Isoflavonas
preniladas y su
relacion con
enfermedades
degenerativas

Patricia Ibarra-Torres'?, Jazmin Ruiz-Garcia', Rubi
Galindo-Ferrer3, Miguel Angel Ledn-Hernandez',
Luis Mario Ayala-Guerrero!, Aaron Mendieta-
Moctezuma'™

' Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada. Instituto
Politécnico Nacional. Carretera Estatal Santa Inés Tecuexcomac-
Tepetitla, Km 1.5, Tepetitla de Lardizabal, 90700, Tlaxcala, México

2 Ingenieria en Biotecnologia, Universidad Politécnica de Guanajuato,
Av. Universidad Sur 1001, 38496 Cortazar, Guanajuato, México

3 TecNM - Campus Altiplano de Tlaxcala. Km. 7.5 Carretera Federal

San Martin Texmelucan-Tlaxcala. San Diego Xocoyucan, 90122,
Tlaxcala, México

Correo electronico: amendietam@ipn.mx




RESUMEN

Las isoflavonas son conocidas como fitoestrogenos
y presentan propiedades farmacoldgicas como car-
dioprotectores, antidiabéticos, anticancerigenos y
neuroprotectores. En la busqueda de potenciales
agentes neuroprotectores, se evalud una serie de
isoflavonas preniladas derivadas de la isoflavona na-
tural formononetina para determinar su actividad in-
hibidora in vitro sobre la enzima acetilcolinesterasa.
Los resultados muestran que las isoflavonas presen-
tan moderada a débil actividad siendo la formono-
netina con mayor efecto inhibitorio (CI50 = 100 uM])
con respecto a tacrina (CI50 = 14.79 uM). Esto sugiere
que la presencia de un grupo hidroxilo en posicion
C-7 del nucleo de isoflavona favorece el efecto inhi-
bitorio mientras que, la adicion de un grupo prenilo
lineal o ciclizado disminuye la actividad. Por tanto,
formononetina es un buen candidato para el disefo
de nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa relacio-
nados al tratamiento de enfermedades neurodege-

nerativas.
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Isoflavones are known phytoestrogens and have
pharmacological properties such as cardioprotecti-
ve, antidiabetic, anticancer, and neuroprotective. In
the research for potential neuroprotective agents,
a series of prenylated isoflavones derived from the
natural isoflavone formononetin were evaluated for
their in vitro inhibitory activity against the enzyme
acetylcholinesterase. The results displayed that iso-
flavones showed moderate to weak activity whe-
re formononetin had the greatest inhibitory effect
(CI50 = 100 pM] concerning tacrine (CI50 = 14.79
uM]. This suggests that the presence of a hydroxyl
group at C-7 position of the isoflavone core favors
the inhibitory effect, while the addition of a linear or
cyclized prenyl group decreases the activity. There-
fore, formononetin is a good candidate for desig-
ning new acetylcholinesterase inhibitors related to

treating neurodegenerative diseases.
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Figura 1. Productos
naturales empleados
como farmacos.

Atropa belladonna

Introduccion

Las enfermedades degenerativas (ED]) afectan la
funcién, estructura de los tejidos u érganos en pro-
gresion lenta y de larga duracion, como es el caso
de la osteoartritis, osteoporosis y la enfermedad de
Alzheimer [Dos Santos et al., 2018). Esta Ultima, causa
deterioro de las funciones cognitivas, con tratamien-
tos costosos y mortales para las personas que la pa-
decen. La disfuncion y muerte neuronal en la enfer-
medad de Alzheimer [EA) estd asociada a placas de B
amiloide (BA) y marafias neurofibrilares (MNF), forma-
das por agregados del péptido BA (PBA) v la proteina
tau. Estas estructuras se encuentran en regiones espe-
cificas del cerebro asociadas a funciones cognitivas
como hipocampo y corteza entorrinal (Lopez-Cama-
cho et al.,, 2017).

En México, se estima que el 7.8% de personas mayo-
res de 60 afios padecen Alzheimer, lo que representa
aproximadamente 1.3 millones de personas (SSA, Mé-
xico, 2021), hasta el momento existen tratamientos en
etapa temprana que ayudan con los sintomas y que
permiten desacelerar el deterioro del pensamiento y
la funcionalidad. Entre los tratamientos se encuentran
los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE), la cual
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€s una enzima responsable de la terminacion de la
transmision de sefiales en el sistema colinérgico y su
sustrato, la acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor
de este sistema, su efecto es predominante sobre las
neuronas motoras implicadas en la formacion de la
memoria. Inhibir la actividad de AChE permite tratar
diversos trastornos de las neuronas motoras relacio-
nadas con la enfermedad de Alzheimer. Sin embar-
go, estos inhibidores de la AChE (tacrina, galantamina,
donepezilo, rivastigmina) presentan limitaciones en
términos de eficacia, rango terapéutico y efectos ad-
versos (Khan et al., 2018; Maramai et al., 2020).

Por otra parte, las plantas medicinales representan
una fuente natural importante en la medicina tradicio-
nal y en el desarrollo de farmacos ya que se han aisla-
do metabolitos secundarios con propiedades farma-
coldgicas como son alcaloides, glicosidos, saponinas,
terpenoides, fenoles y flavonoides (anticolinérgicos,
antiinflamatorios, anticancerigenos, antioxidantes, se-
dantes y antidiabéticos, antimicrobianos, antisépticos,
antialérgicos y antivirales) (Figura 1) (Behloul y Wu,
2013; Das y Gezici, 2018; Khan et al., 2018; Velu et al.,
2018; Barreca et al.,, 2020; Chavez-Pérez et al., 2021).
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de acetilcolinesterasa.

De los metabolitos secundarios, los de tipo alcaloide han sido la base para el desarrollo de farmacos dirigidos al tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, sin embargo, las isoflavonas naturales y sintéticas han mostrado potencial efecto neuroprotector (Enamo-
rados-Rodriguez., 2017; Ribaudo et al., 2019; Wang et al., 2019). Las isoflavonas son denominadas fitoestrégenos debido a su estructura
similar a los estrogenos mostrandose como cardioprotectores, antioxidantes, antidiabéticos, anticancerigenos y neuroprotectores [Tay
et al,, 2019; Karmakar et al., 2019). Formononeting, es una hidroxi-isoflavona con propiedades anticancerigenas y neuroprotectoras (Tian
et al., 2022; Singh et al., 2023) ademas, ha sido intermediario en la obtencidn de derivados con potente actividad antidiabética (inhibi-
cion en a-glucosidasa y a-amilasa) y tratamiento para la enfermedad de Alzheimer (inhibicion de acetilcolinesterasa) (Wang et al., 2019).
Considerando que las isoflavonas son una alternativa importante en el disefio y desarrollo de nuevos compuestos con actividad neuro-
protectora, el presente trabajo evalla in vitro el potencial inhibitorio sobre acetilcolinesterasa de isoflavonas funcionalizadas derivadas
de la isoflavona natural formononetina (Figura 2).
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Materiales y métodos

2.1 Materiales

Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma-Al-
drich Co. LLC (st Louis, MOJ: acetilcolinesterasa de
Electrophorus electricus, acetilcolina, reactivo de Ell-
man, tacrina, dimetilsulfoxido y fosfato de sodio mo-
nobasico. Las isoflavonas preniladas (calopogonium
isoflavona A, 6-metoxicalopogonium isoflavona vy
maxima isoflavona J) fueron sintetizadas previamen-
te como se describe en la literatura (Herndndez-Gu-
tiérrez et al., 2024).

2.2 Determinacion de la actividad

inhibitoria de acetilcolinesterasa

La actividad inhibitoria de AChE se determind empleando el método colorimé-
trico de Ellman con algunas modificaciones (Ellman et al., 1961). La mezcla de
reaccion con 275 ul de bufer de fosfatos (0.1 M, pH 8.0), 50 ulL del inhibidor (en
concentraciones de 0.1a 4.0 mM), 50 pL de sustrato acetilcolina (0.5 mM] y 25 pL
de enzima AChE (5 U/mL] se incubd a 30 °C durante 30 minutos. Posteriormente,
se adicionaron 100 pL de reactivo de Ellman (2.52 mM]). La absorbancia de la
mezcla resultante fue registrada a 412 nm en un lector de microplacas de 96
pocillos (Multiskan™ GO, Thermo Fisher Scientific). Se prepararon dos mezclas
[control y blanco) empleando el disolvente DMSO y bufer de fosfatos en lugar
del inhibidor. El porcentaje de inhibicion de la actividad de AChE [%In] se calculd
utilizando la ecuacion:

%In={[Acontrol — Amuesrra ]/Acontrol }X]OO%
donde “muestra €5 la absorbancia de la muestra que contiene el compuesto iso-
flavona y “Acontrores la absorbancia de la mezcla de control. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado como minimo. Se determind la concentracion de isofla-
vona en la mezcla necesaria para una inhibicion del 50% de la actividad de AChE.
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Resultados y discusién

El potencial neuroprotector de las isoflavonas natu-
rales se muestra en la Tabla 1, y se reporté mediante
la inhibicion de la enzima AChE obteniendo su valor
de Cl,, empleando concentraciones de 0.1 mM - 4.0
mM de cada compuesto. Los resultados obtenidos
se compararon con el control positivo tacrina (far-
maco inhibidor de AChE) y se analizaron estadisti-
camente con el software minitab en su version 19 y
los valores se presentan como la media desviacion
estandar basada en cuatro replicas.

Las isoflavonas mostraron de moderada a débil in-
hibicion con Cl,;, en un intervalo de 100 a 3000 uM
en comparacion con tacrina (CI50 = 14.97 uM]. Ini-
cialmente, la formononetina mostrd moderada inhi-
bicién con una Cl,; =100 uM. La presencia del grupo
prenilo ciclado que une las posiciones C-7 y C-8 del
nucleo de isoflavona (calopogium isoflavona A] re-
sultd en la pérdida del efecto inhibitorio. Por su par-
te, la presencia de un grupo metoxilo en la posicion
C-6 [6-metoxicalopogonium isoflavona) no mostro
efecto inhibitorio significativo. Para la isoflavona con
el grupo prenilo lineal (maxima isoflavona J) la activi-
dad observada es débil (Cl,, = 1000 uM). De manera

Isoflavona

Formononetina
Colopogonium isoflavona A
6-metoxicalopogonium isovano
maxima isofavona J
6-cloro-isoflavona

tacrina

t Los valores estan expresados como la media + SD.
Los valores seguidos de letras iguales en la misma
columna no difieren significativamente entre si
[ANOVA, p < 0.05, Tukey's Test).

Table 1: Efecto inhibitorio
de isoflavonas preniladas
sobre acetilcolinesterasa.

Acetilcolinesterasa
Clso (UM}t
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3.1 Inhibicion de acetilcolinesterasa

similar, 6-cloro-isoflavona con un dtomo de cloro en
la posicién C-6 no favorecié el efecto bioldgico.

Estudios recientes han reportado a isoflavonas y pi-
ranoisoflavonas como potenciales inhibidores natu-
rales [Venzke et al. 2013; Wu et al., 2019). Derivados
de piranosioflavonas con grupos electrodonadores
(OH, OMe] y halogenos en el anillo B no favorecen
la actividad. Por su parte la adicion de grupos car-
bamatos, la actividad inhibitoria es favorecida (Wu
et al., 2019). Ademas, la introduccién de alquilaminas
en la posicién C-7 del nucleo isoflavona incrementd
significativamente la inhibicion inhibitoria sobre ace-
tilcolinesterasa (Wang et al., 2019).

Por tanto, dentro del nucleo de isoflavona, la pre-
sencia de grupos electrodonadores en la posicion
C-7 contribuyen con la actividad inhibitoria, con
respecto a la presencia de un grupo prenilo lineal o
ciclizado. Ademas, el grupo metoxilo en la posicidon
C-6 favorece la inhibicion. Por tanto, la isoflavona
formononetina es un buen candidato para el disefio
de nuevos compuestos con propiedades neuropro-
tectoras.

100.0 + 0.01
3000 + 0.40
150.0 +1.18
1000 + 1.19
1500 + 0.98

14.97 + 0.03
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Conclusiones

Los derivados de la isoflavona formononetina mos-
traron un efecto inhibitorio de moderado a débil
sobre AChE con respecto al farmaco tacrina, donde
el grupo hidroxilo en la posicion C-7 del nucleo iso-

flavona favorece la actividad bioldgica.
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