tipo de demencia mas frecuente en la poblacién anciana
(Martinez, Rivera et al. 2021, Salas 2021). La etiologia de la enfermedad es
desconocida y segun el rango de edad en el que aparece se puede clasificar como
precoz si se presenta antes de los 65 afios o en tardia si se presenta después de los 65
afos de edad. Ademas, se puede catalogar como enfermedad de Alzheimer de origen
familiar, si existe historial de esta demencia en la familia 0 en esporadica si no existe
(Romano, Nissen et al. 2007).

5.1.1. Etiologia de la Enfermedad de Alzheimer. La etiologia de la enfermedad es
desconocida, se cree que se produce por una combinacién entre susceptibilidad
genética y exposicion a factores ambientales y epigenéticos (Galende, Ortiz et al. 2017,
Serna, Osorio et al 2020), dandose una interaccion entre factores de riesgo y factores
protectores en un periodo prolongado de tiempo que genera un efecto diferente segun
la carga genética (Sperling, Aisen et al. 2011).

El 5% de los casos de la EA se presentan debido a antecedentes familiares y el 90% se
dan esporadicamente, siendo la edad el principal factor de riesgo; sin embargo, para
algunos autores los datos de antecedentes familiares son controversiales y para otros,
solo aumentaria escasamente el riesgo (Qiu, De Ronchi et al. 2007, Fontan 2012,
Serna, Osorio et al 2020). Por otra parte, estudios epidemiolégicos han demostrado la
existencia de otros factores de riesgo como bajo nivel de escolaridad, presencia del
alelo Apo4 de la lipoproteina E (ApoE) y el sexo femenino (Sperling, Aisen et al. 2011).

Los estudios sobre la EA no solo han establecido los factores de riesgo sino también los
factores protectores, principalmente los asociados al control de factores de riesgo
vascular como la hipertension arterial (HTA), diabetes y al estilo de vida como ejercicio,
interaccién social, actividad intelectual novedosa y una alimentacion mediterranea. Asi
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se ha establecido que el uso de algunos medicamentos como estatinas,
antiinflamatorios no esteroideos, estrégenos (en mujeres post-menopausicas) actian
como factor protector para el desarrollo de EA; sin embargo, no se han podido replicar
los resultados en ensayos clinicos controlados (Qiu, De Ronchi et al. 2007, Fontan
2012).

5.1.2. Patologia de la Enfermedad de Alzheimer. Existen dos lesiones
neuropatolégicas que definen el diagndstico de la EA, el primero de ellos es el depdsito
del péptido amiloide 42 (A2), la segunda lesion corresponde a la formacion de ovillos
neurofibrilares asociados a la fosforilacion de la proteina Tau Martinez, Rivera et al.
2021). El deposito de ARy, se caracteriza por la formacion extracelular de placas
amiloides (o placas seniles). ElI amiloide se genera por un clivaje anormal de una
proteina integral la Proteina Precursora de Amiloide (APP) (de Lange, Barth et al.
2020). Respecto a los ovillos neurofibrilares estos se forman por la hiperfosforilacion de
la proteina Tau, formando filamentos helicoidales pareados asociados a la ubiquitina,
reflejando asi la destruccibn de microtubulos y neurofilamentos, generando
posteriormente la muerte neuronal (Trullen 2007).

Por otra parte, la disminucién de la acetilcolina cortical es el punto de partida del
compromiso neuropatolégico precoz en el Nucleo Basal de Meynert, el cual es la
principal fuente de acetilcolina y se ubica entre los pedunculos cerebrales. Este hecho
fisiopatologico da el sustento racional para el uso de inhibidores de la
acetilcolinesterasa, enzima central como tratamiento (Fontan 2012, Vargas, Casales
2021).

5.2 TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL

La TRH hace referencia a la administracion de hormonas sintéticas como estrona,
estradiol, estr6genos conjugados quinos Yy tibolona o compuestos naturales como
fitoestrogenos con el fin de complementar los niveles de estrégenos circulantes en
mujeres quienes por su estado fisiolégico de déficit de la funcién ovarica conlleva a una
disminucién estrogénica sintomatica, caracteristico del periodo de la menopausia
(Cendales, Silva 2011, Edey, Rundle et al. 2018, de Jonge, de Kroon et al. 2021).

5.2.1 Fitoestrogenos. Los fitoestrogenos son compuestos no esteroides de origen
vegetal, biolégicamente activos, con diversas funciones en las plantas, tienen actividad
bactericida, quelante de metales, protectores de la radiacion ultravioleta y moduladores
del crecimiento y la diferenciacion. Su nombre deriva de la capacidad para ejercer
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actividad estrogénica en los animales y seres humanos (Sandoval, Cepeda et al. 2020).
La principal fuente de fitoestrogenos son las leguminosas, entre las que se destaca la
soja. La concentracion de estos compuestos en los vegetales depende de la ubicacion
geografica, las condiciones del cultivo y la época de la cosecha (Fukutake, Takahashi et
al. 1996).

La clasificacion de los fitoestrogenos estd relacionada con su estructura quimica,
encontrandose fitoestrogenos de tipo flavonoide, lignanos y derivados del resorcinol
(Sandoval, Cepeda et al. 2020). Dentro de los flavonoides, se encuentran las
isoflavonas, destacandose la genisteina y daidzeina, las cuales corresponden a los
fitoestrogenos con mayor bioactividad (Anselmo, Barrios et al. 2021). Estos
fitoestrogenos, se ingieren en forma de glucésidos y se hidrolizan por accién de la
enzima glucosa pirofosforilasa (UDP) producida por bacterias del tracto intestinal,
generando asi las agliconas las cuales se absorben rapidamente, favoreciendo su
conjugacion en el higado, distribucion sistémica y excrecion especialmente a través de
la orina 'y en menor medida en heces (Sandoval, Cepeda et al. 2020, Vazquez 2020).

El estrégeno humano 17 B-estradiol y las isoflavonas son compuestos anélogos, por lo
gue los fitoestrogenos tienen la capacidad de unirse a los receptores de estrégenos e
inducir acciones estrogénicas a través de vias gendmicas y no gendmicas (Gencel,
Benjamin et al. 2012, Alvarado, Erazo 2020). Ademas, algunos autores han encontrado
que los tres tipos de receptores de estrégenos, es decir, los citosdélicos nucleares (REa
y REB) y los acoplados a la proteina G (GPR30) participan en la accion biolégica de los
fitoestrégenos, estos ultimos, actian como moduladores selectivos del receptor de
estrogeno (SERM) generando respuestas antagonistas 0 agonistas estrogénicas. La
respuesta agonista estrogénica parece depender de la distribuciéon tisular de los
diferentes tipos de receptores estrogénicos, la afinidad por los receptores, las vias de
sefalizacion y los correguladores de la expresion génica reclutados intracelularmente;
sin embargo, la concentracién de un mismo fitoestrogeno en el medio extracelular
puede inducir acciones biologicas opuestas (Sanin, Gémez et al. 2010, Siow, Mann
2010).

5.3 BARRERA HEMATOENCEFALICA

A nivel cerebral la barrera entre sangre-liquido cefalorraquideo, denominada barrera
hematoencefalica (BHE) y la barrera entre liquido cefalorraquideo-sangre,
corresponden a las estructuras encargadas de proteger a las neuronas de sustancias
circulantes en el torrente sanguineo, de ayudar a mantener la homeostasis y a aportar
el medio necesario para el funcionamiento neuronal (Bernacki, Dobrowolska et al.
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2008). De estas barreras, la BHE se caracteriza por presentar la mayor superficie,
cuenta con aproximadamente 600 km de longitud y una superficie de 20m?, formando
un entramado capilar denso a través del parénquima (Reichel 2009, Dominguez,
Alvarez et al. 2014). La BHE se encarga de mantener la homeostasis en el
microambiente del Sistema Nervioso Central (SNC), logrando una permeabilidad
minima al agua y los solutos, también aisla y protege el tejido nervioso cerebral y
controla el paso de sustancias xenobioticas (Pardridge 2007). Esta barrera esta
conformada por endotelio microvascular, astrocitos, lamina basal, pericitos y neuronas y
conforman una unidad neurovascular completamente funcional (Delgado Minjares
2022). Las células endoteliales microvasculares cerebrales (CEMC) se encargan del
transporte de nutrientes, la sefializacion mediada por receptores y la osmorregulacion;
por otra parte, las demas células del endotelio no cuentan con fenestraciones y tienen
una cantidad minima de vesiculas de endocitosis. Por su parte, las CEMC se encargan
de impedir el paso de compuestos hidrofilicos, formando una barrera homogénea,
protegiendo asi al cerebro (Dominguez, Alvarez et al. 2014).

Todas las caracteristicas asociadas a la BHE se mantienen gracias a los procesos
astrocitarios, los cuales cubren los capilares cerebrales y ayudan a mantener la
integridad de la BHE sintetizando y secretando factores de crecimiento solubles
esenciales encargados de mantener su funcionamiento. Ademas, la interaccién entre
astrocitos y CEMC que incrementa las uniones estrechas de las células del endotelio y
genera un incremento en la densidad de astrocitos y sus factores de crecimiento; a esto
se le debe agregar la funcion de mantener la integridad estructural de la BHE, de la cual
se encargan los pericitos al ubicarse de manera perivascular y realizando
multifunciones contractiles en la proximidad a las células endoteliales (Dominguez,
Alvarez et al. 2014). Asi, la BHE no solo corresponde a una capa pasiva de células,
pues es considerada un complejo metabdlico activo que transporta solutos por via
transcelular haciendo uso de la difusidn pasiva, proteinas transportadoras, transcitosis
mediada por receptores o transportadores ABC (Dominguez, Alvarez et al. 2014), asi:

5.3.1. Difusién pasiva. La difusion pasiva se da bien entre células adyacentes por via
paracelular o a través de las células por via transcelular. Sin embargo, solo los solutos
capaces de penetrar a través de la membrana de la célula endotelial son capaces de
atravesar la BHE por difusion pasiva cuando las uniones estrechas bloguean la ruta
paracelular a través de la BHE (Dominguez, Alvarez et al. 2014).

5.3.2. Transporte mediado por proteinas transportadoras. Favorece la movilizacion
de pequefias moléculas hidrofilicas como los aminoéacidos o la glucosa (Dominguez,
Alvarez et al. 2014, Ortiz Gonzalez 2022).

21



5.3.3. Transcitosis mediada por receptores. A diferencia de las pequefias moléculas
gue son transportadas por proteinas, lo compuestos de alto peso molecular como
péptidos y proteinas son demasiado grandes para ser movilizados por estas mismas, es
por ello que para atravesar la BHE requieren de la transcitosis mediada por receptores;
tales receptores se encuentran dentro de vesiculas de clatrina formando endosomas
primarios que se transportan a los lisosomas donde se degradan y son especificos para
ciertos ligandos como la transferrina o la insulina (Dominguez, Alvarez et al. 2014).

5.3.4. Transportadores ABC. Son proteinas integrales de membrana, de las células
del endotelio, dentro de estos se encuentra la glicoproteina P (P-gp), proteinas
resistentes a multiples farmacos (MRP) y la proteina resistente al cancer de mama
(BCRP), las cuales se caracterizan por utilizar la energia de hidrdlisis del ATP para el
transporte contra gradiente de sustratos, cuentan con diversidad de estos mismos y su
gran influencia en la farmacocinética de los medicamentos, ademas de su funcién
principal en la proteccién frente a toxinas naturales o xenobioticos (Loscher, Potschka
2005).

5.4 GLICOPROTEINA P

La glicoproteina P (P-gp), es una glicoproteina de membrana con actividad ATPasa que
actia como una bomba multi especifica, actuando como una “puerta” que impide la
entrada de farmacos al cerebro, a pesar de ello, presenta una alta afinidad por una gran
variedad de sustratos dentro de los que se incluye medicamentos anticancerigenos,
antipsicéticos y antiepilépticos, agentes inmunosupresores, inhibidores de proteasas del
VIH, entre otros (Zhang, Schuetz et al. 2004, Dominguez, Alvarez et al. 2014, Stefany,
Yemima et al. 2020). La P-gp tiene un papel importante en la farmacocinética, limitando
el paso de numerosos farmacos a la BHE y la accién sobre sistema nervioso central
(Lanusse, et al. 2005).

5.5 ESTUDIOS IN SILICO PARA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

El desarrollo de farmacos es un proceso largo y laborioso que requiere de una alta
disponibilidad de tiempo y recursos, por lo cual era necesario implementar estrategias
gue ayuden a reducir el trabajo. Una alternativa eficiente son los estudios in silico, pues
basan su metodologia de estudio en la aplicacion y analisis a través de herramientas de
bioinforméatica utilizando diferentes softwares; reduciendo asi tiempo y dinero (L6pez,
Santos et al. 2017), ademas, sus resultados permiten proyectar la investigacion hacia
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los abordajes in vitro e in vivo; por esta razon, muchos investigadores han utilizado los
estudios in silico para seleccionar las moléculas de interés que se podrian sintetizar,
probar y promover, con el fin de ser adoptados como medicamentos eficaces en el
tratamiento de diferentes patologias, motivo por el cual, tales moléculas deben mostrar
una alta actividad bioldgica sumada a una baja toxicidad (Wang, Xing et al. 2015). En la
actualidad, se realiza una gran cantidad de proyectos de investigacion enfocados en el
tratamiento del cancer, Parkinson, VIH y Alzheimer, utilizando metodologias in silico en
los que se estudia una variedad de dianas biolégicas con multiples perfiles toxicolégicos
(Maziasz, Kadambi et al. 2010, Daina, Michielin et al. 2017, Herrera 2021, Cabanillas,
Risco et al. 2021).

Entre los factores importantes que ha motivado la implementacion de estudios in silico,
es la aplicacion de las 3R (reemplazar, reducir y refinar), permitiendo la evaluacion de
varios criterios de valoracion toxicologicos y la reduccién de la experimentacion en
modelos animales y el costo de estas, la comprension de la biologia y quimica de los
compuestos quimicos activos, que ha motivado un progreso considerable en las
legislaciones de la Unidn Europea y Norteamérica (Vedani, Smiesko 2009, Banerjee,
Siramshetty et al. 2016, Lépez, Santos et al. 2017).

6. ANTECEDENTES

La EA fue descrita por primera vez en 1906 por el neuropatélogo Alois Alzheimer, como
una enfermedad degenerativa progresiva, al observar el cerebro post mortem de una
paciente quien presentaba una rara demencia. Alzheimer descubrié alteraciones
anatomicas encontrando depésitos anormales (placas seniles) y una acumulacion de
estructuras fibrilares entrelazadas (ovillos neurofibrilares) (Martinez, Rivera et al. 2021).

J.A. Hardy, G.A. Higgins en el afio de 1992 propusieron la hipotesis de la toxicidad
amiloide, como posible causa de la enfermedad; esta hipotesis sugiere que la formacion
de depositos intra y extracelulares de la proteina ARz, que conforman las placas
seniles, provoca una neurotoxicidad directa de la proteina  amiloide dafando las
neuronas locales, ocasionando la pérdida de sinapsis y una disminucion de la
concentracion de diferentes neurotransmisores (Levy, Lahad, Bird et al. 1996).

Markesberry, en el 1997 asocia la hipotesis de radicales libres propuesta por Denham
Harman en el afio 1956, como la posible causa de la EA, la neurotoxicidad se da por
dafio oxidativo y el uso de antioxidantes pretende preservar el endotelio vascular
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(Markesbery 1997); a esto se suma los planteamientos de Heinze, en 1999 quien
expresa que, en personas inteligentes con altos niveles educativos, se da un
diagnéstico tardio, lo cual indica que los cerebros que han desarrollado un intenso
trabajo intelectual deben estar muy deteriorados antes de presentar los sintomas
demenciales debido a que las areas no afectadas compensan aquellas con pérdida
neuronal (Heinze 1999).

En el afilo 2004 Mahendra y Luchsinger en sus respectivos estudios reportaron que las
vitaminas B12, B6 y 4cido folico ayudan al mantenimiento de las funciones cognitivas
en los pacientes (Luchsinger, Mayeux 2004, Mahendra 2004). Esto se complementa
con lo expuesto por otros autores (Romano, Nissen et al. 2007) quienes reportan que
no existe un tratamiento que cure la enfermedad, por lo que los tratamientos
implementados son netamente paliativos, pues su funcién es disminuir el progreso de la
enfermedad, manejar los problemas de comportamiento, confusion y agitacion.

El primer farmaco comercializado fue un anticolinesterasico conocido como tacrina
(Romano, Nissen et al. 2007), sin embargo, su uso fue descontinuado debido a su alta
hepatotoxicidad (Pefia 2020). A pesar de ello, existen los farmacos donepezilo,
rivastigmina y galantamina, que presentan un perfil de eficacia similar al de la tacrina,
con efectos secundarios similares, pero con una administracion mas cémoda, es decir,
se administra una posologia menor en comparacién con la tacrina (Tamayo, Pérez et al.
2020). En contraste a los inhibidores colinérgicos, un medicamento glutamatérgico es la
memantina, la cual es recetada en estadios moderados y severos de la EA, la funciéon
de este farmaco es antagonizar los receptores NMDA (N-metilD-aspartato)
glutamatérgicos (Rodriguez, Guerra 1999, Romano, Nissen et al. 2007, Tamayo, Pérez
et al. 2020). En el afio 2021 fue sometido a revision el anticuerpo monoclonal especifico
para la fibrillas y oligdbmeros solubles de la proteina B-amiloide aducanumab, sin
embargo, el comité asesor citado por la FDA no recomendé su aprobacion (Fillit, Green
2021).

Adicionalmente, se han reportado resultados positivos respecto a las terapias de
reemplazo hormonal, las cuales tienen como obijetivo aliviar los sintomas comunes de
la menopausia y responder a los cambios biolégicos duraderos, como la disminucién de
la masa Osea, que resulta del deterioro de la concentracion de
las hormonas naturales estrégeno y progesterona en el cuerpo de una mujer durante la
menopausia y después de esta (Peralta 2006). De igual forma, se ha encontrado una
proteccion frente a la neurodegeneracion tipo Alzheimer (Chavez, Ceballos et al. 2021,
Martinez Diaz 2021).
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En 2020, Song y colaboradores han reportado que la terapia de reemplazo de
estrogenos (ERT) es un método de tratamiento comuan para el sindrome menopausico;
sin embargo, su valor terapéutico para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas
aun no esté claro (Song, Li et al. 2020). Investigaciones como las del Women’s Health
Initiative Memory Study (WHIMS) y el Women'’s health Initiative Study (WHI), reportaron
gue existe un aumento en el riesgo de padecer demencia y perdida cognitiva en
pacientes expuesto a la TRH (Levine, Sutton et al. 2008). A esto se suma estudios
como los de Lange (2020) quienes han reportado una relacion entre mayor exposicion a
hormonas sexuales y envejecimiento cerebral acelerado; indicando que una alta
exposicion a hormonas sexuales puede tener efectos adversos en el cerebro.
Interesantemente, la TRH mostro un envejecimiento menos evidente en mujeres con
riesgo genético para la EA (de Lange, Barth et al. 2020). En contraste, algunos estudios
ofrecen fundamentos cientificos y epidemioldgicos convincentes que permiten tener en
cuenta la TRH tanto para el tratamiento sintomatico como neuroprotector de las
enfermedades de Alzheimer y de Parkinson y la demencia asociada con VIH (Zhou, Wu
et al. 2020, Chéavez, Ceballos et al. 2021). Por lo tanto, comprender la relacion entre
estrogenos y la EA puede conducir a una mejor comprension de la patologia; y al
mismo tiempo, al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas como las basadas en
reemplazo hormonal.

Dados los resultados e hip6tesis obtenidas en diversos estudios sobre TRH, se ha
realizado también la actividad de los fitoestrégenos como una alternativa que permita
mejorar la calidad de vida de los pacientes con EA (Abreu, Armas et al. 2018). Ghanbari
y Akhlaghi en su articulo de revision (2020) denotaron las similitudes entre los
fitoestrégenos y el estrégeno, debido a su estructura de estradiol (Ghanbari Gohari,
Akhlaghi 2018, Song, Li et al. 2020), por lo que los fitoestrégenos también estimulan los
receptores de estrégenos de diversas formas, sobre todo RER (Diaz Diaz, Méndez Soto
et al. 2020), aumentando la supervivencia de las células cerebrales y previniendo la EA.
De acuerdo con los resultados obtenidos por diferentes autores, se ha demostrado que
aumentan el suministro de sangre al cerebro y promueven el reconocimiento y la
memoria; sumado a esto, las propiedades antioxidantes de los fitoestrogenos ayudan a
la prevencion de enfermedades neurodegenerativas (Castell6 Ruiz 2010, Abreu, Armas
et al. 2018, Chavez, Ceballos et al. 2021, Vasconcelos, da Rocha Oliveira et al. 2021).

Dentro de las fitohormonas de interés para el tratamiento de la EA, se destaca la
genisteina. En 2019, Pierzynowska y colaboradores descubrieron que una alta dosis de
genisteina condujo a la degradacion completa de la proteina (B-amiloide y Tau
hiperfosforilada en el cerebro, mientras que los experimentos con cultivos celulares
demostraron que estos efectos requieren estimulacion de autofagia, lo que nunca se
habia demostrado. Ademas, el comportamiento de las ratas con EA tratadas con altas
dosis de genisteina se corrigié por completo, es decir, no habia distincién frente a ratas
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sanas, esto se observé en todas las pruebas de comportamiento realizadas, llegando a
la conclusion de que el mecanismo dependiente de la autofagia es responsable de la
correccion de la EA mediada por genisteina cuando esta isoflavona se utiliza en dosis
altas (Pierzynowska, Podlacha et al. 2019).

Una de las Ilimitantes de las estrategias terapéuticas para enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, es la incapacidad de muchos farmacos para
atravesar la barrera hematoencefalica, (Olmo Martin 2020). Respecto a la genisteina
existe controversia, algunos autores como (Castillo, Tamarozzi et al. 2017) en un
estudio reciente a través de andlisis in silico ha demostrado que la genisteina no
atraveso la BHE, no obstante investigadores como Roqué Figuls, Chavez y Ceballos,
sugieren gue esta fitohormona atraviesa la barrera hematoencefélica (Roqué, Arnau et
al. 2018, Chéavez, Ceballos et al. 2021).

Considerando lo anterior, el potencial terapéutico de la genisteina es de interés para los
investigadores, estudios in silico como el reportado por Ren y colaboradores (2018)
evaluando los efectos inhibidores de la genisteina sobre la agregacion del péptido
amiloide-B (AR, asociado con la EA), amilina de los islotes humanos (hlAPP, asociada
con la diabetes tipo 2) y la neurotoxicidad inducida por AR y hIAPP; demostraron que la
genisteina tiene una fuerte capacidad para inhibir la transicion conformacional de los
monomeros AB y hIAPP a estructuras de hoja B, reduciendo asi la estructura final.
Adicionalmente, se demostré la capacidad de la genisteina para aumentar la viabilidad
celular, disminuir la apoptosis y reducir la fuga de la membrana celular, donde el efecto
de proteccién celular de la genisteina probablemente se correlacione con su fuga
reducida de la membrana (Ren, et al. 2018). Por su parte, las simulaciones de dinamica
molecular comparativa (Uddin, Rahman et al. 2020) revelaron que la genisteina prefiere
unirse al surco de la hoja 3, un motivo estructural comun de las fibrillas amiloides, de los
oligbmeros AB y hIAPP para interferir con su autoagregacion. A partir de tales
resultados, los autores demostraron por primera vez que la genisteina es un inhibidor
dual de la agregacién de AB y hlAPP y que una mayor optimizacion estructural y
refinamiento de la genisteina pueden generar una serie de inhibidores independientes
de secuencia eficaces contra la agregacion y toxicidad de diferentes péptidos amiloides
(Ren, Liu et al. 2018).
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7. METODOLOGIA

7.1 TIPO DE ESTUDIO: IN siLICO

7.2. OBTENCION DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

Los metabolitos para el estudio in silico fueron obtenidos a partir de una revision
bibliografica sobre las vias metabodlicas de la genisteina. Se utilizo los farmacos
aprobados por la FDA tacrina y galantamina, como control debido a su neuroproteccion.

7.3. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Para evaluar las propiedades fisicoquimicas de cada metabolito primero fue necesario
acceder al banco de estructuras quimicas PubChem que es una base de datos quimica
publica y gratuita que proporciona informacion sobre las propiedades de sustancias
quimicas, incluyendo compuestos organicos, compuestos inorganicos y biolégicos. La
cual se encuentra disponible en linea (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) con la
finalidad de obtener los SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System), que es
una representacion textual compacta de la estructura quimica de una molécula,
permitiendo representar las estructuras quimicas de manera concisa, utilizar para
realizar busquedas en bases de datos, comparar moléculas, predecir propiedades
quimicas y realizar analisis computacionales.

Una vez obtenido el SMILE de cada metabolito se procede a ingresar este codigo al
software SwissADME el cual se encuentra de forma gratuita y libre en la web
(http://www.swissadme.ch/index.php) y permitié calcular diferentes descriptores
fisicoquimicos como: peso molecular (MW), refractividad molecular (MR), tipos de
atomos especificos y area topolégica de superficie polar (TPSA). La lipofilicidad fue
evaluada por medio de cinco modelos predictivos alternativos (XLOGP, WLOGP,
MLOGP, iLOGP) junto con un consenso de la estimacion del LogP basado en los
valores promedio de los diferentes parametros computacionales (Daina, Michielin et al.
2017). Ya que esta herramienta utiliza algoritmos y modelos computacionales basados
en datos experimentales para predecir diversas propiedades farmacocinéticas de los
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compuestos. SwissADME describe las propiedades fisicoquimicas realizando los
calculos de su programecion:

Peso Molecular (MW): El peso molecular se calcula sumando las masas atémicas de
todos los &tomos presentes en la molécula. SwissADME utiliza una base de datos de
masas atomicas y realiza la suma correspondiente para obtener el peso molecular del
compuesto (Daina, Michielin et al. 2017).

Refractividad Molecular (MR): La refractividad molecular es una medida de la
capacidad de una molécula para desviar la luz. El software utiliza un modelo basado en
contribuciones de grupos funcionales y atomos para calcular la refractividad molecular.
Este modelo considera la composicion quimica y la conectividad de la molécula para
estimar esta propiedad (Daina, Michielin et al. 2017).

Tipos de atomos especificos: SwissADME utiliza informacion sobre los &atomos
presentes en la molécula y su conectividad para identificar y contar los diferentes tipos
de atomos especificos, como carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno, entre otros
(Daina, Michielin et al. 2017).

Area Topologica de Superficie Polar (TPSA): La TPSA es una medida de la
superficie polar expuesta de una molécula. SwissADME utiliza un algoritmo basado en
el método de fragmentos para calcular la TPSA. Este método divide la molécula en
fragmentos mas pequefios y calcula la contribucion de cada fragmento a la superficie
polar expuesta total (Daina, Michielin et al. 2017).

Asi mismo la lipofilicidad, evalia utilizando cinco modelos predictivos alternativos:
XLOGP, WLOGP, MLOGP, iLOGP, junto con un consenso de la estimacion del LogP
basado en los valores promedio de los diferentes parametros computacionales. Estos
modelos se basan en diferentes enfoques tedricos y consideran factores como la
estructura molecular, la solubilidad en agua y la distribucion de carga eléctrica para
predecir el coeficiente de particion octanol-agua (LogP), que es una medida de la
lipofilicidad de un compuesto (Daina, Michielin et al. 2017).

5.3.1. Propiedades ADME. El analisis farmacocinético ADME (Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecion) se utilizd6 para estimar pardmetros como: absorcion
gastrointestinal, flujo mediado por la glicoproteina P y habilidad para penetrar la BHE,
adicionalmente, se analizd si los metabolitos son sustrato o no de una bateria de
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isoformas del citocromo P450 (CYP), para ejecutar este objetivo la herramienta
SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php) hace uso de un robusto vector
basado en aprendizaje de maquinas (Daina and Zoete 2016, Daina, Michielin et al.
2017).

5.3.2. Estimacién del comportamiento como farmaco. Se utilizé filtros farmacéuticos
como Lipinski (Pfizer), Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) y Muegge
(Bayer). Ademas, fueron calculados los scores de biodisponibilidad (Daina, Michielin et
al. 2017). Adicionalmente, se evaluaron los parametros de genotoxicidad, citotoxicidad,
mutagenotoxicidad, carcinogenicidad, inmunotoxicidad e interaccion con receptores
estrogénicos y androgénicos a través del servidor Protox Il el cual se encuentra de
forma gratuita en linea (https://tox-new.charite.de/protox_II/)

Finalmente, para predecir el comportamiento cardiotéxico de cada metabolito de la
genisteina y su interaccion con la proteina hERG, se utilizo el servidor Pred-hERG el
cual se encuentra de forma gratuita en linea (http://predherg.labmol.com.br/).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 METABOLISMO DE LA GENISTEINA.

La genisteina es una isoflavona, es decir un fitoestrogeno, la cual al presentar una
estructura similar a la de los esteroides estrogénicos desempefia un papel importante
en el cuerpo humano, mostrando beneficios para la salud; por ejemplo, al demostrar su
capacidad para inhibir la proliferacién de células mutagénicas (Hernandez 2020).

El metabolismo de la genisteina parece ser similar tanto en animales como en humanos
(Setchell, Adlercreutz, 1988; Cancelo Hidalgo, 2018; Cala, Calvifio, 2021). En humanos,
tras la administracion de isoflavonas, la actividad enzimatica del intestino y de la flora
intestinal hidrolizan los glicésidos o gliconas (Rowland, 2012), dentro de las cuales se
encuentran las gliconas activas genistina y biochanina A, que al ser absorbidas en el
intestino, son transportadas a través de la sangre a 6rganos diana donde se encuentran
receptores estrogénicos, ademas de llegar al higado, donde producen una series de
reacciones asociados a la hidroxilacion, conjugacion, glucoronizacion, 4'-O-
desmetilacién y sulfatacion (Tolleson et al., 2002; Gonzalez, Duran, 2014). Tanto la
genistina como la biochanina A van a ser en parte, excretadas por la bilis al intestino
para ser reabsorbidos a la circulacidon sanguinea y posteriormente distribuidos a todos
los tejidos del organismo por la circulacion enterohepatica (Semeniuk 2022). En el
intestino, las enzimas bacterianas hidrolizan los glucorénidos y los éster sulfatos
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provocando el inicio de un nuevo ciclo entérico de absorcion (Gonzalez, Duran, 2014)
generando que la flora del intestino distal metabolice las agliconas transformando la
biochanina A en genisteina (Julia, et al. 2008).

La genisteina se debe hidrogenizar para convertirse en dihidrogenisteina y asi facilitar
su posterior absorcion en el colon, transportandose a los REB que inducen al elemento
de respuesta estrogenica (ERE) (Cendales, Silva, 2011; Salas, 2016). En el tracto
digestivo, la genisteina se transforma en p-etilfenol (esquema 1), que es una estructura
hormonalmente inerte (Axelson, Setchell, 1980; Axelson et al., 1984).

La dihidrogenisteina, en el cuerpo humano es biotransformada en 5-hidroxi-equol (5-
OH-equol) y 6'-hidroxi O demetilangolensina (6-OH-DMA) (Kwak, Park et al. 2009). En
el caso de ratones, se reporta el metabolito p-etilfenol por la microflora coldénica
(esquema 1) (Mallench, 2018).

Otra de las rutas asociadas al metabolismo de la genisteina, es la via de la Fase | del
metabolismo, en la cual interviene el Citocromo P450 (CYP450). Bajo la influencia de
los CYP450, la genisteina, una vez ingerida, en el higado puede ser biotransformada en
los metabolitos hidroxilados  6-hidroxigenisteina,  8-hidroxigenisteina vy 3
hidroxigenisteina u orobol (esquema. 1) (Roberts-Kirchhoff, Crowley et al. 1999). En
ratones, el orobol se obtiene como producto de la metabolizacién por el microbiota
intestinal tras la hidroxilacién intracelular de la genisteina (Preedy, 2013, Wang, Chen et
al. 2016).
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Esquema 1. Biotransformaciéon de la genisteina. A) Tras la administracion de isoflavonas, la
actividad enzimética del intestino y de la flora intestinal hidrolizan los glicosidos o gliconas
dentro de las cuales se encuentran las gliconas activas genistina y biochanina A, cuya
hidrogenizacion y absorcion en el colon producen p-etilfenol. B) Biotransformacion de DGEN en
6’-OH-DMA y 5-OH-equol por accién de microbiota intestinal y el citocromo P450. C)
Biotransformacion de GEN en orobol por accion de microbiota intestinal y el citocromo P450. D-
E) aductos de mono-MGO producidos por el atrapamiento de MGO. Modificado de (Wang, et al.
2016).

Considerando el metabolismo de la genisteina y los metabolitos resultantes de las
diferentes vias de transformacion por las que esta isoflavona se puede degradar, la
tabla 1 muestra los principales metabolitos seleccionados para el analisis in silico, los
cuales se han elegido considerando la revision bibliografica de las rutas de
biotransformacion de la genisteina tanto en humanos como en ratones. En la figura 1 se
muestra la estructura de los metabolitos que se seleccionaron.

31



TABLA 1. METABOLITOS DE LA GENISTEINA RESULTADO DE SU BIOTRANSFORMACION EN HUMANOS Y EN RATONES.

Metabolito Formula SMILE

p-etilfenol C8H100 CCclcce(ccl)O

6- hidroxigenisteina C15H1006 Oclccce(cel)clcoc2c(c1=0)c(O)cc(c20)0

8- hidroxigenisteina C15H1006 Oclccc(cecl)clcoc2ce(c1=0)c(O)cc(c20)0

3'- hidroxigenisteina C15H1006 Oclcc(O)c2c(cl)occ(c2=0)clcece(c(cl)0)O
Dihidrogenisteina C15H1205 Oclcee(cecl)C1COc2c(C1=0)c(0O)cc(c2)O
5-hidroxi-equol C15H1404 Oclccce(cel)[C@H]1COc2¢(C1)c(O)cce(c2)0
6'-hidroxi O demetilangolensina C15H1405 Oclcee(ccl)C(C(=0)cle(O)ec(cclO)0)C
Tacrina C13H14N2 Nc1c2CCCCc2nc2clccec2

Galantamina C17H21INO3 COclccec2c3c10C1C3(CCN(C2)C)C=CC(C1)0

Genisteina 6-Hidroxi GEN 8-Hidroxi GEN 3’-Hidroxi GEN
HL I
HO : HO
N ‘:H . . T N . oW
p-etilfenal 5-Hidroxi-equol Dihidrogenisteina 6'"-hidroxi O
ne demetilangolensina
N, N
X
. ;” - 0@
NH, J ~o” ‘

CH,

Tacrina Galantamina

Figura 1. Formula estructural de los metabolitos de la genisteina. Tomado de del banco
de estructuras quimicas PubChem.
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8.2. BIODISPONIBILIDAD ORAL DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

La biodisponibilidad oral hace referencia al porcentaje de farmaco que llega a la
circulacién sistémica, dado que al administrar un farmaco por via oral gran parte de este
se pierde en forma insoluble y otra parte serd metabolizada en el intestino e higado y
solo una fraccién ingresa a la via sanguinea, siendo la cantidad de farmaco que ejerce
efecto (Santiesteban Ibarguen 2022).

Utilizando el software SwissADME se obtuvo los datos para predecir la biodisponibilidad
oral de un compuesto o metabolito. Como se evidencia en la tabla 2, para predecir la
biodisponibilidad oral de un compuesto o metabolito se consideraron los siguientes
criterios: peso molecular (MW), refractividad molar (MR), niumero de enlaces giratorios,
fraccion de carbonos en la hibridacion sp (Csp3) y el area topoldgica polar (TPSA).
Estas propiedades también son observadas a través del radar de biodisponibilidad que
es una evaluacion rapida de la semejanza del metabolito o molécula con un farmaco.
En la figura 2 se muestra el radar de biodisponibilidad, en el que se representa un area
rosa, dentro de la cual la molécula tiene que estar contenida segun el rango establecido
para cada parametro fisicoquimico, con el fin de que se considere similar a una droga.

TABLA 2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

Metabolito MW (g/mol) MR Enlaces giratorios Logs  Fraccion Csp3 TPSA
p-etilfenol 122.16 38.24 1 -2.57 0.25 20.23 A2
6- hidroxi GEN 286.24 76.01 1 -3.82 0.00 111.13 A2
8- hidroxi GEN 286.24 76.01 1 -3.82 0.00 111.13 A2
3'-hidroxi GEN 286.24 76.01 1 -3.82 0.00 111.13 A2
Dihidrogenisteina 272.25 71.57 1 -3.42 0.13 86.99 A2
5-hidroxi-equol 258.27 71.15 1 -3.53 0.20 69.92 A2
6'-hidroxi O demetilangolensina 274.27 74.02 3 -3.00 0.13 97.99 A2
Tacrina 198.26 63.58 0 -4.46 0.31 38.91 A2
Galantamina 287.35 84.05 1 -2.96 0.53 41.93 A2

Peso molecular (MW), refractividad molar (MR), nimero de enlaces giratorios, fraccion de
carbonos en la hibridacion sp (Fraccion Csp3), area topologica polar (TPSA).
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Figura 2. Radar de biodisponibilidad de: A) 6-hidroxigenisteina. B) 8- hidroxigenisteina.
C) 3'-hidroxigenisteina. D) p-etilfenol. E) dihydrogenisteina. F) 5- hidroxi-equol. G) 6'-
hidroxi O demetilangolensina. Permite evaluar la lipofilicidad, el tamafo, polaridad,
solubilidad, saturacion y flexibilidad. El radar de biodisponibilidad se representa con un
area rosa en la que el grafico de la molécula tiene que estar contenido por completo
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segun el rango establecido para cada parametro fisicoquimico, con el fin de que se
considere similar a una droga.

8.2.1. Tamafio o peso molecular (MW). Para el célculo de esta medida a través del
servidor SwissADME se considera que el peso molecular (MW) de las moléculas a
evaluar oscile entre 150 y 500 g/mol (Daina, et al. 2017). Este valor otorga una
caracteristica distintiva a las moléculas de interés, al facilitar su transporte a través de
las membranas y afectando el ingreso de aquellas con una mayor magnitud molecular
(Correa Sanchez 2021; Del-Nero 2020).

En el caso de los metabolitos estudiados se puede evidenciar que, para este parametro,
el p-etilfenol es el Unico metabolito que no cumplen la condicion, presentando un MW
de (122. 16 g/mol). Sin embargo, esta condicidon no limita el transporte a través de
membranas de p-etilfenol. Por otra parte, la galantamina es la que presenta el mayor
peso molecular (287.35 g/mol) (tabla 2). En este estudio la galantamina es utilizada
como molécula de control por ser un farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento
de EA (Peralta 2021).

8.2.2. Flexibilidad. Es aquella caracteristica que le permite a las moléculas cambiar su
forma en los diferentes procesos bioldgicos. Para predecir este parametro en el analisis
in silico el metabolito no debe tener mas de 9 enlaces giratorios (Daina, et al. 2017).
Segun los datos obtenidos en SwissADME se evidencia que todos los metabolitos
presentan un alto grado de flexibilidad, dado que presentan menos de 9 enlaces
giratorios, siendo el metabolito 6'-hidroxi O demetilangolensina el que presenta mayor
namero de enlaces (3). (tabla 2).

8.2.3. Solubilidad (logS). Es una propiedad que influye en la absorcion, debido a que
un farmaco debe presentar un grado alto de solubilidad en agua para otorgar la
cantidad suficiente del principio activo, lo que permite establecer la concentracion de la
dosis necesaria (Savjani, et al. 2012).

Dentro de los andlisis in silico la solubilidad de una molécula, se representa por la
escala de Log S, donde una molécula es insoluble cuando es menor a —-10, pobre
cuando es menor a —6, moderadamente soluble cuando es menor a —4, soluble cuando
es menor a -2, muy soluble cuando es menor a 0 y altamente soluble cuando es mayor
a 0 (Daina, et al. 2017). Los datos obtenidos muestran que los metabolitos estudiados
son solubles ya que los valores de LogS se encuentran entre -2.57 para p-etilfenol,
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hasta -3.82 para 8- hidroxigenisteina (tabla 2) por lo cual, al considerar este parametro
los metabolitos de la genisteina estudiados presentarian buena absorcion.

8.2.4. Saturacion (fraccion Csp3). Para calcular la saturacion del metabolito se
requiere conocer la relacion entre los sp de carbonos hibridados y el ndmero total de
carbonos de dicha molécula (fraccion Csp3), en este caso utilizando SwissADME la
fraccion Csp3 debe ser mayor o igual a 0,25 (Daina, et al. 2017). De acuerdo con los
datos obtenidos se observa que el metabolito p-etilfenol es el Unico que cumple con
esta condicion ya que su fraccion Csp3 es 0.25 (tabla 2) y como se evidencia en el
radar de biodisponibilidad en el literal de instauracion p-etilfenol se encuentra contenido
dentro del &rea rosa (figura 2).

8.2.5. Polaridad. Para el célculo de la polaridad se requiere que los metabolitos
presenten un area de superficie polar (TPSA) entre 20 A2y 130 A2 (Daina, et al. 2017).
Este pardmetro esta relacionado con el area de superficie polar molecular (PSA) que
representa la superficie de los &tomos polares, describiendo la correlacion con el
transporte molecular pasivo a través de las membranas, prediciendo asi las
propiedades de transporte de los metabolitos (Choque, Nogales 2019). En cuanto a
este parametro se encontr6 que todos los metabolitos analizados cumplen con lo
requerido, dado que su TPSA va desde 20,23 A2 para el p-etilfenol hasta 111.13 A2 para
6- hidroxigenisteina, 8- hidroxigenisteina y 3'-hidroxigenisteina respectivamente (tabla
2). Al considerar estas propiedades, los metabolitos se encuentran dentro del radar de
biodisponibilidad (figura 2) lo que permite inferir su facilidad para el transporte pasivo a
través de membranas.

Adicionalmente, otro parametro a ser considerado en la identificacion de potenciales
farmacoldgicos, es la lipofilicidad, la cual hace referencia al volumen de distribucion de
los farmacos, dado que una alta lipofilicidad indica buena difusibn a través de
membranas y la difusion de dichas moléculas en el medio intracelular (Mobili, Enrique
2019). Este valor representa el calculo de XLOGP3, cuyo analisis in silico debe
representar valores entre -0,7 a 6,0 (Daina, et al. 2017). Los metabolitos analizados se
encuentran dentro de los valores de referencia para XLOGP3 (tabla 3), siendo 6'-hidroxi
O demetilangolensina el que presenta el menor valor de lipofilicidad con un valor de
2.90. Por otro lado, el radar de biodisponibilidad (figura 2) indica que todos los
metabolitos se encuentran dentro del area de lipofilicidad, mostrando asi su afinidad a
un ambiente lipofilico, lo que facilitaria una buena difusion a través de membranas.
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TABLA 3. EVALUACION DE LIPOFILICIDAD DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

Metabolito iLOGP XLOGP3 WLOGP MLOGP Consenso logP
p-etilfenol 1.72 2.58 1.95 2.14 2.11
6- hidroxigenisteina 2.06 2.31 2.28 -0.03 1.73
8- hidroxigenisteina 1.67 231 2.28 -0.03 1.65
3'- hidroxigenisteina 1.86 2.53 2.28 -0.03 1.73
Dihidrogenisteina 1.74 2.56 2.16 0.71 1.85
5-hidroxi-equol 1.81 2.61 2.51 1.62 2.19
6'-hidroxi O demetilangolensina 1.43 2.90 2.50 1.10 1.99
Tacrina 2.09 2.71 2,7 2.33 2.59
Galantamina 2.64 1.84 1.32 1.74 191

8.3. FARMACOCINETICA.

La farmacocinética es la relacion que se establece entre el farmaco y el paciente e
incluye los procesos de absorcion, digestion, metabolismo y excrecion (ADME) que, en
su conjunto, determinan una curva de concentracion-tiempo permitiendo determinar la
efectividad de un posible farmaco, asi como su dosificacion (Beltran 2004). La tabla 4,
muestra las propiedades farmacocinéticas como absorcion gastrointestinal pasiva (HIA),
posibilidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), sustratos de la
glicoproteina P (P-gp), el coeficiente de permeabilidad de la piel (Kp), asi como su
interaccién con el citocromo P450 (CYP450).
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TABLA 4. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

Metabolito HIA  BHE P-gp kpcm/s CYP450

CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

p-etilfenol Alto  Si No -5,21 Si No No No No
6-hidroxigenisteina Alto  No No -6,41 Si No No Si Si
8-hidroxigenisteina Alto  No No -6,41 Si No No Si Si
3'- hidroxigenisteina Alto No No -6,25 Si No No Si Si
Dihidrogenisteina Alto  No No -6,14 Si No No No Si
5-hidroxi-equol Alto Si Si -6,02 Si No No Si No
6’-hidroxi O demetilangolensina Alto  No No -5,91 Si No No No Si
Tacrina Alto  Si Si -5,59 Si No No No Si
Galantamina Alto  Si Si -6,75 No No No Si No

Se analiza la absorcién gastrointestinal pasiva (HIA), la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE), sustrato de la glicoproteina P (P-gp), coeficiente de permeabilidad de
la piel (Kp), interaccion de las moléculas con el citocromo P450 (CYP450).

La absorcion gastrointestinal pasiva (HIA) y el acceso a la barrera hematoencefalica
(BHE), se basa en dos descriptores fisicoquimicos (WLOGP y TPSA), para lipofilicidad y
polaridad aparente (Daina, et al. 2017). Por su parte, para predecir el coeficiente de
permeabilidad de la piel (Kp) se establece que Kp debe tener una relacioén lineal con el
MW vy la lipofilicidad (Potts, Guy 1992). Se ha determinado que entre mas negativo sea
el valor de log Kp menos permeable a la piel es la molécula (Daina, et al. 2017).

Segun los resultados obtenidos y como se evidencia en la tabla 4, todos los metabolitos
estudiados presentan una alta absorcion gastrointestinal. Sin embargo, los metabolitos
p-tilfenol y 5-hidroxi-equol son los Unicos que muestran capacidad para atravesar la
BHE. Para la permeabilidad se evidencia que los metabolitos tendran baja
permeabilidad por la piel ya que los valores de log Kp son negativos, siendo el 3'-
hidroxigenistina quien presenta el valor mas bajo (-6,25). Por lo cual es el metabolito
gue presenta menor permeabilidad por la piel.

Por otra parte, es importante destacar que el andlisis de la interaccion de las moléculas
con CYP450 es un factor clave dentro de la farmacocinética. Las enzimas del CPY450
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por oxidacion son capaces de modificar la estructura quimica de diferentes farmacos, al
convertirlos en compuestos mas solubles y asi logran ser excretados a través del rifion
(Rodriguez, Guerra 2014). Existen mas de 50 enzimas de CYP450 de las cuales se
destacan CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4; estos son capaces de
metabolizar el 90% de los farmacos (Morales-Olivas and Estafi 2006; Quifiones, et al.
2008; Wielandt, et al. 2022). Entre los CYP450, CYP3A4 metaboliza mas del 50% de
farmacos que se utiliza en seres humanos (Verstuyft, et al. 2022).

Existen polimorfismos hereditarios de estos CYP450 lo cual genera diferentes
respuestas a farmacos, que pueden ser sustratos, inhibidores o inductores de los
CYP450 (Trujillo, Martinez, et al. 2021). Las moléculas que son sustrato y entran en
contacto con CYP450 seran metabolizadas, las inductoras aceleran el metabolismo de
otros farmacos y aquellas que son inhibidoras, bloguean o restringen la actividad de los
CYP450 (Osorio, et al. 2019).

Segun los resultados, p-etilfenol y 5-hidroxi-equol interactian con CYP1A2 (tabla 4) por
lo cual no deben ser administrados con medicamentos metabolizados por la misma
enzima del citocromo, por ejemplo, con pacientes que se encuentran en tratamiento con
Ciprofloxacina, Fluvoxamina, Furafilina, a-Naptoflavona (Tsoutsoulopoulos, et al. 2020).
En este mismo sentido, 5-hidroxi-equol al igual que los farmacos Ajmalicina, Celecoxib,
Corinantina, actia como inhibidor de CYP2D6 (Montero, Vasconcelos 2022).

Otro mecanismo que permite el andlisis rapido de factores farmacocinéticos de
diferentes metabolitos o moléculas y que es complementario a la prediccion
farmacocinética es el diagrama BOILED-Egg. Se trata de un método grafico intuitivo
gue analiza la absorcion gastrointestinal pasiva (HIA) y la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE), a partir de los valores de WLOGP y TPSA, para lipofilicidad y
polaridad aparente (Daina, et al. 2017). En la figura 4, se observa el diagrama BOILED-
Egg donde la parte amarilla representa una “yema de huevo” que predice el ingreso de
moléculas a través de la BHE al cerebro, y la parte blanca representa la “clara de
huevo”, indicando el ingreso de moléculas a través de la barrera gastrica (Daina, et al.
2017). Por su parte el espacio gris mostrara las moléculas con baja absorcion y paso
limitado al cerebro (Daina, et al. 2017).

Uno de los valores de interés de este grafico estd dado por el analisis de compuestos
gue son sustrato o no sustrato de la glicoproteina de permeabilidad (P-gp), el cual es un
mecanismo de proteccion del sistema nervioso central (SNC) que funciona como una
bomba multi especifica, actuando como una “puerta” que impide el ingreso de
sustancias xenobidticas (Szakacs, et al. 2008). Las moléculas que son sustrato de P-gp
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y que logran permear la BHE son expulsadas limitando su accion. Cuando una
molécula es sustrato se representa con un punto de color azul, de lo contrario se
representa de color rojo (Daina, et al. 2017).
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Figura 3. diagrama BOILED-Egg. La parte amarilla representa una “yema de huevo’
gue predice el ingreso de moléculas a través de la BHE y la parte blanca representa la
“clara de huevo”, prediciendo el ingreso de moléculas a través de la barrera gastrica.

En la figura 4 se observan los metabolitos p-etilfenol, 5-hidroxi-equol y 6-
hidroxigenisteina junto a los farmacos para tratamiento de EA tacrina y galantamina.
Los datos obtenidos muestran como 5-hidroxi-equol al igual que la tacrina y la
galantamina son sustrato de la P-gp lo que genera su expulsion y excrecion de la BHE
limitando su accién y en contraste requiere una alta dosificacion. Por su parte, el
metabolito p-etilfenol no solo atraviesa la BHE, sino que este no es sustrato de la P-gp
favoreciendo su permanencia y accion dentro de SNC, demostrando asi su posible
potencial farmacologico y capacidad neuroprotectora frente a EA. Sin embargo,
estudios tanto in silico como in vitro son necesarios, por ejemplo, evaluar efecto
antioxidante, anti genotoxico antinflamatorio y como inhibidor del COA vy
Butirilconinesteraza, entre otras vias asociadas a la neuro proteccion frente a EA.
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8.4. CARACTERISTICAS DRUGLIKENESS (SEMEJANZA CON FARMACOS).

La semejanza con farmacos hace referencia a compuestos activos por via oral para
definir rangos fisicoquimicos de alta probabilidad de ser un farmaco oral y esta
determinada a partir de la llamada regla de cinco de Lipinski quien delineé la relacion
entre los parametros farmacocinéticos y fisicoquimicos (Daina, et al. 2017). Para
evaluar la semejanza con farmacos se requiere conocer su biodisponibilidad oral. El
programa SwissADME relaciona este parametro a partir de diferentes reglas (Tabla 5)
que dan a conocer las propiedades de una molécula como farmaco, para ello se
implementan los andlisis realizados por importantes compafias farmacéuticas para
reafirmar la calidad del producto entre los que destacan los métodos de Ghose
(Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) y Muegge (Bayer), Lipinski (Pfizer); este
altimo corresponde al filtro mas importante y destacado dado que es considerado
pionero en andlisis de la semejanza como farmaco de diferentes moléculas de interés
(llieva, et al. 2018).

En cuanto a la biodisponibilidad, corresponde al parametro que predice que una
molécula tenga al menos un 10% de disponibilidad oral en ratas. Este dato se obtiene a
partir de la relacién entre TPSA vy los filtros de Lipinski, en la cual se define cuatro
grupos de compuestos con probabilidades del 85 % de biodisponibilidad si el area de
superficie polar (PSA) es menor o igual 75 A2 al 56 % si PSA es mayor a 75 A%y
menor a 150 A% y al 11 % si el PSA es mayor o igual a 150 A ?(Martin 2005). En este
sentido se encontré que la biodisponibilidad de p-etilfenol y 5-hidroxi-equol es de 85%
segun los valores de TPSA en relacion a los filtros de Lipinski (tabla 2).

TABLA 5. DRUGLIKENESS DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA.

Metabolito Lipinski Ghose Veber Egan Muegge Biodisponibilidad
p-etilfenol Si No Si Si No 0,55
6- hidroxi GEN Si Si Si Si Si 0,55
8- hidroxi GEN Si Si Si Si Si 0,55
3'-hidroxi GEN Si Si Si Si Si 0,55
Dihidrogenisteina Si Si Si Si Si 0,55
5-hidroxi-equol Si Si Si Si Si 0,55
6'-hidroxi O Si Si Si Si Si 0,55

demetilangolensin
a

Segun los datos obtenidos p-etilfenol no cumple con los criterios de Ghose y Muegge
(tabla 5). Sin embargo, cumple con los parametros establecidos por Veber, Egan y
Lipinski, por lo cual, teniendo en cuenta que la regla de 5 de Lipinski es una de las mas
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importantes para la seleccion de un farmaco se puede determinar que el p-etilfenol
constituye una linea base en la produccion de farmacos.
8.5. TOXICIDAD.

Para determinar la toxicidad de los metabolitos de la genisteina se utiliz6 como
herramienta el software ProTox Il, el cual predice la toxicidad oral en roedores a partir
de un analisis de similitud entre compuestos con efectos téxicos conocidos con los
compuestos a analizar, determinando asi su dosis letal 50 (LD50), incorporando a su
vez la identificacion de fragmentos téxicos. Ademas, para predecir la actividad
hepatotoxica, carcinogénica, inmunotoxica mutagénica y citotdxica, el software indica su
actividad o inactividad segun el porcentaje de exactitud. Segun los datos obtenidos p-
etilfenol y 5-hidroxi-equol presentan una clase de toxicidad prevista de nivel 4,
indicando que son nocivos por ingesta, por lo cual su uso farmacolégico debe ser
analizado minuciosamente (tabla 6) (Banerjee, et al. 2018).

TABLA 6. PREDICCION DE TOXICIDAD DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA=

Clase de
Metabolito toxicidad hepa carci inmuno muta cito DL50

prevista

Prob Prob Prob Prob Prob
Pred (%) Pred (%) Pred (%) Pred (%) Pred (%) Mg/kg

p-etilfenol 4 77 - 62 99 98 88 870
6- hidroxi GEN 5 - 69 + 68 96 + 51 99 2500
8- hidroxi GEN 5 - 69 + 68 85 + 51 99 2500
3'-hidroxi GEN 5 - 69 + 68 91 + 51 99 2500
Dihidrogenisteina 5 75 - 67 + 56 - 64 90 2647
5-hidroxi-equol 4 79 - 67 97 - 54 81 500

6’-hidroxi O
demetilangolensina 4 - 60 . 78 99 - 65 78 2000

Tacrina 2 - 67 - 65 98 91 72
Galantamina 3 - 93 - 65 98 76 + 50 85

Hepatotoxico (hepa), carcinogénico (carci), inmunotoxico (inmuno), mutagénico (muta),
citotéxico (cito) y dosis letal 50 (DL50). Inactividad (-), actividad (+). Clase de toxicidad prevista:
1 mortal, 2 fatal, 3 toxico, 4 nocivo, 5 puede ser nocivo y 6 no toxico.

Como se observa en la tabla 6, p-etilfenol y 5 hidroxi-equol son inactivos como
sustancias hepatotoxicas, carcinogénicas, inmunotdxicas, mutagénicas y citotoxicas,
mostrando que tienen una alta probabilidad (de 62% a 99%) de no causar efectos
secundarios a nivel sistémico y celular.
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La determinacion de la LD50 o dosis letal media, indica la dosis a la que el 50 % de los
sujetos de prueba mueren tras la exposicidon a un compuesto (Banerjee, et al. 2018).
Segun los resultados mostrados en la tabla 6, se evidencia que en general todos los
compuestos presentan una DL50 alta. Lo que indica que esos compuestos serian
toxicos solo a concentraciones extremadamente altas.

8.6. INTERACCION CON RECEPTORES ANDROGENICOS Y ESTROGENICOS.

Los receptores de andrégenos y estrégenos son considerados como reguladores de la
actividad genética y presentan capacidad para generar sintomatologia dependiendo del
organo donde sean expresos (Cendales, Silva 2011). Los estr6genos pueden promover
o limitar la proliferacion celular, existe evidencia de que REa promueven la proliferacion
mientras que REB la regulan, comportandose como un factor protector frente a
patologias como el cancer. Ademas, se conoce que receptores estrogénicos como los
alfa (REa) presentan una mayor expresion en el utero, mama vy rildn; mientras que, los
beta (REB) lo hacen en tejido nervioso como cerebro e hipofisis (Cendales, Silva 2011).

Por su parte, los receptores androgénicos (RA), corresponden a receptores nucleares
(factores de transcripcidn), estos se ubican en la prostata y dirigen el crecimiento,
diferenciacion y supervivencia de las células epiteliales, ademas participan en el
desarrollo y avance de diferentes anomalias en el cuerpo humano como lo es el cancer
de préstata (Duran, et al. 2011). La tabla 7 muestra la interaccion de los metabolitos de
la genisteina con los receptores estrogénicos y androgénicos.

TABLA 7. INTERACCION DE LOS METABOLITOS DE LA GENISTEINA CON RECEPTORES ANDROGENICOS Y
ESTROGENICOS.

Metabolito REa AR
Prediccion Prob(a:)gi)lidad Prediccion Probggi)lidad

p-etilfenol 96 100
6- hidroxi GEN 87 99
8- hidroxi GEN 87 99
3'-hidroxi GEN 87 99
Dihidrogenisteina 78 86
5-hidroxi-equol + 60 87
6"-hidroxi (0]

demetilangolensina 81 58

+
Tacrina 76 98
Galantamina 96 90

Receptor de estrogenos alfa (REa), Receptor de andrégenos (AR).
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Los datos obtenidos muestran que p-etilfenol no presenta interaccion con el REa con
una probabilidad de 96%, esta caracteristica junto con que este metabolito es capaz de
atravesar la BHE podria indicar algan grado de neuroproteccion. Por su parte, 5-hidroxi-
equol presenta interaccion con los REa, con una probabilidad de 60% que se considera
baja ya que existe un 40% de que este metabolito interactie con este receptor. En
cuanto a la relacion entre los receptores androgénicos con los metabolitos, se obtuvo
que tanto p-etilfenol como 5-hidroxi-equol no presentan interaccion con este receptor,
con una probabilidad de 100% y 87% respectivamente.

8.7. COMPORTAMIENTO CARDIOTOXICO Y SU INTERACCION CON LA PROTEINA
HERG.

Los canales “ether a-go-go” (hERG) son los encargados de repolarizar la membrana
después del potencial de accion, tanto en células nerviosas como en el corazon. En
este Ultimo el uso de ciertos farmacos que bloguean este canal incrementan la
probabilidad de padecer arritmias y muerte en los pacientes (Granja del Rio 2013), lo
que convierte a hERG en uno de los parametros mas importantes a considerar en las
primeras etapas del proceso de desarrollo de farmacos (Braga, et al. 2015). Por tanto,
en el desarrollo de un farmaco es un requerimiento de la FDA que se realice analisis de
interaccidon del compuesto bioactivo con la proteina hERG (Braga, et al. 2015).

La tabla 9 muestra el comportamiento cardiotoxico y la interaccion de los metabolitos de
la genisteina con la proteina hERG, esto haciendo uso del software Pred-hERG.
Ademas, el servidor genera mapas de probabilidad que ayudan a visualizar las
contribuciones atémicas en una estructura, donde los atomos o fragmentos verdes
representan la contribucién al bloqueo de hERG, mientras que el rosa contribuye a la
disminucion del bloqueo de hERG y el gris significa que no hay contribucidon. Las
isolineas grises delimitan la regién de division entre la contribucion positiva (verde) y la
negativa (rosa) (Braga, et al. 2015).
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TABLA 8. COMPORTAMIENTO CARDIOTOXICO E INTERACCION CON LA PROTEINA HERG

Metabolito Prediccion % confianza Mapa de probabilidad

p-etilfenol No cardiotoxico 50%

6- hidroxi GEN No cardiotoxico 70%
8- hidroxi GEN No cardiotéoxico 70%
3'-hidroxi GEN No cardiotoxico 60%
Dihidrogenisteina No cardiotoxico 60%
5-hidroxi-equol Potencial 50%

cardiotoxico

6'-hidroxi O No cardiotéxico 60%
demetilangolensina

Tacrina Potencial 60%
cardiotoxico

Galantamina No cardiotoxico 50%

Los resultados muestran que p-etilfenol no es cardiotoxico, ya que se da una mayor
contribucion a la disminucion del bloqueo de hERG que se evidencia con la presencia
del grupo OH representado en color rosa, en el mapa de probabilidad. Sin embargo,
presenta también una probabilidad del 50% de cardiotoxicidad expresado por el anillo
aromatico simbolizado por lineas verdes. Por su parte, 5-hidroxi-equol es
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potencialmente cardiotoxico con una probabilidad del 50% dada la ausencia de
segmentos rosa en el mapa de probabilidad.

9. CONCLUSIONES

e p-etilfenol y 5-hidroxi-equol son los metabolitos que presentan mejor
biodisponibilidad oral, a diferencia de los metabolitos 6- hidroxigenisteina, 8-
hidroxigenisteina,3'-hidroxigenisteina, que son compuestos no biodisponibles por
via oral, debido a su alto grado de insaturacion.

e Todos los metabolitos estudiados presentan una alta absorcién gastrointestinal.
Los metabolitos p-tilfenol y 5-hidroxi-equol que son los Unicos capaces de
atravesar la BHE. Sin embargo, p-etilfenol al contrario de la galantamina y la
tacrina no es substrato de la gp-P por lo que se podria inferir que el tiempo de
reaccion, absorcion y biodisponibilidad farmacocinética podria superar al que
presenta las moléculas control.

e Los metabolitos analizados presentan baja permeabilidad en la piel, por lo cual
no podrian ser administrados por via topica.

e p-etilfenol presenta caracteristicas fisicoquimicas favorables en cuanto que no
presenta ninguna violacién a las reglas de Lipinski, por lo cual, constituye una
linea base en la produccion de farmacos.

e p-etilfenol y 5 hidroxi-equol son inactivos como sustancias hepatotoxicas,
carcinogénicas, inmunotéxicas, mutagénicas y citotoxicas.

e p-etilfenol presenta capacidad de atravesar la BHE lo que podria indicar una
caracteristica de neuroproteccion frente la EA, sin embargo, es necesario
profundizar en andlisis que permitan comprobar su caracter de neuroproteccion.

e p-etilfenol presenta 50% de probabilidad de no cardiotoxicidad, por lo cual es
importante realizar estudios que profundicen en su actividad frente a la
contribucion del bloqueo de hERG.
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e Es necesario destacar la importancia de las investigaciones in silico ya que los
analisis computacionales permiten ahorrar costos y tiempo al momento de
predecir el comportamiento de una molécula dentro del organismo.

10.RECOMENDACIONES

Incentivar investigaciones que utilicen las herramientas bioinformaticas, para dar
soluciones pronosticas ahorrando dinero, tiempo e insumos.

Impulsar procesos que impliquen la adquisicion de herramientas con mayor capacidad
computacional en as que sea posible abarcar a profundidad investigaciones mas
robustas que tenga en cuenta los resultados alcanzados en etapas iniciales.
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