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Resumen

Se evaluo la actividad in vitro e in silico del fucosterol obtenido del alga parda
Sargassum horridum como potencial inhibidor de la acetilcolinesterasa humana
(hAChE) y la proteina beta amiloide (BA1.42). En los analisis de cinética enzimatica el
gréfico de Lineweaver-Burk mostrd la naturaleza de inhibicibn no competitiva del
fucosterol, siendo la velocidad maxima (Vmax) Y la constante de Michaelis-Menten
(Km) estimadas. Con la concentracion de fucosterol de 0.006 puM se obtuvo una Vmax
= 0.015 1 V, (AA / h) y K,=6.399 1 /[ACh] mM™*, mientras que para neostigmina (0.14
HM) se obtuvieron la Vmax= 0.022 I/ V, (AA / h) y K= 6.726 |/ [ACh] mM1. Estos
resultados mostraron una inhibicibn mas efectiva por parte de fucosterol respecto a la
neostigmina. El analisis de acoplamiento molecular revelé que la neostigmina
alcanza sitios de union diferentes en la hAChE, mientras que el fucosterol puede
actuar como un inhibidor de la acetilcolinesterasa no competitivo y competitivo de
acuerdo con los experimentos enzimaticos cinéticos. En los analisis de BA14, se
determind la potencialidad del fucosterol y galantamina por la técnica de tioflavina
(ThT), microscopia de fuerza atémica (MFA) y electroforesis. La evaluacion con ThT
mostré efectividad del fucosterol (50 y 100 uM) para inhibir la formacion de fibrillas
favoreciendo la formacion de monomeros y sugiriendo que es mejor para evitar la
oligomerizacién de BA;42. En los andlisis de acoplamiento molecular el fucosterol y
galantamina tuvieron un comportamiento similar con dos estructuras 3D (PDB 2beg y

2mxu) del BA;42. Los analisis de electroforesis no fueron concluyentes.
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Abstract

The in vitro and in silico activity of fucosterol obtained from the brown alga
Sargassum horridum was evaluated as a potential inhibitor of human
acetylcholinesterase (hAChE) and amyloid beta protein (BA1-42). In the analysis of
enzymatic kinetics, the Lineweaver-Burk graph showed the non-competitive inhibition
nature of fucosterol, with the maximum speed (Vmax) and the Michaelis-Menten
constant (Km) estimated. With the fucosterol concentration of 0.006 uM, Vmax =
0.015 1 Vo (AA / h) and Km = 6.399 1 / [ACh] mM™ were obtained, while for
neostigmine (0.14 pM) the Vmax = 0.022 1/ Vo (AA / h) and Km = 6.726 | / [ACh] mM"
! These results showed a more effective inhibition by fucosterol with respect to
neostigmine. Molecular coupling analysis revealed that neostigmine reaches different
binding sites in the hAChE, while fucosterol can act as an uncompetitive and
competitive acetylcholinesterase inhibitor according to kinetic enzyme experiments. In
the analysis of BA1-42, the potentiality of fucosterol and galantamine was determined
by the thioflavin (ThT) technique, atomic force microscopy (MFA) and electrophoresis.
The evaluation with ThT showed effectiveness of fucosterol (50 and 100 uM) to inhibit
the formation of fibrils favoring the formation of monomers and suggesting that it is
better to avoid the oligomerization of BA1-42. In molecular coupling analyzes,
fucosterol and galantamine had a similar behavior with two 3D structures (PDB 2beg

and 2mxu) of BA1-42. The electrophoresis analyzes were not conclusive.
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1. Introduccion.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que
causa deterioro en las funciones del sistema nervioso central afectando la memoria,
generando problemas emocionales y cambios de personalidad. Aunque un pequefio
porcentaje de casos de EA implican mutaciones en genes conocidos, la gran mayoria
ocurren esporadicamente con etiologia desconocida. Por lo tanto, ha sido necesario
buscar los mecanismos responsables del deterioro cognitivo observando a pacientes
con esta afeccion y su avance progresivo. El comportamiento del deterioro mostrado
en pacientes con EA se atribuye en gran medida a la acumulaciéon, conformacion,
estructura cuaternaria y morfologia del péptido beta la amiloide (BA); dicha
acumulacion y deposicion de BA ha sido implicada en la disfuncibn y pérdida
neuronal que subyace a las manifestaciones clinicas, sin embargo, el dafio sinaptico
observado antes de la formacion de la placa amiloide se relaciona con el efecto
neurotoxico de los oligdmeros del beta amiloide (Castro y Martinez, 2001; Dinamarca
et al, 2008; Dinamarca et al, 2010; Roleau et al, 2011).

Una de las varias proteinas asociadas con depositos de placa amiloide es la
enzima acetilcolinesterasa (AChE); dicha enzima esta predominantemente ligada al
ndcleo amiloide de placas seniles maduras, depositos difusos preamiloides, y vasos
sanguineos cerebrales en pacientes con cuadros clinicos de EA. La AChE ha sido
descrita en procesos colinérgicos y no colinérgicos tanto en el sistema nervioso
central y periférico. La enzima se secreta y se asocia con estructuras extracelulares,
la lamina basal sinaptica, en zona neuromuscular y, como se menciond
anteriormente, las placas amiloideas del cerebro (Dinamarca et al, 2008).

La acetilcolinesterasa (AChE) es una hidrolasa (EC. 3.1.1.7) que se localiza
regularmente en el sistema nervioso, los musculos y es responsable de regular la
concentracion de acetilcolina (ACh). Adicionalmente a su funcién colinérgica
convencional, la AChE participa en procesos de desarrollo y su secuencia contiene
un dominio que se presenta en proteinas de adhesion celular como la glutactina, la
neurotactina, la gliotactina y las neuroliginas (Sanchez-Chavez y Salceda, 2008;
Castellanos-Castillo, 2014).



Dependiendo de su edicion alternativa en el extremo 3’ de los transcritos y de
modificaciones post traduccionales se originan tres variantes de la AChE; Una de
ellas es la AChE-R que se expresa como mondmeros en condiciones de estrés y
neuropatoldgicas; la AChE-E como dimeros anfifilicos que estdn presentes en
eritrocitos y la AChE-T se localiza principalmente en las sinapsis, en formas
globulares como asimétricas (Sanchez-Chavez y Salceda, 2008). Por lo tanto, los
cambios en su concentracibn o propiedades estan relacionadas con algunas
neuropatologias (Sanchez-Chéavez y Salceda, 2008; Suganthy et. al., 2010).

Una estrategia prometedora para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el alzheimer, ha sido la utilizacion de inhibidores de la
AChE con el fin de aumentar los niveles de acetilcolina en la sinapsis, mejorando de
este modo la actividad colinérgica en las regiones afectadas del cerebro (Suganthy
et. al.,, 2010; Pangestuti y Kim, 2011). Recientemente se ha determinado que la
AChE se une a través de su sitio periférico a la forma no amiloidogénica de la
proteina B-amiloide y a su vez actla como una proteina chaperona e induce un
cambio conformacional a la forma amiloidogénica con la posterior formacion de
fibrilla amiloide. Asi mismo, se ha demostrado que las moléculas que pueden
interactuar con el sitio activo y periférico de AChE (actividad inhibidora) podrian evitar
la agregacion de beta amiloide, por lo cual, los inhibidores con doble unidon a AChE
representan una nuev opcioén estratégica terapéutica (Eteghad et al, 2015).

Varios estudios muestran que las algas marinas poseen propiedades
neuroprotectoras inclusive se observa la actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa
a partir de extractos algales (Suganthy et. al., 2010; Pangestuti y Kim, 2011); asi
mismo, se ha reportado que las tres clases principales de macroalgas:
Chlorophyceae, Rhodophyceae y Phaeophycea producen una diversidad de
compuestos como alcaloides, terpenos, polisacaridos, florotaninos y esteroles con
propiedades anticolinesterasicas (Jung et al, 2013a,b; Mucchielli y Saint-Lebe, 1976).
Los esteroles son extremadamente diversos y abundantes en las macroalgas, y se
pueden biosintetizar via mevalonato o rutas de 1-desoxifilulosa 5-fosfato / 2-C-
metileritritol 4-fosfato. Estos compuestos se encuentran en forma libre, esterificados

con acidos grasos o conjugados con carbohidratos (glicosilados) (Barbosa et al,



2014). De acuerdo con Andrade et al (2013), se ha descubierto que las Phaeophytas
son una fuente de esteroles con actividad anti-colinesterasa, debido a la gran
cantidad de fucosterol presente en Cystoseira usneoides y en el género Sargassum
sp. Los fitoesteroles son compuestos bioactividad ha demostrado que el consumo de
esteroles vegetales puede ayudar a disminuir el nivel de colesterol en la sangre
(Boulom et al, 2014).

El fucosterol es un compuesto predominante en las algas pardas, su
concentracion varia entre el 83 a 97% del contenido total de esteroles (Jung et al,
2016). Ademas, el fucosterol aislado de diferentes especies de algas pardas ha
demostrado ser anticancerigeno, reductor del colesterol, antidiabético, antioxidante,
antiadipogénico, antifungico, antihistaminico, anticolinérgico, antileishmaniasis,
antiinflamatorio, antiinflamatorio, osteoporética, anti-depredadores y selectivo con la
butirilcolinesterasa (Adel et al, 2015; Abdul et al, 2016; Becerra et al, 2015; Boulom et
al, 2014; Cho et al, 2008; Jung et al, 2013 a,b; Khanavi et al, 2012; Kumar et al,
2009; Mucchielli et al, 1976; Saeidniaa et al, 2012; Yoon et al, 2008).

En este estudio, se aislo el fucosterol de Sargassum horridum de Baja
California Sur, México. Se analiz6 la actividad anti-acetilcolinesterasa del fucosterol
tanto in vitro como in silico evaluando las propiedades de unién molecular sobre
AChE en comparaciéon con las propiedades de la neostigmina mediante la
combinacion de simulaciones de acoplamiento y dindmica molecular (DM). Asi
mismo se realiz6 el acoplamiento molecular del fucosterol con la proteina beta
amiloide (BA1.42), para observar los distintos mecanismos que llevaron a una visiéon

estructural y diferencias de la actividad inhibidora en comparacién con galantamina.



2. Antecedentes.
2.1. Algas marinas como fuente de compuestos inhibidores de

acetilcolinesterasa.

La enzima acetilcolinesterasa ha sido estudiada intensamente desde que se
extrajo en 1938 a partir de tejido de anguila eléctrica y en la década de 1940 se
realiz6 su purificaciébn en centenares de ocasiones. Sin embargo, las cantidades de
proteina pura disponible aun no era suficiente para realizar los estudios cinéticos, el
analisis de los grupos moleculares en el sitio activo y otros estudios afines permitio
un mejor entendimiento de la
estructura y asi como de sus propiedades. No obstante, los avances de la quimica
macromolecular en la dltima década, sobre todo la posibilidad de explorar las
estructuras tridimensionales, hizo evidente la conveniencia de obtener la enzima en
cantidades suficientemente grandes para la realizacion de dichos estudios (Leuzinger
et al, 1967; De la Mora- Lugo y Rudifio-Pifiera, 2008).

Asi la cristalografia y el modelado molecular han hecho su aportacion en el
descubrimiento de las estructuras y componentes de la enzima (De la Mora- Lugo y
Rudifio-Pifiera, 2008). De igual manera, estudios estructurales han revelado los
mecanismos de accion que contienen algunos inhibidores de la misma. Sin embargo,
los compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa han sido utilizados por el hombre
desde tiempos inmemoriales; en Africa del Oeste se utilizaba el extracto de la nuez
de Eseré Physostigma venenosum (haba de calabar) como veneno en actos de
brujeria sin conocer que el compuesto principal causante de los efectos era la
fisostigmina, la cual fue aislada posteriormente en 1864 y utilizada para el
tratamiento del Glaucoma en 1877 (Calix-Peralta, 1989).

El primer compuesto organofosforado fue sintetizado en 1854, sin embargo,
no fue sino hasta 1932 en que se inicia la busqueda de mas compuestos de este tipo
y su aplicacion como pesticidas, el paration fue sintetizado en 1944 siendo el
compuesto de su clase mas utilizado en la industria agricola. Por su parte, los
carbamatos se sintetizaron a partir de 1950, siendo el propoxur el mas relevante.

Desde entonces su uso se ha extendido para fines terapéuticos (fisostigmina,



neostigmina) y como pesticidas (organofosforados y carbamatos). En cuato a
carbamatos y organofosforados, se ha presenciado la aparicién de intoxicaciones por
via iatrogénica, laboral, accidental, con fines de suicidio u homicidio; ya sea en forma
aislada o grupal, los pesticidas son los compuestos mas frecuentemente envueltos
en intoxicaciones humanas (Calix-Peralta, 1989).

Por otro lado, también se tienen compuestos como la tacrina que es un
inhibidor de la acetilcolinesterasa utilizado comercialmente, que puede tenerr una
union de ligando pequefio con cadenas laterales aromaticas, incluyendo los
aminoacidos Trp-84, Tyr-121, Trp-279, Phe-290, Phe-330, Phe 331, Tyr-334, y Trp-
432; asi mismo la acetilcolina hace union (muelles) con tacrina en la orientacion
especifica entre los aminoacidos Trp-84 y Phe-330. Estos datos se obtuvieron en
Stanford Synchrotron Laboratory (SSRL) a linea de luz 9-1 y 100 K usando cristales
de crio-enfriado (Bencharit et al., 2003).

No obstante, la tacrina tiene varios efectos secundarios como nauseas,
vomitos, diarrea, disepsia, anorexia y mialgia; también tiene una vida media
plasmatica corta (de 2 a 4 horas) por lo que es necesario la administracién de cuatro
dosis diarias, representando un problema para el paciente cuando no dispone de
cuidador; asi como este, muchos otros farmacos tienen efectos secundarios, es por
esta razon que se ha iniciado la busqueda de nuevos compuestos que ayuden a
disminuir o prevenir el Alzheimer (René y Estela, 2000). En las Gltimas décadas, las
algas marinas han recibido una gran atencién pues son reconocidas como fuentes
ricas de compuestos biolégicamente activos, estructuralmente diversos y con un gran
potencial farmacéutico y biomédico (Pangestuti y Kim, 2011; Trigui et al. 2013).

Diversas investigaciones han revelado que los compuestos provenientes de
algas exhiben actividades bioldgicas como anticoagulantes, anti-virales,
antioxidantes, anti-alérgicos, anti-cancerigenos, anti-inflamatorios, contra la obesidad
y neuroprotectoras, entre otras (Pangestuti y Kim, 2011). Los extractos algales y
sus metabolitos secundarios pueden contener acidos grasos poli-insaturados y
monoinsaturados, compuestos fendlicos, terpenoides, polisacaridos, alcaloides,
pigmentos, esteroles, entre otros los cuales ofrecen una ventana de oportunidad para

la investigacion detallada de sus posibles actividades bilégicas (Pangestuti y Kim,



2011; Trigui et al. 2013; Barbosa et al., 2014). Asi mismo, una extraccion estratégica
de metabolitos secundarios aumenta el potencial para el descubrimiento de nuevos
compuestos y con una actividad biologica especifica (Trigui et al. 2013).

Por ejemplo, se ha encontrado que los extractos metandlicos de las tres
clases principales de macroalgas tienen gran potencial inhibitorio sobre la
acetilcolinesterasa como se puede observar en la tabla | (Pangestuti y Kim, 2011).
Entre varias clases de polifenoles, los phlorotaninos son compuestos
farmacol6gicamente prominentes. Ellos se componen de varias unidades de
phloroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno), unidos entre si y de acuerdo con la
naturaleza de los vinculos estructurales entre unidades phloroglucinol y el nimero de
grupos hidroxilo presentes, estos compuestos pueden subdividirse en seis grupos
especificos: phlorethols, fuhalols, fucols, fucophlorethols, eckols y carmalols. La
distribucion de phlorotaninos se limita a las algas pardas y su concentracion puede
variar entre las especies; la composicion estructural de los phlorotaninos cambia con
el tamafo de las algas, edad (etapa reproductiva), tipo de tejido y los factores
ambientales como salinidad, estacinalidad, concentracién de nutrientes, intensidad
luminosa, la intensidad de herbivoria y la temperatura del agua (Barbosa et al.,
2014).

Myung Yy colaboradores (2005) evaluaron los phlorotaninos dieckol y
phlorofucofuroeckol extraidos del alga parda Ecklonia cava; dichas moléculas fueron
probadas en un modelo animal para inhibir la AChE buscando incrementar los
principales nerotransmisores, en particula la acetilcolina. Asi mismo, hay otras algas
pardas que presentan phlorotaninos inibidores de la AChE como Ishige okamurae,
Ecklonia stolonifera y Ecklonia maxima (Pangestuti y Kim, 2011; Kannan et al, 2013;
Barbosa et al., 2014).

Los alcaloides se clasifican en cuatro grupos: los derivados de la 2-
feniletilamina, el indol, el indol halogenado y la 2,7-naftiridina. Los alcaloides
halogenados solo se encuentran en las macroalgas, siendo las estructuras
moleculares que contienen bromo y cloro particularmente dominantes en las
Chlorophytas; la mayoria de los alcaloides del grupo de indol se presentan en

Rhodophytas (Barbosa et al., 2014). Recientemente, se extrajo del alga verde



Caulerpa racemosa los alcaloides racemosin Ay racemosin B; el racemosin A posee
un esqueleto indol [3, 2-a] carbazol con dos unidades de indolinenona conjugados
con propenoato de metilo (Liu et al., 2013; Barbosa et al., 2014).

El racemosin B es su derivado ciclado. Ambos alcaloides se evaluaron in vitro
para la actividad neuroprotectora contra el dafo celular AR- SH-SY5Y inducido. Los
dos compuestos mostraron un cierto grado de neuroproteccion, siendo el racemosin
A el agente mas potente, lo que sugiere que este alcaloide en particular puede ser
responsable de la modulacion de los procesos importantes que intervienen en la
neurodegeneracion (Liu et al., 2013; Barbosa et al., 2014).

Los terpenos son una de las principales clases de metabolitos producidos por
algas marinas. Quimicamente, se derivan del isopentenil pirofosfato (IPP) una
molécula de cinco carbonos (C5) y se clasifican en hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) y politerpenos. Choi y colaboradores (2007) mencionan aislaron
dos meroterpenos: el acido sargaquinoico y el sargachomenol de Sargassum
sagamianum. Ambos compuestos mostraron actividad inhibidora moderada contra la
AChE; sin embargo, el acido sargaquinoico fue particularmente potente contra la
butirilcholinesterasa (BuChE). Asi mismo de la misma alga se han extraido derivados
de la farnesilacetona que han presentado actividad moderada contra la AChE y la
BuChE (Choi et al., 2007; Barbosa et al., 2014).

Otros metabolitos de interés farmacéutico de las macroalgas son los
carotenoides; agunos de estos pigmentos de las macroalgas que ademas de sus
efectos fotosintéticos y pigmentacion, presentan numerosas propiedades
beneficiosas para la salud humana.
Estos compuestos se derivan de unidades de isopreno enzimaticamente
polimerizados para formar estructuras regulares, altamente conjugados
(tetraterpenos). Los carotenoides incluyen los hidrocarburos no polares, los
carotenos y las xantofilas; la fucoxantina es una xantofila con una estructura unica,
gue incluye un enlace alénico y un 5,6-monoepdxido. La fucoxantina posee
numerosas actividades bioldgicas, incluyendo antioxidante, antitumoral, anti-

inflamatorio, anti-obesidad, anti-angiogénicos, entre otros (lkeda et al., 2003).



Ikeda y colaboradores (2003) estudiaron el efecto de la fucoxantina aislado del
alga Undaria pinnatifida sobre la muerte celular neuronal en condiciones isquémicas.
Ellos mostraron que la fucoxantina fue capaz de atenuar el dafo celular en neuronas
corticales en condiciones de hipoxia y reoxigenacion. Las propiedades bioldgicas
notables de la fucoxantina, se basan en su estructura molecular. La presencia del
enlace alénico y los atomos de oxigeno intramoleculares pueden correlacionarse con
la actividad antioxidante. Asi también se han evaluado los efectos citoprotectores de
la fucoxantina aislado de Sargassum siliquastrum la cual inhibie eficazmente la
formacion de especies reactivas de oxigeno a nivel intracelular, el dafio del ADN y la

apoptosis inducida por H,O, (Heo et al, 2008).

Tabla I. Concentracion inhibitoria media (ICsp) de extractos y compuestos
obtenidos de algas marinas hacia la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa.
Reproducido de Pangestuti y Kim (2011).

Alga Extracto/compuesto ICxo

Chlorophyta
Caulerpa racemosa MeOH 55mg mL”™’
Codium capitatum MeOH 7.8mgmL™"
Ulva fasciata MeOH 48mgmL™
Ulva reticulate MeOH 10 mg mL ™
Halimeda cuneata MeOH 5.7mg mL™"

Rhodophyta
Amphiora ephedraea MeOH 5.1 mgmL™"
Amphiora bowerbankii MeOH 53mg mL”’
Gracilaria edulis MeOH 3mgmL™
Hypnea valentiae MeOH 2.6 mg mL™’

Phaeophyta
Dictyota humifusa MeOH 4.8mgmL™"
Padina gymnospora MeOH 35mgmL”™
Ecklonia stolonifera EtOH 108.11 yg mL™"
Ecklonia stolonifera 24-hldroperoxl-24-vinilcolesterol 389.1 uM
Ecklonia stolonifera Eckstolonol 42.66 uM
Ecklonia stolonifera Eckol 20.56 uM
Ecklonia stolonifera Phlorofucofluoroeckol-A 4.89 uM
Ecklonia stolonifera Dieckol 17.11 yM
Ecklonia stolonifera 2-phloroeckol 38.13 uM
Ecklonia stolonifera 7-phloroeckol 21.11 uM
Ishige okamurae MeOH 163.07 uM
Ishige okamurae EtOACc 137.25 yM



Ishige okamurae 6,6'—bieckol 46.42 M

2.2 Proteina beta amiloide (BA1-42).

El conocimiento sobre las placas beta amiloide data desde el siglo XIX,
cuando los padres de la patologia moderna Rudolf Virchow (1821-1902) y Carl F.
Rokitansky (1804-1878) observaron en autopsias un proceso infiltrativo producido por
una sustancia amorfa que denominaron proceso de degeneracion lardacea, (del latin,
Laridum). Al conservar los 6rganos afectados en yodo, notaron que dichos depésitos
adquirian una coloracion azul semejante al almidén, asi es como se comenz6 a
utilizar el término amilosis o amiloidosis (del griego Amylon, almidon. Eidos, forma).
Esta sustancia se encontraba con frecuencia en autopsias de pacientes que habian
padecido una enfermedad inflamatoria o infecciosa cronica, constatandose que era
una sustancia de la matriz extracelular formada por acido condroitin sulfarico y otras
proteinas mal definidas de origen reactivo (Herrera, 2005).

En la actualidad, se conoce a la proteina beta amiloide (BA) como una
molécula biolégica compleja que interactia con muchos tipos de receptores
formando en ocasiones conjuntos insolubles. Sus deposiciones no fisiolégicas se
alternan con las condiciones neuronales normales que producen la desregulacion del
nivel de beta amiloide (BA). Por consiguiente, desde un punto de vista histoldgico, la
progresion de la EA se asocia con tres caracteristicas neuropatoldgicas cardinales: la
acumulacion de placas seniles extracelulares mediado por la beta amiloide (BA):
ovillos intracelulares - neurofibrilares (NFT) y degeneracion sindptica (Figura 1;
Dinamarca et al, 2008; Gupta et al, 2011; Eteghad et al., 2015).

Existen modelos que intentan explicar la manera en que se lleva a cabo el
proceso. Este se divide en dos vias, la ruta no amiloidogénica en la que intervienen
a- y y-secretasas y la amoloidogénica. En la primera, la escisién se da a través de (3-
y y-secretasas produciendo varias especies de fragmentos BA. El sitio de la B-
genera un anclaje con la proteina precursora del beta amiloide (PPBA) y la enzima B-
secretasa (BACE1) en el cerebro. Formas neurotoxicas de BA creadas por escision
de PPBA e inicialmente por BACEL producen los fragmentos C99 y PPBA soluble; el
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C99 es entonces escindido por la y-secretasa para producir BA (figura 1 A; Eteghad
et al., 2015).

La proteina Tau también esta relacionada con este proceso y se puede
encontrar en los ovillos de degeneracion neurofibrilar, especificamente en el
citoplasma neuronal y su concentacion estd directamente relacionado con la
severidad de la demencia. Su constitucion se basa en cumulos de filamentos
helicoidales emparejados, que presentan caracteristicas diferentes de los
neurofilamentos y microtubulos normales; los ovillos de degeneracion neurofibrilar
suelen ser mas abundantes en las areas donde es mas intensa la destruccion
neuronal, es decir, el hipocampo y las zonas adyacentes del |6bulo temporal,
estructuras que tienen una gran importancia en la funcién de la memoria (Menéndez
et al, 2001).

La ruta amiloidogénica la PPA se divide primero por la 3-secretasa (BACEL),
en lugar de la a-secretasa y esto es seguido por la escision de la y-secretasa. Los
productos de escision pueden contribuir a la neurotoxicidad por la deposicién de BA
monomeérico soluble. Se generan agregados de oligdbmeros en diversos tamafios o
fibrillas insolubles, que posteriormente forman placas neuriticas. Los mondémeros A
se crean en la mayoria de las células del cuerpo, incluidas células endoteliales
vasculares, células epiteliales y tiroideas (Prasansuklab y Tencomnao, 2013).

Para reducir los costos socio-econdmicos y la carga de la enfermedad en los
pacientes causada por la amiloidosis, recientemente se han realizado esfuerzos
notables para encontrar marcadores de diagndstico que pronostiquen la enfermedad
mas tempranamente, asi como la busqueda de compuestos inhibidores del beta
amiloide que permitan una mejor calidad de vida. Los métodos de neuroimagen
como la resonancia magnética y la tomografia por emisiébn de positrones se han
desarrollado para permitir a los investigadores diagnosticar la EA en sus etapas
iniciales. Ademas, varios biomarcadores, que son cruciales para detectar las
caracteristicas patoldgicas de la EA, se han encontrado en el liquido cefalorraquideo
(LCR) y se pueden evaluar (Eteghad et al., 2015).

10



~

Interaccién AB-receptor =S
0 [ Receptores internalizados ]

)
o .
99 o9 . T
o SN =
R
D
6 [ Microtibulos ] \
“REREHRRRER
’(h A AR assanianninnninining
I"‘l. JAAAERARARARINY £ l‘ l‘ ' I‘I’I‘ ‘Kll‘ l! ll l‘l lx
R ' e &ll!lu AAARARARAN S
\ (o4 stk ot sh et SR oAt st ol shsistntstatons
. 3200 Lassisninin
)

~

ax
—
g

—
% '“'} [Sx S B8 On S Bn An S 41
NFT ° P eaesatasasenstenoseses
WLed et et enartinnanes WSS S SN SN N
T R . | ARARAALRAAAARALAARARLANS
Q; "m LA 0108040t sistsd st stelom
Y-Secretasa - (
Interrupcion de la estructura Estructura de
de los microtibulos microttbulos
neuronales en EA L neuronales

Figura 1. Las 3 caracteristicas principales de EA dentro del sistema neuronal. A representa un corte de
PPA con formacion y acumulaciéon extraneuronal de BA. B establece la formacion y depdsito de NFT
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interaccion con los receptores. Reproducido de Eterghat y colaboradores (2015).
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Asi mismo, el conocimiento de la estructura molecular de la beta amiloide ha
permitido buscar alternativas para los tratamientos. Lirhs y colaboradores (2005)
determinaron sélo unas cuantas estructuras fibrilares en 3D (ID PDB 2beg) debido a
gue estas no cristalizan, son insolubles y heterogéneas, lo que hace dificil
describirlas con ayuda de rayos X y RMN; sin embargo lograron dilucidar que los
residuos 1-17 estan desordenados, los residuos 18-42 forman una cadena [ que
contiene dos hojas B intermoleculares, paralelas formadas por los residuos 18-26 (3
1) y 31-42 (B 2). Por su parte Tomaselli y colaboradores (2006) establecieron la
conformacién estructural de una sola fibra con ID PDB 1z0q y en sus analisis
mostraron que la regibn mas estructurada corresponde al segmento 10-23. Esta
region esta en una conformacion a-helicoidal asi como la region 28-38 fue también
una hélice regular. Xiao y colaboradores (2015) describieron fragmentos en 3D de la
proteina beta amiloide que denominaron con ID PDB 2mxu, Walti y colaboradores
(2016) al ID PDB 2nao asi como Colvin y colaboradores (2016) han descrito ID PDB
5kk3, con estructuras mas completas de las fibras ABi4.. Por lo tanto, la
determinacion de sus diferentes conjuntos moleculares y los mecanismos
subyacentes a sus efectos patolégicos ahora son posibles de analizar in silico y
constatarlo in vitro.

Los estudios de inhibiciébn anti-amiloidogénica in vitro partiendo de
compuestos de origen algal aiun son minimos en comparacion con reportes de
moléculas de origen sintético o de plantas terrestres. Dado que los productos
naturales se consideran la tendencia alternativa actual para el descubrimiento de
farmacos, se ha evaluado el potencial de extractos algales y otros organismos
marinos buscando la prevencion de la agregacion y desagregacion en la formacion
de fibrillas. Kang y colaboradores (2011) reportan que el extracto butandlico de E.
cava reduce la segregacion del BA en ceélulas HEK293 que expresan proteina
precursora de betaiil9 amiloide. Ademas, inhibe la oligomerizacibn de PBA,
particularmente el oligdmero de tamafio mediano.

Asi mismo, se encontro que el extracto inhibia la formacion de fibrillas BA de
manera efectiva (50 pg/mL de extracto). Su evaluacion concluye con una posible ruta

de inhibicién (Figura 2) y sugieren a los compuestos del alga como candidatos a

12



utilizar en tratamientos ya que también puede proteger neuronas corticales primarias

de la muerte celular inducida por BA, especialmente la inducida por oligdmeros.
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Figura 2. llustracion esquematica de la patogénesis por beta amiloide y sus
agregados. El extracto butandlico de E. cava inhibe la sintesis de BA a través de la
inhibicion de BACE reduciendo la oligomerizacion del BA y posterior fibrilizacion.
Reproducido de Kang y colaboradores (2011).

Gao y colaboradores (2012) indican que el polisacarido sulfatado fucoidan
mejora el deterioro cognitivo (aprendizaje y memoria) en ratas con infusién de BA;1.40
. Ademas, este compuesto es capaz de revertir la actividad disminuida de la
acetilcolina- transferasa (ChAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GSH-Px) y el contenido de acetilcolina (Ach); aumenta la actividad de la
acetilcolinesterasa (AchE) y el contenido de malondialdehido (MDA) en el tejido
hipocampal de ratas inyectadas con BA. Estos resultados sugirieron que el fucoidan
podria mejorar las habilidades de aprendizaje y memoria en las ratas inducidas por
BA y los mecanismos parecian deberse a la regulacion del sistema colinérgico, la
reduccion del estrés oxidativo y la inhibicién de la apoptosis celular.

En el 2012, Ahn y colaboradores evaluaron los efectos neuroprotectores del
extracto metandlico de Eisenia bicyclis, sus fracciones solubles (n-butanol y acetato

de etilo) ademas de algunos phlorotaninos aislados como phloroglucinol,
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dioxinodehydroeckol, eckol, phlorofucofuroeckol A, dieckol y 7-phloroeckol sobre
toxicidad inducida por BA; se determino la viabilidad en lineas intracelulares ROS
con niveles de Ca," y en células PC12. La adicion del extracto de metanolico, asi
como las fracciones de acetato de etilo y n-butanol de E. bicyclis (2.5, 5, 10 y 20
pMg/mL) revirtieron marcadamente la toxicidad inducida por BA. También los
phlorotaninos: phloroglucinol, dioxinodehidroeckol, eckol, phlorofucofuroeckol A,
dieckol y 7-phloroeckol disminuyeron significativamente la muerte celular inducida
por BA. Kang y colaboradores (2013) reportan el extracto butandlico de Ecklonia
cava como un reductor de la produccion beta amiloide (BA1-40 Y BA1-42) Y modulador
de la expresibn de enzimas a- y [B- secretasa representativas de las vias
amiloidogénica y no amiloidogénica; la reducciéon de BAi.40 fue mayor en células
tratadas con 50 mg/mL de extracto atribuyendo su efecto a los posibles phlorotaninos
presentes.

Ogara y colaboradores (2014) mencionan que la familia Laminareaceae tiene
especies prometedoras para la extraccion de compuestos con actividad inhibitoria BA
en comparacion con la de otros grupos. Determinaron que la concentracion efectiva
media (ECsp) de los extractos etandlicos de 11 especies algas marinas fue de 4.9
mg/mL para la inhibicién de agregacion de BA; también el ECsy de extractos acuosos
(obtenidos a 100 °C) fue de 0.013-0.42 mg/mL sugiriendo la eficiencia de los
inhibidores obtenidos por extraccion acuosa es mayor que la etandlica.

Shanmuganathan y colaboradores (2015) evaluaron el efecto inhibitorio de los
extractos de acetona de Padina gymnospora (ACTPG) mediante el ensayo de
tioflavina T en la protenina beta amiloide BA ,s.35. El ensayo mostré un aumento en la
intensidad de fluorescencia de BA y el tratamiento con ACTPG (250 ug / mL) en BAzs.
35, Se observé una disminucion en la intensidad de fluorescencia en ambas fases, lo
gue sugiere que ACTPG previene la formacion de los oligdmeros y desagregacion de
fibrillas maduras.

El extracto se sometio a fraccionamiento por cromatografia en columna y las
fraccciones obtenidas se evaluaron con actividad inhibitoria de la colinesterasa. Los
resultados sugieren que el alfa bisabolol presente, podria ser responsable de la

inhibicidn de la colinesterasa con valor ICso <10 pg/mL tanto para AChE como para
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BuChE siendo mayor la actividad en comparacién con el farmaco estandar donepezil
(valor ICsp <6 ug / mL). Estos resultados respaldan el uso de extractos y compuestos
de P. gymnospora para el tratamiento de trastornos neurolégicos.

Asi también, en el 2017 Alonso y colaboradores reportaron el compuesto
gambierol proveniente de Gambierdiscus toxicus (dinoflagelado epifito de
macroalgas); dicha molécula y sus analogos tetra y heptaciclicos mostraron ser
prometedoras para la modulacion de las caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer en las neuronas corticales primarias de los fetos de raton (cepa 3xTg-AD).
En su trabajo, se evalué el analogo tetraciclico del gambierol que provoc6 una
disminucién de los niveles de amiloide BA;.42 @ una concentracion de 50ug / kg y una
inhibicion dependiente de la dosis en la enzima B-secre tasa-1

Por otro lado, la actividad in vivo contra la beta amiloide ha sido evaluada por
Gan y colaboradores (2018); estos autores reportan al fucosterol obtenido del alga
parda Padina australis como neuroprotector. Las células SH-SY5Y se expusieron a
diferentes concentraciones de fucosterol, en rangos de 0.0032 a 20 yM antes de la
induccion de BA. El efecto sobre la apoptosis se determind utilizando tincion con
Anexina V FITC y la expresion del ARNm se estudié mediante RT-PCR. La citometria
de flujo confirma los efectos protectores del fucosterol en las células SH-SY5Y contra
la apoptosis inducida por BA, asi como el tratamiento previo con fucosterol aumenté
los niveles de NGB-ARNmM pero redujo los niveles de PPA-ARNmM y BA intracelular en
dichas células evitando la formacion de fibras.

Dados los antecedentes mostrados anteriormente, es claro que la busqueda
de compuestos con actividad inhibitoria del beta amiloide provenientes del medio
marino tiene un potencial. En el presente documento se discuten algunas de las
formas estructurales del beta amiloide mediante analisis in vitro e in silico (PDB
1z0q, 2beg, 2nao, 2mxu, 5kk3) bien establecidas, sus interacciones con el fucosterol

y los posibles mecanismos de inhibicién.

15



2.3 Uso del acoplamiento y dinamica molecular en la busqueda de
compuestos de origen marino como inhibidores.

Desde sus inicios en los afios 60 el acoplamiento junto con los tremendos
desarrollos en fisica, quimica, bioquimica y tecnologia (computadoras) se ha
convertido en una herramienta poderosa y una técnica esencial no soélo en la
identificacibn de moléculas de interés farmacologico sino también en las
interacciones proteina-proteina y en el comportamiento a nivel atomico de los
nanomateriales (Chen, 2015). Sin embargo, los productos naturales, por la razén que
sea han sido poco incluidos en los programas de busqueda in silico. Estos enfoques
computacionales pueden considerar evaluaciones estructurales en los sitios activos
de enzimas, asi como de dominios de asociacion proteina-proteina, sitios alostéricos
y otros plegamientos de unién a farmacos y proteinas (Coyne et al., 2010; Gerwick y
Moore, 2012).

Cuando el sitio de union puede ser identificado o razonablemente inferido se
pueden realizar analisis con enfoques de biologia estructural muy rapidos en un
receptor especifico, ademas existen 143,581 estructuras proteicas disponibles en
Protein Data Bank (PDB) para desarrollarlos. Sin embargo, hay una continua
necesidad de mejorar y hacer mas fiables los pardmetros establecidos en dichos
analisis; un ejemplo son los campos de fuerza con los que se calculan energias tanto
de proteinas como de moléculas pequefas. Para ello, la quimica medicinal, los
métodos biofisicos como la cristalografia, la RMN o la calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC), se han enfocado en las interacciones de uniébn a nivel
computacional utilizando estructuras de productos naturales completos o fragmentos
farmacoféricos como un método para mejorar la afinidad de unidn de las pequefas
moléculas a sus dianas proteinicas (Coyne et al., 2010; Gerwick y Moore, 2012).

El uso de modelos computacionales para proporcionar informacion sobre la
farmacologia de los productos naturales ha seguido en la mayoria de los casos el
mismo camino utilizado en proyectos de descubrimiento de farmacos
convencionales: se identifican pequefias moléculas con propiedades fisiologicas
deseables, ya sea evaluando sus interacciones potenciales con un objetivo de interés

mediante el acoplamiento del ligando al sitio activo de una proteina. También se ha
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intentado asignar un puntaje a la interaccion resultante o inferir un modelo predictivo
gue contraste con la potencialidad bioactiva de uno de los compuestos ensayados in
vivo o in vitro (Harvey et al, 20101; Honarparvar et al, 2013).

Estos modelos predictivos se basan en caracteristicas del tipo farmacolégico
como restos hidréfobos o hidréfilos deseables dentro de los compuestos activos, 0 en
huellas moleculares que indexan grupos funcionales o fragmentos moleculares que
estan o no presentes en sus estructuras. Se han descrito numerosos ejemplos de
modelos recientes y farmacéforos utilizados con éxito para identificar nuevos
inhibidores moleculares (Harvey et al, 2010); Honarparvar et al, 2013)

La mayoria de estos modelos se han construido a partir de productos
naturales bioactivos y se utilizan para la deteccion de compuestos disponibles
comercialmente en un intento de identificar los candidatos mas susceptibles a la
modificacion sintética y la optimizacion para el blanco farmacolédgico de interés. En
otros casos, se han utilizado modelos para identificar ligandos dentro de bases de
datos, buscando compuestos o0 productos naturales para determinar nuevas
estructuras quimicas a las que se pueden realizar modificaciones posteriores. De
forma similar, los experimentos de acoplamiento con ligandos son reportados
frecuentemente a pesar de no cumplir el requisito de una estructura cristalografica de
alta resolucion en la que se observen los ligandos acoplados (Harvey et al, 2010; Ou-
Yang et al, 2012;).

Este enfoque se ha extendido para incluir moléculas de productos naturales
en los sitios activos, aplicando una técnica denominada "pesca del objetivo”, con la
finalidad de dilucidar la compleja polifarmacologia expresada por muchos productos
naturales y establecer un mapa de los posibles objetivos para cada molécula.
TarFisDock, es un recurso web de acceso abierto desarrollado para este propésito y
proporciona a los usuarios los mejores candidatos de ligandos con base a su
puntuacion de energia (Harvey et al, 2010; Ou-Yang et al, 2012;).

La dindmica molecular se utiliza para estudiar casi todos los tipos de
interaccion entre las macromoléculas y proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos de
interés biolégico o medicinal. Las simulaciones abarcan amplios rangos espaciales, y

temporales (Plimpton, 1995; Borhani & Shaw, 2012). La simulacién de dinamica
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molecular (DM) es el nombre de una técnica en la que se determinan las trayectorias
de los atomos que componen un sistema mediante la resolucion de las ecuaciones
del movimiento. En las Ultimas décadas se ha desarrollado una gama muy amplia de
aplicaciones en dinamica molecular, por ejemplo, el estudio de transiciones de fase y
la dinAmica de defectos microscopicos en sélidos. De hecho, este rapido desarrollo
se ha mantenido a un ritmo creciente en relacion con los avances en el poder de
cémputo.

Un requisito esencial para resolver las ecuaciones clasicas del movimiento es
la capacidad de calcular las fuerzas sobre las particulas. Hay muchas maneras de
hacer esto. Las fuerzas se pueden obtener a partir de un potencial de interparticula o
de las constantes de fuerza en un sistema acoplado. Alternativamente, las fuerzas en
un sistema atémico podrian ser evaluadas a partir de los primeros principios de
mecanica cuantica (Chaplot, 2006).

En DM, todo atomo o miles de millones de atomos individuales se
representan, por ejemplo, todos los atomos de una proteina y moléculas de agua
circundantes, se mueven en una serie de pasos de tiempo discretos (por ejemplo, 2
fs). En cada paso, las fuerzas sobre cada atomo determinado a partir del campo de
fuerza, es representado por una coleccion de parametros fisicos. Se observan tanto
atomos enlazados como no enlazados (por ejemplo, van der Waals), fuerzas
interatdmicas, se calculan la posicién atémica y la velocidad de acuerdo con las leyes
de movimiento de Newton (Borhani & Shaw, 2012).

Este proceso se repite miles de millones de veces para obtener trayectorias
atomicas continuas que duran desde 1 femtosegundo hasta la escala de
milisegundos o segundos, o0 incluso mas. Se pueden encontrar numerosos ejemplos
0 revisiones recientes sobre el uso de las simulaciones DM en el descubrimiento de
farmacos. Los sistemas bioldgicos estudiados usando simulaciones DM pueden ser
muy grandes, comprendiendo millones atomos, por ejemplo, varias de estas
simulaciones se han hecho en complejo de ARN ribosomal de bacterias, medio por el
cual se han obtenido proteinas fundamentales como objetivo de diversos antibioticos
(Borhani & Shaw, 2012).
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Por lo tanto, la dindmica molecular estd cada vez méas asociada con
experimentos donde se pueden evaluar el comportamiento de un sistema biolégico
en particular. Se puede determinar una extensa escala espaciotemporal de la
relacion dominio-escala hasta miles de angstroms, con precision atbmica, y escalas
de tiempo de hasta milisegundos y en una resolucién de femtosegundo. Este poder
de las simulaciones se ha visto incrementada por los avances metodoldgicos en los
ultimos 25 afos y el estado de la quimica computacional en el disefio de farmacos ha
cambiado considerablemente. Al examinar los datos de Journal of Computer-Aided
Molecular Design (JCAMD), es notorio que muchas de las cuestiones importantes en
los inicios de estas técnicas, siguen siendo de interés hoy en dia, y muchos métodos
entonces nuevos se han convertido en nuestros métodos de eleccion (Borhani &
Shaw, 2012).

Actualmente, las simulaciones DM son una de las mas versatiles y hay
muchos programas que se pueden utilizar para realizar simulaciones, algunos de
ellos son GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations), AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement) y NAMD (Not (just) Another
Molecular Dynamics Program) entre otros. Las simulaciones DM son Utiles no sélo
para explorar cambios conformacionales acoplados a complejos proteina-ligando y
su estabilidad estructural, la movilidad de proteinas intrinsecamente ordenadas, la
coordinacion de metales, sino también para refinar estructuras que se determinaron
experimentalmente por rayos X y RMN (Bello et al., 2013).

Por mencionar un ejemplo de DM, se han realizado andlisis para explorar las
interacciones de seis inhibidores fendlicos de origen marino en la aldosa reductasa
humana (ALR2). Se consider6 el ambiente fisioldgico, todos los estados neutros y
otros dos estados ionizados de cada compuesto fendlico (Figura 3) y variantes
utilizando GROMACS; los célculos indicaron que todos los compuestos son capaces
de formar un enlace estable con el sitio activo de ALR2 que esta construida
principalmente por los residuos TYR48, HIS110 y TRP111, e imponen el efecto de
inhibicion ocupando el espacio activo. Con ello se determiné que los valores RMSD

del inhibidor relativo a ALR2 son estables, reiterando lo anterior en la figura 4 dénde
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se puede observar que las enzimas se estabilizan después de 2 ns en todos los

sistemas con un valor medio de RMSD de 2.0 A° (Wang et al., 2009).
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Figura 4. A, By C dan los RMSD de los compuestos fendlicos La, La_ionly La_ion2
en relacion con ALR2. La y La_ion2 tienen relativamente las curvas suaves, sus
valores medios de RMSD son 1.7 y 3.0 A’. Actualmente, considerando que el propio

ALR?2 tiene un valor de 2.0A".
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Por otro lado, el acoplamiento molecular (Docking) también es en la actualidad
una exploracion virtual rutinaria para la deteccion y disefio de farmacos. EI nimero
de documentos relacionados con ello ha aumentado dramaticamente en la ultima
década (Chen, 2015). Al igual que los analisis de dinamica, en el acoplamiento
molecular hay diferentes consideraciones que se tienen en cuenta antes de llevar a

cabo un analisis (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de flujo del procedimiento de acoplamiento.

El acoplamiento molecular ha sido utilizado para resolver las incognitas sobre
cdmo se origina la actividad biolégica de diferentes compuestos. A continuacion, se
muestran algunos ejemplos que han ayudado a comprender la relacién proteina-
ligando para pruebas especificas o enfermedades degenerativas. Por ejemplo,
existen analisis in silico sobre el acoplamiento molecular de los compuestos de
origen marino como antidiabéticos. Tal es el caso del fucosterol (Figura 6) obtenido

de las algas pardas Eisenia bicyclis y Ecklonia stolonifera; la investigacion se realiz
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en la aldosa reductasa de rata (RLAR), aldosa reductasa recombinante humana
(HRAR), la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y la glucosidasa (Jung et al,
2013).

El fucosterol mostré una inhibicibn moderada contra RLAR, HRAR y PTP1B.
Sin embargo, mostré una actividad débil o nula contra la formacion de AGE y a-
glucosidasa. Ademas, el estudio cinético reveld que el fucosterol realiza una
inhibicién de tipo mixto contra RLAR y HRAR, mientras mostré ser un inhibidor no
competitivo con 1B PTP. Dado que el fucosterol inhibié la aldosa reductasa (AR), se
estableci6 que es una gran promesa para su uso en el tratamiento de las
complicaciones diabéticas (Jung et al, 2013). Asi también Jung y colaboradores
(2016) evaluaron la fucoxantina y el fucosterol obtenido de las macroalgas Undaria
pinnatifida y Ecklonia stolonifera. Los analisis se realizaron in vitro con la proteina
beta secretasa (BACEL), asi las como predicciones de acoplamiento molecular. Los
resultados de la simulacién demostraron que el residuo Lys224 de BACEL interactu6
el grupo hidroxilo de fucosterol, mientras que dos residuos BACE1 adicionales
(Gly11 y Alal27) interactuaron con dos grupos hidroxilo de fucoxantina.

Asi mismo, el compuesto dieckol (Figura 7) del alga Ecklonia cava fue
examinado por sus efectos inhibidores sobre la sintesis de melanina, ya que suelen
ser los inhibidores de tirosinasa humana, blanco principal de los productos
cosméticos. Por lo tanto, se evaluaron los efectos inhibitorios de dieckol en la
tirosinasa de un hongo, asi como los modos de union en la estructura cristalina de
tirosinasa descrita de Bacillus megaterium (PDB ID: 3NM8; Kang et al, 2012). Para
el analisis se utilizé un algoritmo de acoplamiento del programa CDOCKER para
simular la unidén entre la tirosinasa y el dieckol. Estos estudios de modelado
molecular fueron exitosos (valor energético de union calculado: - 126.12 kcal / mol), e
indicaron que el dieckol interacciona con la His208, la Met215 y la Gly46. Estos
resultados sugieren que el dieckol tiene un gran potencial para desarrollarse
adicionalmente como agente farmacéutico o cosmético para su uso en dermatologia,
especificamente en trastornos asociados con la melanina (Kang et al, 2012).

Asi mismo, el dieckol de E. cava fue evaluado como agente anti-proliferativo y

anti-angiogénico en la linea celular EA.hy926 (hibridos de células somaticas).
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También se realizaron calculos de acoplamiento en las proteinas AP-N, VEGFR-1,
MMP-2, MMP-9, Akt y Erk2 utilizando el Dock-ingServer; se determiné que el dieckol
suprimié la proliferacién de células EA.hy926 inducidas por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). Ademas, el compuesto mostro una inhibicion significativa
de la migracién celular mediante la inhibicion de la proteina y los niveles de
expresion génica de las metaloproteinasas MMP-2 y -9. La cascada de sefalizacion
subyacente a estas respuestas se determindé como la inhibicién inducida por dieckol
en las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), ERK y p38. (Li et al,
2015).
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Figura 6. Se pueden observar los modelos de acoplamiento de la inhibicion de
AR por fucosterol. (A) Inhibicion de RLAR; (B) inhibicion de HRAR; El fucosterol
contiene un grupo 3B-hidroxilo hidrofobico que interactué con los residuos Tyr49 y

Hisl1ll y asi como con los residuos de aminoacidos adicionales Trp21, Trpll2,

Phel23 y Trp220 respectivamente.
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Hay otros estudios de acoplamiento molecular en que se han evaluado

phlorotaninos de Eisenia bicyclis con actividad inhibitoria en BACE1 utilizando
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Autodock 4.0; donde se determiné al eckol, el phlorofurofucoeckol-A y el dieckol
como los phlorotaninos mas prometedores como agentes preventivos de Alzheimer.
Las interacciones de estos compuestos con la proteina fueron similares con TYR132
y THR133 (Figura 8; Jung et al, 2010). Rajamanikandan y colaboradores (2011)
reportaron compuestos provenientes de bacterias y organismos flungicos marinos,
como objetivos atractivos para las terapias contra el cancer contra mucinas;
evaluando su potencial mediante acoplamiento molecular (Arguslab) encontraron
interaccion con al menos 28 aminoacidos.

Siguiendo la misma linea de carcinoginesis, Preamnath y colaboradores
(2012) reportaron estudios de acoplamiento molecular de fucosa sulfatada de origen
marino, contra la proteina p53 humana; los resultados mostraron una energia de
uniobn que variaba de 134.817 kcal/mol a 185.738 kcal/mol. Estos estudios de
acoplamiento molecular podrian contribuir al desarrollo adicional de inhibidores de
p53 mutagénicos para la prevencion y tratamiento del cancer. Por otro lado, el
analisis de acoplamiento con Autodock 4.2 de tres diterpenos (ADD, HDD y THD)
provenientes del genero Dictyota, han mostrado actividad inhibitoria contra
mutagenos de la transcriptasa del virus de VIH; el diterpeno dolabelladienotriol (THD)
mostré mayor actividad y se observé que preserva las interacciones con los mismos

residuos. Sin embargo, para algunas mutaciones de la transcriptasa del VIH, se

observaron nuevas interacciones de Van der Waals tales como Lys102, Vall89,
Gly190 y Phe227 en RT-3; Phe227 en RT-4; (Figura 9; Miceli et al 2013).

Figura 8. Modelos de acoplamiento molecular del complejo BACE1-

Phlorotaninos; donde eckol (A); Florofurofucoeckol-A (B); Dieckol (C) fueron los mas
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Figura 9. Interaccién de dolabelladienotriol (THD; color naranja) obtenido a
partir del genero Dictyota. Los analisis se realizaron en la reversa transcriptasa
mutada del VIH-1 RT3 (A) y RT4 (B). Los aminoacidos en azul son los que muestran
mayor interacciéon. Reproducido de Miceli et al, (2013).

Castellanos-Castillo (2014) desarroll6 su tesis doctoral enfocandose en la
busqueda de compuestos inhibitorios de la enzima acetilcolinesterasa utilizando
Autodock y encontré que el cembranoide (1a): 14 acetocicrassina proveniente del
octocoral Pseudoplexaura sp es altamente activo. Devi y Velmurugan (2015)
analizaron 126 compuestos de origen marino con ese mismo fin, ademas de la
actividad anti-malarial y anti-viral utilizando ese mismo paquete informatico.

Balachandran y  colaboradores  (2016) evaluaron  compuestos
antiinflamatorios provenientes de Sargassum wightii con el paquete informéatico
GLIDE; La estructura cristalina obtenida del banco de datos de proteinas se

acoplé contra siete compuestos utilizando el software Schrodinger Maestro
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(versién 2013.1). Los resultados del acoplamiento molecular mostraron que de los
siete compuestos bioactivos analizados: el salicilato de metilo, el acido benzoico,
el 2-hidroxi,el éster etilico, el ftalato de dietilo, el &cido hexadecanoico, el etilo
éster, el éster etilico del acido y (E) -9-octadecenoico inhibieron eficazmente la
proteina COX2.

Todas estas investigaciones son solo unos cuantos ejemplos junto a los
mencionados en los parrafos anteriores, que nos demuestran qué cada grupo de
investigacion elije el paquete informéatico mas afin a sus necesidades de analisis.
También cabe sefalar que la mayoria de los reportes son de afios recientes, lo
gue nos indica que la combinacion del acoplamiento molecular y la busqueda de
actividad en compuestos de origen marino estan en sus inicios. Lo cual es
congruente considerando que la investigacion de compuestos de origen marino

data de alrededor de 50 afios en comparacion con los terrestres.

3. Justificacion.

La baja efectividad y los efectos secundarios que ejercen los actuales
farmacos utilizados como inhibidores de la acetilcolinesterasa en la terapéutica
justifican por si solos la busqueda de nuevas alternativas. Por ejemplo, para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer se aplican diferentes drogas
inhibidoras de AChE como la galantamina, rivastigmina, donepezilo y tacrina. Sin
embargo, sélo pueden ofrecer efectos de corto plazo, y dichos inhibidores ejercen
efectos en el sistema periférico, causan hepatotoxicidad y desordenes
gastrointestinales. Por lo tanto, todavia hay una gran demanda en la busqueda
nuevos farmacos candidatos para su tratamiento (Alpizar-Quesada y Morales-
Alpizar, 2003; Mukherjee et al., 2007; Suganthy et. al., 2010; Syad et. al., 2012).

Por otro lado, la incidencia de enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la enzima aceticolinesterasa, como es el caso de la proteina
beta amiloide, impide poder generalizar pautas terapéuticas comunes. El enfoque
terapéutico se basa en tres objetivos: a) reducir la sintesis de la proteina
precursora de las fibrillas amiloide (inhibicion), b) evitar el depdsito y

polimerizacion de la misma en las fibrillas amiloide, c) tratamiento sintomatico de

27



los 6rganos afectados. Se sabe que los extractos algales tienen gran potencial en
la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y como se ha mencionado
anteriormente, aquellos compuestos que presentan esta caracteristica pueden
tener propiedades inhibitorias de BA;.42.

Aunado a lo anterior, pocos estudios se enfocan a comprender la inhibicion a
nivel molecular lo cual hace imprescindible determinar el acoplamiento enzima-
inhibidor. Se conoce perfectamente la estructura de la acetilcolinesterasa y las
variantes estructurales de BA;.42, asi como de algunos compuestos responsables
de su inhibicién pero aun no existe un estudio donde se establezca el mecanismo
de accion especifico que pudieran tener los compuestos de origen algal en ambas
moléculas. Por consiguiente, el presente estudio se enfoco en la evaluacion del
fucosterol como inhibidor de la acetilcolinesterasa y la proteina beta amiloide con
la finalidad de proponer los mecanismos por los cuales se genera la actividad

bioldgica.

3.1. Hipotesis

En base a los estudios reportados sobre la actividad inhibitoria enzimatica de
los extractos de algas marinas asi como de compuestos puros, se sostiene que el
fucosterol es un inhibidor de la acetilcolinesterasa y la proteina beta amiloide (BA;-

42) que tiene mecanismos diferentes a los inhibidores comercialmente conocidos.
4. Objetivo general.
Evaluar por diferentes técnicas la capacidad del fucosterol como inhibidor de

la enzima acetilcolinesterasa y la proteina B-amiloide (BA1-42).

4.1. Objetivos particulares

A. Determinar por diversas técnicas espectroscopicas la estructura del
fucosterol.
B. Determinar los parametros cinéticos (Vmax Y Km, ) de la enzima

acetilcolinesterasa y el fucosterol.
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C. Proponer los mecanismos de inhibicion del fucosterol a partir del
analisis de acoplamiento y dinamica molecular.

D. Determinar por la técnica de fluorescencia con ThT la capacidad del
fucosterol para inhibidor la formacion de fibrillas beta amiloide.

E. Determinar por electroforesis en gel de poliacrilamida la union de la
proteina-ligando.

F. Determinar por microscopia de fuerza atomica (ATM) la inhibicion de
la agregacion beta amiloide (BA1.42)

G. Evaluar por acoplamiento y dinamica molecular la inhibicién de la

agregacion beta amiloide (BA1.42).

5. Material y método.
5.1 Determinacién de la inhibicion de la acetilcolinesterasa.

5.1.1. Anédlisis de microplaca (96 posos).

Para el ensayo colorimétrico de microplaca (96 posos) se utilizo la

metodologia establecida por Rhree y colaboradores (2001) asi como la de Ellman

y colaboradores (1961). Se agregaron 10 pL (0.09 U/ mL) de una solucion de

AChE, y se incubd con diferentes concentraciones de Sargassum horrdum y
fucosterol (de 10 a 50 y) en 0.05 M de tris-HCI bufer (pH 8.0) por 45 min a

temperatura ambiente. Luego de la incubacién se afiadieron 125 pL a 3mM de

acido 5,5 -Ditio-bis (2-nitrobenzoico) 6 (DTNB) y el volumen total se llevd hasta

1mL con el tampon de Tris-HCI (pH 8.0). La actividad enzimatica fue iniciada al

agregar 25 pL a 15 mM de yoduro de acetilcolina (ATCI) y yoduro butiriltiocolina

(BuTCl). La hidrdlisis de ATCI y BuTCI se monitoreé hasta observar la coloracion

amarilla del anion 5-tio-2-nitrobenzoato que se origina como resultado de la

reaccion de DTNB con ticolina.
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La catalisis de la enzima fue obtenida en un espectrofotometro UV-Visible a
405nm. Los experimentos se realizaron por triplicado y se utilizo el Donepezil
como estandar (farmaco anticolinesterasa actualmente empleado). El porcentaje
de inhibicién de AChE se determiné con la siguiente ecuacion:

E-S x 100
E
Donde:
E = es la actividad de la enzima sin extracto

S = es la actividad de la enzima con extracto

5.2. Fraccionamiento, purificacion y caracterizaciéon del fucosterol.

El fucosterol utilizado para los andlisis del presente estudio se tomd del
acervo de compuestos que existen en el laboratorio de quimica de macroalgas del
CICIMAR-IPN, previamente obtenido en el trabajo de tesis de Mufioz-Ochoa
(2010). La extraccion del fucosterol se realizdé a partir de 590g del alga parda
Sargassum horridum seca y molida por maceracion con etanol destilado en
proporcion de 1:2 (masa: volumen). Cada tercer dia se cambid el disolvente. El
extracto resultante fue concentrado a sequedad a presion reducida en un
rotavapor Yamato RE500. Se obtuvieron 26.8 g de sélido (extracto etandlico
crudo) que se transfirié a un vial tarado y etiquetado como ESL2. Posteriormente
se sometio ESL2 a extraccion solido-liquido en silica gel de fase normal (60g) con
lo que se obtuvieron las fracciones de ESL2F1 a la ESL2F5 y ESL2FI. Los 0.520
mg de la fraccion ESL2F1 se sometieron a una columna cromatografica en silica
gel en fase normal con hexano, diclorometano, etanol y agua.

Con ello se obtuvieron 10 fracciones (de CC25F1 a CC25F10). La fraccion
CC25F7695 (159 mg) se sometié a una columna cromatografica de silica gel en
fase reversa eluida con etanol y agua (9:1). Obteniendose tres fracciones: de
CC26F1 a CC26F3. Asi mismo, la fraccion CC26F3 se sometio a purificacion por
columna cromatogréfica de fase reversa y se eluy6 con un sistema isocréatico de

EtOH: H,O (98:2); las fracciones obtenidas fueron unidas por similitud en 3
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grandes fracciones CC27F1 a CC27F3. La fraccion CC27F3 mostré ser un
compuesto aparentemente puro. El fucosterol fue sometido a analisis de
resonancia magnética nuclear (RMN). La identificacion estructural se realizé por
comparacion de espectros previamente reportados (Adel et al, 2015; Bouzidi et al,
2014; Chen et al, 2014; Khanavi et al, 2012; Singh et al, 2014).

5.3 Cinética enzimética de hAChE.

Para la actividad inhibitoria de hAChE, se utiliz6é el inibidor comercialmente
conocido como neostigmina y fucosterol. Ambos se evaluaron mediante el método
colorimétrico informado por Bonting y Featherstone (1956) que mide la cantidad
restante de ACh. La solucién de ensayo consistidé en un tampoén de fosfato a 0.1 M
a pH 8 y 0.02 unidades de hAChE (Sigma Chemical C1682), asi mismo
concentraciones crecientes de yoduro de ACh (0, 2,0,4,0,8,1,6, 3,2,6,4y 12,
8 mM) como sustrato. El fucosterol (0.004, 0.006 y 0.008 uM) y la neostigmina
(0.14 uM) se agregaron a la solucion de ensayo enzimatico durante 60 minutos a
37 °C. Posteriormente se agregd el sustrato. Los cambios de absorbancia se
registraron después de 60 minutos de incubacion con el sustrato usando celdas
de cuarzo de longitud de trayectoria de 1 cm en un espectrofotometro UV/VIS
(Perkin lambda 25) a 500 nm. Las velocidades de reaccion se compararon, y se

calculé la inhibicién en presencia de los compuestos de ensayo.

5.4. Acoplamiento molecular (docking) con acetilcolinesterasa.

La conformacion inicial de la enzima hAChE se eligio de un estudio previo
realizado por Correa-Basurto y colaboradores (2014). Se usaron paquetes
AutoDock 4.2.6 y AutoDockTools 1.5.2 (Morris et al, 1998) para examinar la
capacidad de reconocer fucosterol y neostigmina. Las estructuras quimicas de
dos dimensiones (2D) de los ligandos sintetizados se dibujaron con el programa
ChemBioDraw Ultra 11.0. La matriz Z del fucosterol y la neostigmina se generaron
con el programa Gauss View 5.0 (Dennington et al., 2009) para asignar la

distancia interatobmica correcta y los tipos de hidrégeno a través de una
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minimizacién energética y de geometria bajo un método semiempirico AM1
empleando el paquete quimico cuantico de Gaussian 09W (Frisch, 2009).

Se agregaron atomos de hidrogeno polar en los &tomos apropiados de
hAChE y se les asignaron cargas de Kollman (Kollman et al, 2000), mientras que
las cargas de Gasteiger se asignaron a ligandos. El sitio de acoplamiento se basoé
en el conocimiento de la localizacion del sitio catalitico activo de hAChE. Teniendo
en consideracion la informacién anterior, se utilizé un procedimiento basado en
cuadriculas para generar los mapas de afinidad que delimitan el sitio de unién de
proteinas con los siguientes parametros de cuadricula: XYZ de 70 X 104 X 112 A
y 70 X 94 X 104 A, con un espaciado de puntos de rejilla de 0.375 A3. El
algoritmo genético lamarckiano se seleccioné como una funcién de puntuacion
con parametros de busqueda de una poblacion aleatorizada inicial de 100
individuos y un nimero maximo de evaluaciones de energia de 1 X 107 ciclos. El
procedimiento de acoplamiento fue validado para garantizar su coherencia. Esto
se llevo a cabo acoplando el donepezilo presente en el complejo humano AChE-
donepezil (entrada PDB 4EY7) con nuestra estructura AChE humana, revelando

una postura de unién similar.

5.5. Dindmica molecular con la enzima acetilcolinesterasa.

5.5.1 Simulaciones de dinamica molecular (DM) y célculos de energia
libre de union.

Las simulaciones de dinamica molecular (DM) de los complejos hAChE-
ligando se realizaron usando el paquete AMBER 12 del moédulo PMEMD (Case et
al., 2005) y el campo de fuerza ff99SB (Duan et al., 2003). Las topologias de los
complejos hAChE-ligando fueron construidas por el modulo Leap, y sus
parametros se determinaron con el médulo de antecamara, basado en el campo
de fuerza Amber generalizado (GAFF) (Wang et al., 2004). Las cargas atomicas
AM1-BCC se calcularon con el modulo de la antesala. Ocho iones de sodio se
colocaron en diferentes lugares mediante LEaP para neutralizar las cargas

negativas alrededor de los modelos complejos a pH 7.
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Se aplic6 una caja rectangular de moléculas de agua TIP3P (Jorgensen et
al., 1983) para solvatar los complejos, extendiéndose al menos 12 A del complejo
proteina-ligando. Antes de las simulaciones DM, los sistemas se minimizaban y
equilibraban. Los sistemas se minimizaron a través de 1000 pasos de
minimizacibn de descenso mas empinada seguido de 1000 pasos de
minimizacion de gradiente conjugado; los sistemas se calentaron de 0 a 310 K
durante 200 picosegundos (ps) de simulaciones DM con restricciones de posicion
a volumen constante. Sucesivo conjunto isotérmico-isobarico (NPT) de DM
simulaciones se realiz6 para 200 ps para ajustar la densidad del disolvente
seguido de 600 ps de equilibrio de presion constante a 310 K, utilizando el
algoritmo SHAKE (Van Gunsteren y Berendsen, 1977) en atomos de hidrogeno,
un paso de tiempo de 2 femtosegundos (fs) y dinamica de Langevin para control
de temperatura. Las ejecuciones de equilibrio fueron seguidas por simulaciones
de DM de 100 ns de longitud sin restricciones de posicion, bajo condiciones de
contorno periédicas (PBC) y usando un conjunto de NPT a 310K.

El término electrostatico se describié mediante el método Ewald de malla de
particulas (Darden et al, 1993), y se utilizé un corte de 10 A para las interacciones
de van der Waals. El paso del tiempo de las simulaciones DM se estableci6 en 2,0
fs, y el algoritmo SHAKE (Van Gunsteren & Berendsen, 1977) se usé para
restringir las longitudes de enlace en sus valores de equilibrio. La temperatura y la
presion se mantuvieron usando el algoritmo de acoplamiento débil (Berendsen et
al., 1984) con las constantes de acoplamiento 1T y TP de 1,0 y 0,2 ps,
respectivamente (310 K, 1 atm). Las coordenadas se guardaron para analisis
cada 20 ps. La herramienta "ptraj" en AMBER 12 se utilizO para analizar la
dependencia del tiempo de la desviacion cuadratica media (RMSD), el radio de
giro (RG) y el andlisis de agrupamiento. Las imagenes y las representaciones
estructurales se prepararon utilizando PyMOL v0.99 (PyMOL, 2017) y Maestro
Schrédinger version 10.5 (Maestro, 2018).
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5.5.2. Calculo de energias libres de enlace absoluto y contribuciones
por residuo.

A esto, se extrajeron 500 instantaneas a intervalos de tiempo de 100 ps de
las ultimas 50 ns de simulaciones DM, usando una concentracion de sal de 0,1 M
y el modelo de disolvente implicito Born (Onufriev et al., 2004) después de
eliminar las moléculas de agua y los contraiones. Los analisis se realizaron
utilizando el script MMPBSA Perl (Gohlke et al., 2004) proporcionado en los
paquetes AMBER 12 (Case et al., 2005). La energia libre de unién de cada

complejo se puede calculé como:
—~complejo ~receptor ~ligando
AC':‘mmgbsa—G -G -G

AGunic’>n=AEMM"'ASSOIva‘[acién'TAS

5.6 Andlisis estadistico.

Los analisis cinéticos enziméticos se realizan con Microsoft Excel. Los datos
obtenidos de las pruebas se promediaron y la desviacion estandar (SD % 2).
Posteriormente, estos datos promedio se sometieron a regresion lineal, ecuacién

de Michaelis Menten y Lineweaver-Burk, respectivamente.

5.7. Valoracion del compuesto fucosterol como inhibidor de la

agregacion del BA; 4

Se evalud la capacidad del fucosterol para inhibir la formacion de fibrillas y
oligbmeros de BA;.s, mediante estudios de fluorescencia con Tioflavina T (ThT),

electroforesis en gel de poliacrilamida y microscopia de fuerza atomica (MFA).

5.8. Fluorescencia con tioflavina (ThT).
Se preparé una dilucion de BAi4, (Calbiochem, No. Cat. PP69) a una
concentracion 50 yM en agua miliQ, en presencia y ausencia del compuesto a
concentraciones de 50 y100 yM. Cada alicuota se incub6 en una celda de cuarzo de

0.5 cm a 37 °C con agitacién constante durante 24 h, tomando alicuotas a los 0, 60,
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180 y 1440 min de incubacién. La muestra se coloc6 en una celda de cuarzo que
contenia HEPES a una concentraciéon de 20 mM y 100 mM de NaCl con pH 7.4 y
ThT 3uM. El incremento de la Fluorescencia de ThT se midié a una Aegmisisn=480 nm
usando un espectrofotbmetro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-45 usando una

Aexcitacion=445 nm (Hernandez-Rodriguez et al, 2013).

5.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para determinar si la incubacion de BAis en presencia del compuesto
favorece la formacion de oligomeros de BA;42, se prepard una dilucion de BA142 a
una concentracién de 100 uM en agua miliQ, en presencia y ausencia de fucosterol a
una concentracion de 50 y 100 yM, incubando a 37°C durante 24 h. Alicuotas (15 pl)
de las muestras se mezclaron con 15 ul de buffer de carga y se mezclaron durante 1
min. Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%,
siendo posteriormente tefiido con plata (Hernandez-Rodriguez et al, 2014). El peso
molecular de las bandas se determiné por comparacion con el marcador de peso

molecular de referencia (Azul 6x).

5.10. Microscopia de fuerza atdmica (MFA).

Para la determinacion de las caracteristicas morfologicas del BA142 en
presencia y ausencia del fucosterol (50 y 100 uM), 5 ul de BA1.42 @ una concentracion
de 50 yM incubados durante 24 h a 37°C en agitacién continua, fueron depositadas
sobre una placa de vidrio y secados a temperatura ambiente. Las imagenes fueron
escaneadas en el aire mediante MFA (MultiMode V; Veeco, EE.UU.), utilizando el

modo tapping (Hernandez-Rodriguez et al, 2014).

5.11. Acoplamiento molecular con beta amiloide (BA1-42)

La conformaciones utilizadas de la proteina beta amiloide fueron 1z0q, 2beg,
2mxu, 2nao y 5kk3 que se eligieron de la base de datos del Protein data bank
(https://www.rcsb.org/). Se usaron paquetes AutoDock 4.2.6 y AutoDockTools
1.5.2 (Morris et al, 1998) para examinar la capacidad de reconocer fucosterol y

galantamina. Las estructuras quimicas de dos dimensiones (2D) de los ligandos
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sintetizados se dibujaron con el programa ChemBioDraw Ultra 11.0. La matriz Z
del fucosterol y galantamina se generaron con el programa Gauss View 5.0
(Dennington et al., 2009) para asignar la distancia interatdmica correcta y los tipos
de hidrégeno a través de una minimizacion energética y de geometria bajo un
método semiempirico AM1 empleando el paquete quimico cuantico de Gaussian
09W (Frisch, 2009). Se agregaron atomos de hidrégeno polar en los atomos
apropiados de beta amiloide y se les asignaron cargas de Kollman (Kollman et al,
2000), mientras que las cargas de Gasteiger se asignaron a ligandos. Asi mismo,
se utilizé un procedimiento basado en cuadriculas para generar los mapas de
afinidad que delimitan el sitio de union de proteinas con los siguientes parametros
de cuadricula: XYZ de 70 X 104 X 112 Ay 70 X 94 X 104 A, con un espaciado de
puntos de rejilla de 0.375 A3. El algoritmo genético lamarckiano se seleccion6
como una funcion de puntuacion con parametros de busqueda de una poblacion
aleatorizada inicial de 100 individuos y un nimero maximo de evaluaciones de

energia de 1 X 107 ciclos.

6. Resultados.
6.1. Determinacién de la inhibicibn de la acetilcolinesterasa por

técnicas colorimétricas y cromatografia de placa fina (TLC).

Como se puede observar en la gréafica 1, la concentracién 0.625 mg/mL de
fucosterol inhibi6 mas del 80% a la acetilcolinesterasa de anguila eléctrica
mientas que el extracto de S. horridum mostré una actividad inhibitoria arriba del
80% a una concentracion de 1.25 mg/mL. El inhibidor comercial no presento

mayor actividad en comparacion con el extracto y el fucosterol.
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Variacion de la inhibicion entre S. horridum y
fucosterol

120
100
80
60
40
20

% de inhibicién

Donepecilo S. horridum Fucosterol

Concentracion
007 m0.15625 w0.3125 m0625 m1.25 25 m5mg/mL

Grafica 1. En el eje de las X se muestran las concentraciones 5, 2.5, 1.25,
0.625, 0.3125, 0.1562 y 0.07 mg/mL probadas de donepecilo, S. horridum y
fucosterol. En el eje Y se encuentra el porcentaje de inhibicion de cada

concentracion.
6.2. Caracterizacion del fucosterol.

El espectro de RMN *H (500 MHz, CDCI3) mostré picos (3 in ppm) a 5.15
ppm (1H, g, H-28), 2.2 (1H, s, H-25), 1.24 (3H, d, H-29), 1.01 (3H, s, H-19), 0.96
(3H, d, H-21), 0.98 (3H, d, H-27), 0.97 (3H, s, H-26), 0.68 (3H, s, H-18) (Figura 10
y 11); El espectro de *C RMN (125 MHz, CDCI3) & (ppm) mostré 147.01 (C24),
140.78 (C5), 121.70 (C6), 115.8 (C28), 71.7 (C3), 56.7 (C14), 55.7 (C17), 50.1
(C9), 42.4 (C13), 39.9 (C12), 37.1 (C1), 36.43 (C20), 35.3 (C22), 34.6 (C25), 31.8
(C8), 31.5 (C2), 28.3 (C1 nb6), 25.6 (C23), 24.2 (C15), 22.4 (C27), 22.0 (C26),
21.10 (C11), 19.3 (C19), 18.5 (C21), 13.0 (C29), 11.58 (C18) (Figura 10 y 12).
Todos los datos registrados son consistentes con los reportados en otros trabajos
(figura 11; Adel et al, 2015; Bouzidi et al, 2014; Chen et al, 2014; Khanavi et al,
2012; Singh et al, 2014).

37



Figura 10. Estructura 2D del fucosterol.
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Figura 11. Espectro de *H-NMR de fucosterol.

38



mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Vg7 VAVRSS IS B LI

—147.0
—140.7
1261
-—121.7
—1158

%7

1

7

o

7

7

4

A

4

8

A

4

b

8

5

]

]

2

4

]

a1

3

5

a

b

3

! L1 L I it tdedoath 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 150 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ EOO ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
1 (ppm

Figura 12. Espectro “*C-NMR de fucosterol.

6.3 Cinética enzimética.

Se determind el efecto inhibitorio de fucosterol en hAChE utilizando
diferentes concentraciones del compuesto y analizandolo en graficos de
Lineweaver-Burk y Dixon con diferentes concentraciones de sustrato e inhibidor
(Figura 4). A una concentracion de 0.006 uM de fucosterol, los valores de Vmax y
Km fueron de 0.015 1/Vo (AA/h y 6.399 1/[ACh] mM-1 respectivamente. Para
neostigmina (0.14 pM) los valores fueron Vmax=0.022 1/Vo AA/h y Km=6.726
1/JACh] mM-1. Este resultado indicO una mayor afinidad de fucosterol que la
neostigmina en hAChE (Tabla Il, Grafica 2). Estos datos mostraron que el

fucosterol es un inhibidor no competitvo de hAChE (Tabla II).
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Tabla Il. Efecto del fucosterol y neostigmina en hAChE

ACh AChE + AChE + AChE + AChE +
E Neo[0.14uM] fucosterol fucosterol fucostero
[0.004pM [0.006pM 1[0.008
] ] HM]
Vmax 0.038 0.022 0.038 0.015 0.003
(1, (AA/R)
Km 2.608 6.726 6.591 6.399 1.451
(L[ACh] mM"
)
OAChE 1500 -
DOAChE + Neostigmine [0.14 pM]
AAChE + Fucoesterol [0.004 uM]
XAChE + Fucoesterol [0.006 pM]
OAChE + Fucoesterol [0.008 puM] . 1000 -
3
= g

(4]
o
o

-1000 -

1/[ACh] (uM"")

Grafica 2. La grafica muestra la Vyax Y Km de fucosterol y neostigmina con
hAChE. El simbolo ¢ representa a hAChE, el A es hAChE y fucosterol a 0.004 yM

de concentracion; o hAChE y neostigmina a 0.14 pM; el simbolo x representa

hAChE y fucosterol a 0.006 uM de concentracion mientras que © AChE y

fucosterol a 0.008 uM de concentracion.
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6.4 Acoplamiento molecular de acetilcolinesterasa, fucosterol vy

neostigmina.

Los resultados del acoplamiento molecular mostraron que el fucosterol y la
neostigmina estan acoplados al sitio de unién de AChE que comparte un mapa de
contactos similar (Figura 13). La mayoria de los residuos que estabilizan los tres
complejos son residuos hidrofébicos con valores de energia libre en el rango
picomolar y nanomolar para fucosterol (-10.68 kcal / mol) y neostigmina (-7.02
kcal / mol), respectivamente. Aunque el complejo hAChE-fucosterol indica la falta
de enlaces de hidrégeno implicados en la estabilizacion del complejo, se observo
que su grupo hidroxilo se localiza en las proximidades de Ser293 (< 4 A). La
estabilizacion de neostigmina se caracteriza por el mayor nuamero de
interacciones polares, que el grupo N, N, N-trimetilanilinio forma una interaccion
TT-cation con Trp86 y un puente de sal con Glu202 y un enlace de hidrogeno entre
el oxigeno del Grupo Dimetilamino-carbonil-oxi. ElI mecanismo de unién
comparativo mostré6 que el fucosterol y la neostigmina pudieron establecer
interacciones similares (Trp86, Gly121, Gly122, Tyrl24, Serl125, Glu202, Ser203,
Tyr337 e His447) a las observadas para el complejo cocristalizado entre (-) -
huperzina A (HupA) y hAChE (entrada PDB 4ey5).

Por lo tanto, los complejos proteina-ligando obtenidos mediante calculos de
acoplamiento se enviaron a simulaciones de DM de 100 ns de longitud acopladas
al enfoque de MMGBSA. El sitio activo catalitico hAChE se localiza en un
desfiladero largo y estrecho de aproximadamente 5 A de diametro y 20 A de
profundidad que se extiende desde la superficie de la proteina hasta el sitio
catalitico. Este desfiladero tiene dos sitios de unién de ligando distintos: el
subsitio "anionico™ del sitio catalitico y el sitio periférico "anionico”. El primero esta
situado cerca del mas bajo de la garganta y contiene una triada catalitica (H440-
E327-S200) y un residuo aromatico (Trp84), mientras que el Ultimo esta cerca de
la entrada del desfiladero del sitio activo, y contiene Trp279, un importante

constituyente de este sitio anionico.

41



Neostigmina

./T-'I'R\'I
@/

Neostigmina

@E ) IR
= (T )
124 ) :

Fasn’y
3

GLY z Py
122 CH [(THRY
\81 )

"~
[ SER MR
125, 341 )

Figura 13. Complejos de acoplamiento y mapa de interacciones entre AChE
y fucosterol y neostigmina. Los enlaces de hidrégeno son flechas cargadas con

residuos negativos (rojo), cargado positivo (azul), polar (magenta), hidrofobo
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(verde) y glicina (gris). Las figuras se realizaron con Maestro Schrodinger version
10.5.

6.5. Modelado molecular con acetilcolinesterasa: Equilibrio de los
complejos de hAChE-ligando.

La estabilidad del complejo AChE-ligando durante las simulaciones DM se
midié mediante la evaluacion de la desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD)
y el radio de giro (RG). El andlisis de ambos parametros geométricos demuestra
que los complejos AChE-fucosterol y AChE-neostigmina alcanzaron estabilidad
entre 40 y 50 ns (Figura 14) con valores de RMSD de 2.10 £ 0.13, 2.25 £ 0.14 y
2.15 + 0.18 A para AChE-fucosterol y AChE- neostigmina, respectivamente
(Figura 14 A). El anélisis de RG mostr¢ valores de 23.28 + 0.05 y 23.27 + 0.07 A
para AChE-fucosterol y AChE-neostigmina, respectivamente (Figura 14 B). Por lo
tanto, todos los analisis posteriores se realizaron excluyendo los primeros 50 ns

de las simulaciones de DM de 100 ns-long.

Rg (A)

hl';ﬁ* il

RMSD (A)

it ! W‘

L} T L} T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tiempo de simulacién (ns) Tiempo de simulacién (ns)

Figura 14. Propiedades de equilibrio de los sistemas AChE-fucosterol y
AChE-neostigmina a través de simulaciones DM. A) RMSD y B) Radio de giro
para AChE-fucosterol (negro) y AChE-neostigmina (rojo).
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6.6 Andlisis estructural de los complejos de AChE-ligando.

El analisis estructural sobre los complejos mas poblados (ver métodos)
mostré que los complejos de AChE-fucosterol y AChE-neostigmina estan
mayormente estabilizados por residuos hidréfobos. La Figura 15 C muestra que la
neostigmina mantuvo un mayor numero de interacciones de residuos mediante
calculos de acoplamiento (Trp86, Gly121, Tyrl24, Serl25, Glu202 y Tyr337) y
otras interacciones no presentes en la conformacion inicial pero presentes en la
cristalizacion conjunta (entrada de PDB 4EY5) aparece (Glyl26) durante las
simulaciones DM. Para el caso del fucosterol, la mayoria de las interacciones
presentes en la conformacion inicial desaparecen excepto en Trp86 (Figuras 14 y
15 A). Sin embargo, las nuevas interacciones presentes durante las simulaciones
DM también estan presentes en el complejo co-cristalizado con galantamina
(entrada PDB 4EY6, Phe295, Phe297 y Phe338) o donepezilo (entrada PDB
4EY7, Tyr72, Trp286, Val294, Phe295, Phe338 y Tyr341) .
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B) y AChE-neostigmina (panel C y D) derivados de un analisis de agrupacion se

utilizaron para obtener el mapa de interacciones.

6.7. Calculos de energia libre de enlace en hAChE.

Se llevaron a cabo calculos de energia libre de union (AGungn) para
cuantificar las contribuciones energéticas con respecto a las energias no
covalentes en el sitio de unién de los complejos hAChE-fucosterol y hAChE-
neostigmina (véase Material y métodos). Este andlisis reveld que los valores de
AGnisn para los dos complejos son termodinamicamente favorables para todos los
complejos (sin considerar el componente entropico) (Tabla Ill). La principal
contribucion energética a AGbynisn fue guiada por las interacciones hidrofébicas
(AEno-polar = AEwa + AGppoi, sOl), mientras que las contribuciones polares (AEpoiar =
AEe + AGpol, sof) muestran un rendimiento termodinamicamente desfavorable que
se opone al proceso de unién para todos los complejos. La energia libre de
descomposicion por residuo nos permite observar la contribucién energética de
cada residuo estabilizando ambos complejos observados en la figura 12. Este
analisis muestra que los residuos con valores AGmmgbsa = -0.5 kcal / mol,
Trp286, Leu289, Phe295, Phe297 y Tyr341 fueron los que mas contribuyeron a la
final AGbind de la estabilizacion del sistema hAChE-fucosterol (Figura 15-B).
Mientras que Thr83, Trp86, Serl25, Glu202 y Tyr449 son la fuente mas de la
AGynisn final en la estabilizacion del sistema hAChE-neostigmina (Figura 15C-D).

46



Tabla Ill. Componentes de energia libre (en unidades de
kcal/mol) para el complejo AChE-inhibidor usando el enfoque GB. F
representa el fucosterol y N neostigmina.

Sistema AEvdw AEele AGele,s AGnpol, Epolar AEnon AGunion
ol sol -polar
F -38.50 -1.68 20.97 4.42 19.29 -42.92 -23.63
(0.15) (0.1) (0.1) (0.1) (0.12)
N -29.56 -461.55 472.74 3.95 11.19 -33.51 -22.32
(0.18) (1.2) (1.24) (0.2) (0.12)

Contribuciones Polares (AEpolar=AEele + AGele,sol) y non-polares (AEno-
polar=AEvwd +AGnpol,sol). Todas las energias se promedian en mas de 500
instantaneas a intervalos de tiempo de 100 ps de las Ultimas 50 ns de produccion y
estan en kcal / mol (+ desviacion estandar).

6.8. Acoplamiento molecular de beta amiloide, galantamina y fucosterol.

El analisis de acoplamiento molecular mostr6 que el fucosterol tiene
interaccion con los residuos histidina (His14) y Leucina (Leu34) de la estructura beta
amiloide 1z0q (subunidad A). Este complejo tuvo una energia de unién de -6.52
kcal/mol y Ki de 16.49 uM (Figura 16). Asi mismo en la figura 17 la subunidad A de
1z0q y galantamina. Los residuos de interaccién donde se observaron puentes de
hidrogeno fueron glutamato (Glu3), fenilalanina (Phe4) y arginina (Arg5);
interacciones hidrofobicas con aspartato (Aspl), alanina (Ala2), serina (Ser8), valina
(Vall2) con una energia de union de -6.03 kcal/mol.

Por otro lado, en la figura 18 se observan interacciones con las subunidades
A, B, C, Dy E de la estructura beta amiloide (BA:-42) denominada 2beg. Los residuos
de interaccion con el fucosterol fueron la metionina (Met 35), valina (Val36) y Glicina
(Gly37) para las subunidades B, C, D y E. Para las subunidad A s6lo se mostro
interaccion con (Gly37) y para C también con valina (Val39). La energia de union fue
-8.4 y Kide 697.17 uM. En la figura 19 se observa a las subunidades A-E de 2beg y
su interaccién con galantamina. El residuo de interaccion con que se observé puente

de hidrégeno fue valina (Val39) en la subunidad E asi como interacciones con
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leucina (Leul?) y fenilalanina (Phel19); interacciones con leucina (Leul?), fenilalanina
(Phel9) y valina (Val37) con la subunidad D.

Por su parte la figura 20 muestra el analisis de acoplamiento de la estructura
beta amiloide 2mxu vy el fucosterol, dénde los residuos de interaccién fueron valina
(Vall2) e isoleucina (1le32) para la subunidad A; leucina (Leul?), isoleucina (lle32) y
Glicina (Gly33) para la subunidad B; histidina (His14), leucina (Leul?7), leucina
(Leu34), isoleucina (ILE32) y Glicina (Gly33) para la subunidad C; histidina (His14) y
Glicina (Gly33) para la subunidad D. La energia de union fue -9.49 y Ki de 110.45
uM. En la figura 21 se observan las subunidades A-L de 2mxu (AB1.42) Y galantamina.
Los residuos de interaccion fueron valina (Vall2), isoleucina (lle32), glicina (Gly33),
leucina (Leu34) para la subunidad A; histidina (His14), isoleucina (lle32),glisina
(Gly33) y leucina (Leu34) para la subunidad B; isoleucina (lle32) y glisina (Gly33)
para la subunidad C.

El fucosterol mostro residuos de interaccion con la estructura de beta amiloide
2nao en tirosina (Tyr10), histidina (His13) y lisina (Lis16) para la subunidad A; tirosina
(Tyrl10), valina (Vall12), histidina (His13), histidina (His14), lisina (Lys16) y alanina
(Ala21) para la subunidad B; alanina (Ala2l) para la subunidad C. La energia de
union fue -7.82 y Ki de 1.87 Um (Figura 22). Asi mismo, la figura 23 se observan las
subunidades A-F de 2nao y galantamina. Fue evidente la formacién de puentes de
hidrégeno con valina (Vall2) en la subunidad D, con glutamico (Glull) y valina
(Vall2) en la subunidad E. También interacciones hidrofébicas con tirosina (Tyr10)
en la subunidad D, histidina (His6, His13) y tirosina (Tyrl0) con la subunidad E;
interaccion con histidina (His6), glisina (Gly9) y valina (Val12) en la subunidad F.

La figura 24 muestra la estructura del beta amiloide 5kk3 y el fucosterol. Los
residuos de interaccion fueron histidina (HIS13) para la subunidad D; glisina (Gly38)
y valina (Val39) para la subunidad J; glisina (Gly38), valina (Val39) y valina (Val40)
para las subunidades K,L,M; glisina (Gly38) y valina (Val40) para la subunidad N.
En la figura 25 se observan las subunidades A-R de 5kk3 (AB:1.42) Y galantamina. Se
observaron puentes de hidrogeno con valina (Vall8) y alanina (Ala2l) para la

subunidad L; valina (Vall18), fenilalanina (Phel9), alanina (Ala21) y glutamico (Glu22)
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para la subunidad M; valina (Vall18), fenilalanina (Phe20), alanina (Ala21) y glutamico

(Glu22) para la subunidad N. Por ultimo, glutamico (Glu22) en la subunidad O.

Figura 16. Se observa la Sub-unidad A de 1z0q (azul) y fucosterol (rosa). Los
residuos de interaccién fueron histidina (HIS14) y Leucina (LEU34) con una energia
de union de -6.52 y Ki de 16.49 uM.

Figura 17. Se muestra la subunidad A de 1z0q (azul) y galantamina (naranja).
Los residuos de interaccibn donde se observaron puentes de hidrogeno con
glutamato (GLUS3), fenilalanina (PHE4) y arginina (ARGD5); interacciones hidréfobas
con aspartato (ASP1), alanina (ALA2), serina (SERS8), valina (VAL12); la energia de
union fue de -6.03 kcal / mol y ki de 37.76 uM.
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Figura 18. Muestra las subunidades A, B, C, D y E de 2beg (azul) y fucosterol
(rosa). Los residuos de interaccién fueron metionina (MET35), valina (VAL36) y
glicina (GLY37) para las subunidades B, C, D y E. Para las subunidad A, solo se
mostro la interaccion con (GLY37) y para la sub-unidad C también con la valina

(VAL39). La energia de enlace fue -8.4 y Ki de 697.17 uM.

Figura 19. Muestra las subunidades A-E de la estructura beta amiloide 2beg
(azul) y galantamina (naranja). El residuo de interaccion con el que se observo
enlace hidrégeno fue la valina (VAL39) en la subunidad E, asi como las interacciones

con leucina (LEU17) y fenilalanina (PHE19); también interacciones con leucina
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(LEU17), fenilalanina (PHE19) y valina (VAL37) en la subunidad D. La energia de
union fue de -6.05 kcal / mol'y ki 36.28 uM

Figura 20. uestra las subunidades A-L de la estructura beta amiloide 2mxu

(azul) y fucosterol (rosa). Los residuos de interaccion fueron valina (VAL12) e

isoleucina (ILE32) para la subunidad A; leucina (LEU17), isoleucina (ILE32) y glicina
(GLY33) para la subunidad B; histidina (HIS14), leucina (LEU17, 34), isoleucina
(ILE32) y glicina (GLY33) para la subunidad C; histidina (HIS14) y glicina (GLY33)

Figura 21. Muestra las subunidades A-L de la estructura beta amiloide 2mxu
(azul) y galantamina (naranja). Los residuos de interaccién fueron valina (VAL12),
isoleucina (ILE32), glisina (GLY33), leucina (LEU34) para la subunidad A; histidina
(HIS14), isoleucina (ILE32), glisina (GLY33) y leucina (LEU34) para la subunidad B;
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isoleucina (ILE32) y glisina (GLY33) para la subunidad C. La energia de union de

galantamina fue de -6.57 kcal / mol y 15.24 uM. E,D
' . .

Figura 22. Muestra las subunidades A-F de la estructura beta amiloide 2nao (azul)
y fucosterol (rosa). Los residuos de interaccion fueron tirosina (TYR10), histidina
(HIS13) y lisina (LIS16) para la subunidad A; tirosina (TYR10), valina (VAL12),
histidina (HIS13), histidina (HIS14), lisina (LYS16) y alanina (ALA21) para la
subunidad B; alanina (ALA21) para la subunidad C. La energia de enlace fue de -
7.82y Ki de 1.87 uM.

Figura 23. Muestra las subunidades A-F de la estructura beta amiloide 2nao
(azul) y galantamina (naranja). Se observaron puentes de hidrégeno con valina

(VAL12) en la subunidad D y con glutamico (GLU11) y valina (VAL12) con la
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subunidad E. También interacciones hidrofobas con tirosina (TYR10) en la subunidad
D, histidina (HIS6, HIS13) y tirosina (TYR10) con la subunidad E; interaccién con
histidina (HIS6), glisina (GLY9) y valina (VAL12) en la subunidad F. Esta interaccion

refleja una energia de enlace de -7.71 kcal / mol v ki 2.24 uM.

\ \ &\

Figura 24. Muestra las subunidades A-R de la estructura amiloide beta 5kk3 (azul) y
fucosterol (rosa). Los residuos de interaccion fueron histidina (HIS13) para la
subunidad D; glisina (GLY38) y valina (VAL39) para la subunidad J; glisina (GLY38),
valina (VAL39) y valina (VAL40) para las subunidades K, L, M; glisina (GLY38) y
valina (VAL40) para la subunidad N. La energia de enlace para eso fue de -8.11 kcal
/ mol y ki de 1.13 uM.

Figura 25. Muestra las subunidades A-R de la estructura beta amiloide 5kk3 (azul) y
galantamina (naranja). Se observaron huesos de hidrégeno con valina (VAL18) y
alanina (ALA21) para la subunidad L; valina (VAL18), fenilalanina (PHE19), alanina
(ALA21) y glutamico (GLU22) para la subunidad M; valina (VAL18), fenilalanina
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(PHE20), alanina (ALA21) y glutAmico (GLU22) para la subunidad N. Finalmente
glutamico (GLU22) en la subunidad O. Estas interacciones reflejan una energia de
enlace de -6.82 kcal / mol y ki 10.1 uM.

6.9. Microscopiade fuerza atomica (MFA).

Se utiliz6 MFA para estudiar el tamafio y morfologia de los agregados AB1.42
en ausencia o presencia de fucosterol y galantamina después de 24 h de incubacion
en condiciones de formacion de fibrillas. La morfologia de los agregados de AB;.42 €n
presencia de compuestos seleccionados es muy diferente al de fibrillas obtenidas por
la incubacion de ABi.4, Sin compuestos. La figura 26 A muestra la caracteristica
fibrillas de ABi.42, que son aproximadamente de 30 nm en ancho y 20 nm de altura.
La incubacion de ABi.42 en presencia de los compuestos, sin embargo, favorece el
predominio de monémeros AB:.42 con un radio de 2 nm (Fig. 26 B, C); en la figura 26
D se observa a la galantamina con AB;.42, donde es clara la oligomerizacion aun. Por
lo tanto, los datos sugieren que el fucosterol es mejor para inhibir la oligomerizacion
de AB1.42.
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Figura 26. En la figura se muestran las imagenes de MFA. La letra A es AB1.42
después de la incubacion de 37° C, en B se observa AB1.42 Yy fucosterol (50 uM), en C

AB1.42y fucosterol (100 uM) y D es ABi.42Yy galantamina (100 uM).
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6.10. Fluorescencia con tioflavina (ThT).

La sefal de fluorescencia permite dilucidar cémo la tioflavina (ThT) aumenta
cuando esta unido a estructuras o agregados proteicos mal plegados. Se ensay6
el péptido ABi-42 no fibrilado como control del proceso de fibrilacion, siendo el
aumento en la intensidad de la sefial de fluorescencia de ThT asociado con
fibrilacion de ABi1.42 (Grafica 3). El curso del tiempo de la formacion de fibrillas se
observé a través del monitoreo continuo de los cambios en la intensidad de
fluorescencia ThT en 480 nm durante 24 h, ya que este periodo es suficiente para
la formacion de fibrillas en condiciones de incubacion y agitacion.

La adicion del fucosterol (50 y 100 uM) mostré prevenir la fibrilacién de beta
amiloide, ya que después de la adicion, la sefial de fluorescencia para el ThT
sufrié un pequefio aumento, mientras que AB;1.42 Solo mostré un rapido aumento
en la sefial de fluorescencia de ThT. Estos resultados se muestran en la Gréfica
3, que representa una curva de crecimiento en dos fases tipica de formacion de
fibrillas amiloide; en el final de la incubacién (24 h), fue posible observar que el
fucosterol a una concentracion de 100 uM es capaz de inhibir la formacién de
fibrillas en un 96%, mientras que el compuesto a una concentraciéon de 50 uM
inhibi6 en 85%. Estos resultados se corroboran con los obtenidos en el

acoplamiento molecular.
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Grafica 3. En la grafica se observa el tiempo de recorrido en el proceso de
fibrilacion (0, 1, 3, 24 h), obtenido a emision de 480 nm en el espectro de
fluorescencia. La linea azul representa a AB14, (rombos-AB), linea roja a ABi42 Y
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fucosterol (50 pM; cuadrado-AB-C1), linea verde a ABi4, y fucosterol (100 pM;
trianguloAB-C2) y linea morada AB1.42 Y galantamina (100 uM, cruz-AB-GAL).

6.11. Electroforesis de fucosterol con BA;42.

El gel de poliacrilamida es la matriz que tiene como caracteristica retener a las
proteinas manteniéndolas uniformes antes que ellas migren hacia el gel de
resolucién. Este proceso permite mejorar la resolucion de las proteinas; como se

observa en la figura 27, solo el marcador viajoé por todo el gel.

Figura 27. Se muestra la electroforesis realizada con AB;.42, fucosterol y
galantamina. Donde 0) Azul de comasie, 1) es AB1.42, 2) AB142+ GAL, 3) AB1-
42+ F (50“'\/') Yy 4) AB]__42+ F (lOOMM)
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7. Discusion.

7.1. Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa.

Gannhadi y colaboradores (2013) establecen que extractos del género
Sargassum fueron los mas activos probados en sus estudios contra
acetilcolinesterasa; Sargassum angostifolium muestré 1Cso de 5 mg/mL,
Sargassum olygosistum de 2.5 mg/mL y Sargassum boveanum de 1 mg/mL en el
ensayo de microplaca para acetilcolinesterasa. Ellos adjudican esta actividad de
los alcaloides, terpenoides, glucosidos informados previamente, dos
plastoquinonas, acido sargaquinoico y sargacromenol. Los Ultimos tres
compuestos mencionados mostraron actividad inhibitoria moderada de AChE en
un rango micromolar y se aislaron de S. serratifolium y S. sagamianum. En el
presente estudio, el extracto etandlico de S. horridum mostré una inhibicién de
80% en la acetilcolinesterasa de anguila eléctrica con una concentracion de 1.25
mg/mL, lo cual es semejante reportado en parrafos anteriores y el fucosterol
muestré una inhbicion mas del 90% a una concentracion de 0.625 mg/ mL
(Grafica 1).

De acuerdo con Andrade y colaboradores (2013) las Phaeophytas han
demostrado ser el grupo mas prometedor en cuanto a la inhibicién colinesterasica
(ChE), debido a la gran cantidad de fucosterol presente en algunas especies. No
obstante, el fucosterol obtenido a partir del fraccionamiento con solventes no
polares ha sido mayormente utilizado en investigaciones de bioactividad como
antioxidante, antidiabético y hepatoprotectoras (Yoon et al, 2008). Asi mismo,
Yoon Yy colaboradores (2008) reportaron que el fucosterol inhibié la actividad de
AChE a concentraciones >500 mM y Kumar y colaboradores (2009) demostraron
que el fucosterol (20 pg mL™) tiene una actividad anticolinérgica del 94% de la
acetilcolina en el musculo. Asi mismo compararon las propiedades del fucosterol
con el compuesto farmacoldgico pancuronio y descubrieron que se une a los sitios
colinoreceptivos y bloquea la accion del transmisor de la acetilcolina, lo que
podria sugerir que el mecanismo de accion del fucosterol esta mediado por el

blogueo de los receptores muscarinicos.
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Ahmed y colaboradores (2006) estudiaron los esteroles de Haloxylon
recurvum, identificando a los esteroles como posibles inhibidores de la
colinesterasa. En sus estudios el haloxiesterol A mostr6 actividad inhibidora en un
ensayo in vitro (ICso) de 8.3 £ 0.02 uM y K; = 7.6 = 0.01 pM. Del mismo modo, el
24-etil-colest-6-eno-3,5-diol mostr6 mayor actividad a concentraciones de 3.5 +
0.03 uM y 4.0 + 0.09 pM, respectivamente. Se considerdé que ambos compuestos
tenian inhibicibn no competitiva. Suganthy y colaboradores (2010) realizaron
estudios in vitro de extractos metandlicos de diversas algas marinas donde
Hypnea valentiae, Padina gymnospora, Ulva reticulata y Gracilaria edulis
exhibieron actividad inhibidora en AChE con un valor de ICsy de 2.6, 3.5, 10y 3
mg/mL, respectivamente. U. reticulata mostrd un valor de K; menor a 0.735 + 0.02
(Km = 1.34 £ 0.12 1 / [ACh] mM-1) comparado con el donepezil y otras algas
marinas. Estos autores consideraron que un potente inhibidor colinesterasico
puede actuar como un buen neuroprotector porque cuanto mas pequefio es el
valor K; mas fuerte es la inhibicion.

En el presente trabajo se evalu6 la cinética enzimética de Ila
aceticolinesterasa humana (hAChE) y el fucosterol obtenido de S. horridum
utilizando graficos de Lineweaver-Burk y Dixon con diferentes concentraciones de
sustrato e inhibidor (Grafica 2). A una concentraciéon de 0.006 yM de fucosterol,
los valores de Vmax y Km fueron de 0.015 1/ Vo (WA / hy 6.399 1 / [ACh] mM-1,
respectivamente. Para la neostigmina (0.14 yM) los valores fueron Vmax = 0.022
1/Vo (MLA/ hy Km = 6.726 1 / [ACh] mM-1. Este resultado indica una mayor
afinidad de fucosterol que la neostigmina en hAChE (Tabla Il, Grafica 2). Estos
datos mostraron que el fucosterol es inhibidor de hAChE no competitivo.

Vale la pena sefalar el hecho de que un compuesto puro como fucosterol
tiene una mayor actividad inhibidora de AChE en comparacion con el extracto
crudo de S. horridum, ya que en algunos casos sucede lo contrario. La AChE
humana es sensible a los inhibidores reversibles e irreversibles. Mientras que la
inhibicion irreversible puede ser perjudicial al bloquear bruscamente la
neurotransmision mediada por acetilcolina, los inhibidores de AChE reversibles

pueden modelar moderadamente la inhibicion de AChE al prolongar la accion en
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sus receptores postsinapticos. Los inhibidores de AChE son efectivos para tratar
algunas enfermedades en las que hay una falta de ACh (Miastenia gravis) debido
a su produccioén reducida (enfermedad de Alzheimer) (Ahmed et al 2006, Kumar
et al, 2009; Yoon et al, 2008).

En cuanto al acoplamiento molecular se refiere, el sitio activo catalitico de
hAChE se localiza en un desfiladero largo y estrecho de aproximadamente 5 A de
diametro y 20 A de profundidad que se extiende desde la superficie de la proteina
hasta el sitio catalitico. Este desfiladero tiene dos sitios de unién para el ligando
gue son distintos: el subsitio "anidénico" del sitio catalitico y el sitio periférico
"aniénico". El primero esta situado cerca de la parte mas baja de la garganta y
contiene una triada catalitica (H440-E327-S200) y un residuo aromatico (Trp84),
mientras que el Ultimo esté cerca de la entrada del desfiladero del sitio activo, y
contiene Trp279, un importante constituyente de este sitio anidnico. En el medio
de este desfiladero, hay una region estrecha formada por las cadenas laterales de
F330 e Y12 que solo permiten el paso de la molécula de agua (Liu et al., 1986;
Sussman et al, 1991). Aunque este hecho significa que el sustrato no entraria en
la garganta de la enzima si esta regidn proteinica fuera completamente rigida, los
estudios de simulacion de DM en ratones AChE demostraron una ampliacién de la
garganta en la escala de tiempo de nanosegundos que permite el acceso del
ligando al sitio catalitico activo (Peters et al., 2016).

Para el caso de los esteroles, Ahmed y colaboradores (2006) revelaron que
el patrén de actividad de diferentes esteroles contra hAChE y hBuChE depende
de los enlaces -OH vy olefina. Estas funcionalidades parecen jugar un papel clave
en el potencial inhibidor de estos compuestos, tal vez mediante la formacion de
puentes de hidrégeno e interacciones 11-11 con los residuos de aminoacidos del
sitio activo de AChE y BChE. Aunado a esto, recientes hallazgos han demostrado
gue ademas de su funcion catalitica, AChE puede mediar en su otro sitio aniénico
periférico relacionado, por ejemplo, la formacién de fibrillas en el proceso de
deposicion de procesos de péptidos amiloides (Fallarero et al, 2008). Hoy en dia,
una mejor opcion para el tratamiento de la EA se ha centrado en los inhibidores

de AChE que son capaces de unir los sitios cataliticos y periféricos de la enzima.
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Teniendo en cuenta la literatura y nuestros hallazgos experimentales, se
realizaron analisis moleculares de acoplamiento con fucosterol como inhibidor
potencial de AChE en comparacion con neostigmina, un conocido inhibidor de
hAChE sintético que actda como un inhibidor no competitivo de hAChE. Los
resultados del acoplamiento molecular mostraron que el fucosterol y la
neostigmina estan acoplados al sitio de unién de AChE que comparte un mapa de
contactos similar (Figura 15). La mayoria de los residuos que estabilizan los dos
complejos son residuos hidrofébicos con valores de energia libre en el rango
picomolar y nanomolar para fucosterol (-10,68 kcal/mol) y neostigmina (-7,02
kcal/mol), respectivamente, lo que sugiere una mayor afinidad del fucosterol por
AChE que la neostigmina. Aunque el complejo AChE-fucosterol indica la falta de
enlaces de hidrégeno implicados en la estabilizacion del complejo, se observé que
su grupo hidroxilo se localiza en las proximidades de Ser293 (< 4 A). Esta
proximidad permite la formacion de un enlace de hidrogeno, de acuerdo con
informes anteriores que sefialan la importancia de los grupos OH en la formacion
de interacciones polares (Ahmed et al., 2006).

La estabilizacion de neostigmina se caracteriza por el mayor niumero de
interacciones polares, que el grupo N, N, N-trimetilanilinio forma una interaccion
T-cation con Trp86, un puente de hidrégeno con Glu202 y un enlace de hidrégeno
entre el oxigeno del grupo oxi- carbonilo- dimetilamino. EI mecanismo de union
comparativo mostré que el fucosterol y la neostigmina pudieron establecer
interacciones similares (Trp86, Glyl121, Gly122, Tyrl24, Serl25, Glu202, Ser203,
Tyr337 e His447) a las observadas para el complejo cocristalizado entre (-) -
huperzina A (HupA) y hAChE (entrada PDB 4EY5). Esta similitud sugiere que el
fucosterol actia como un inhibidor competitivo de hAChE en contraste con los
resultados de los ensayos cinéticos enzimaticos. Aunque los procedimientos del
acoplamiento nos permiten identificar la postura de enlace de los ligandos
evaluados, la persistencia de las conformaciones proteina-ligando predichas por
Autodock debe corroborarse empleando métodos mas robustos como las

simulaciones DM, por lo tanto, los sistemas proteina-ligando obtenidos a través de
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los estudios de acoplamiento molecular fueron enviados a simulaciones de DM de
100 ns de largo acopladas al enfoque de MMGBSA.

Por otro lado, la estabilidad del complejo AChE-ligando durante las
simulaciones DM se midi6 mediante la evaluacion de la desviacion de la raiz
cuadratica media (RMSD) y el radio de giro (RG) (Figura 14). El analisis de ambos
parametros geomeétricos demuestra que los complejos AChE-fucosterol y AChE-
neostigmina alcanzaron estabilidad entre 40 y 50 ns (Figura 14) con valores de
RMSD de 2.10 + 0.13, 2.25 + 0.14 y 2.15 + 0.18 A para AChE-fucosterol y AChE-
neostigmina, respectivamente (Figura 14 A). El analisis de RG mostré valores de
23.28 + 0.05 y 23.27 + 0.07 A para AChE-fucosterol y AChE-neostigmina,
respectivamente (Figura 14 B). Por lo tanto, todos los analisis posteriores se
realizaron excluyendo los primeros 50 ns de las simulaciones de DM a 100 ns de
longitud.

El andlisis estructurales sobre los complejos (ver métodos) mostré que los
analisis de AChE-fucosterol y AChE-neostigmina estan mayormente estabilizados
por residuos hidréfobos. La Figura 15 C muestra que la neostigmina mantuvo un
mayor namero de interacciones de residuos mediante célculos de acoplamiento
(Trp86, Gly121, Tyrl24, Serl25, Glu202 y Tyr337) y otras interacciones no
presentes en la conformacién inicial pero presentes en la cristalizacion conjunta
(entrada de PDB 4EY5) aparece (Gly126) durante las simulaciones DM. Para el
caso del fucosterol, la mayoria de las interacciones presentes en la conformacion
inicial desaparecen excepto en Trp86 (Figuras 14 y 15 A).

Sin embargo, las nuevas interacciones presentes durante las simulaciones
DM también estan presentes en el complejo co-cristalizado con galantamina
(entrada PDB 4EY6, Phe295, Phe297 y Phe338) o donepezilo (entrada PDB
A4EY7, Tyr72, Trp286, Val294, Phe295, Phe338 y Tyr341) . Esto indica que el
fucosterol cambia su coordinacion inicial a un estado mejor estabilizado con
residuos que pertenecen al sitio "anidnico" periférico. Mientras que el
acoplamiento de neostigmina esta de acuerdo con la estabilizacion del subsitio
"anionico" del sitio catalitico. Las diferencias en el reconocimiento molecular en

AChE son comprensibles por las diferencias en los valores logP: 10.41 y -3.03
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(calculados con el programa ACD/LogP) para fucosterol y neostigmina,
respectivamente. La comparacion de las interacciones polares mostré que el
grupo hidroxilo del fucosterol se localiza muy cerca de Asn283 (< 4 A) para formar
un puente de hidrégeno (Figura 15 A), sin embargo, este enlace no esta
establecido.

Aunque esta interaccion polar difiere de la inicialmente identificada mediante
procedimientos de acoplamiento molecular (docking; Figura 14), la persistencia de
mantener puentes de hidrégeno con el grupo OH corrobora la importancia de este
grupo polar en el reconocimiento molecular de esteroles por hAChE (Ahmed et al.,
2006). Por el contrario, la neostigmina puede formar interacciones electrostaticas
(debido a su mayor niamero de grupos aceptores o donantes), asi como su mayor
polaridad, le permite establecer interacciones hidréfobas con residuos no polares
(Figura 15 C). En general, estos resultados demuestran que el fucosterol se
estabiliza de manera similar al donepezil (inhibidor no competitivo de hAChE), que
es diferente a la estabilizacion de la galantamina (inhibidor competitivo de
hAChE).

Asi también, se determinaron las energias libres de union (AGyni¢n) para
cuantificar las contribuciones energéticas con respecto a las energias no
covalentes en el sitio de union de los complejos hAChE-fucosterol y hAChE-
neostigmina (véase Material y métodos). Este analisis revelé que los valores de
AGnsn para los dos complejos son termodinAmicamente favorables (sin
considerar el componente entropico) (Tabla II). La principal contribucion
energética a AG,isn fue guiada por las interacciones hidrofébicas (AEnon-polar =
AEvwd + AGnpol, sol), mientras que las contribuciones polares (AEpolar = AEle +
AGpol, sol) muestran un rendimiento termodinamicamente desfavorable que se
opone al proceso de union para todos los complejos. La energia libre de
descomposicion por residuo nos permite observar la contribucién energética de
cada residuo estabilizando ambos complejos observados en la figura 14.

Este analisis muestra que los residuos con valores AGmmgbsa de = -0.5 kcal /

mol, Trp286, Leu289, Phe295, Phe297, y Tyr341 fueron los que méas contribuyeron a
la final AGynisn de la estabilizacion del sistema hAChE-fucosterol (Figura 15 A-B).
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Mientras que Thr83, Trp86, Ser125, Glu202 y Tyr449 son la fuente mas de la AGnisn
final de la estabilizacion del sistema hAChE-neostigmina (Figura 15 C-D). Se llevaron
a cabo célculos de energia libre de union (AGunisn) para cuantificar las contribuciones
energéticas con respecto a las energias no covalentes en el sitio de union entre los
complejos hAChE - fucosterol y hAChE - neostigmina (ver Métodos). Castro y
Martinez (2001) mencionan que los residuos Trp 84 y 279 han sido claves para el
disefio de una nueva generacion de inhibidores AChE. Asi, ligandos capaces de
interactuar simultdneamente con los sitios activos y sitios periféricos podrian implicar
varias ventajas sobre inhibidores conocidos, que por un lado deberian mejorar
mucho la potencia inhibitoria y, por otro, deberian involucrarse en la actividad
neurotrofica.

Por otro lado, el sistema hAChE-fucosterol muestra una AGyni¢n de unidn
mas energéticamente favorable que la hAChE-neostigmina, lo cual estd de
acuerdo con una coordinacion mas fuerte por residuos hidréfobos (el principal
contribuyente a la union AGynsn; Figura 15 B y 15 D). Curiosamente, aunque la
neostigmina presenta importantes interacciones electrostaticas polares, se
estabiliza por un menor nimero de contactos hidrofébicos que contribuyen a una
menor afinidad por hAChE. Para la estabilizacion del sistema con valores
AGmmgbsa = -0.5 kcal / mol, los residuos Trp286, Leu289, Phe295, Phe297 y
Tyr341 fueron los que mas contribuyeron al AG final de hAChE-fucosterol (Figura
15 A-B). Mientras que Thr83, Trp86, Serl25, Glu202 y Tyr449 son la fuente mas
de la AGynisn final de la estabilizacion del sistema hAChE-neostigmina (Figura 15
C-D). Con base en este hecho y el aumento de peso energético en la
estabilizacion del complejo, se puede proponer que Trp286, Leu289 y Tyr341 son
residuos cruciales en el acoplamiento del sitio "aniénico" periférico, mientras que
Trp86, Glu202 y Tyr449 son importantes en la unién al subsitio "aniénico" del sitio

catalitico.
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7.2 Inhibicién de la proteina beta amiloide.

Los prometedores resultados con AChE y fucosterol impulsaron a extender
el estudio para verificar la posible actividad anti-amiloidogénica. Los analisis con
beta amiloide mostraron un enfoque de la bioactividad del fucosterol y su potencial
como inhibidor de la agregacion y desagregacion de la beta amiloide (AB1-42); asi
probablemente usarse para combatir la EA. Identificar la ubicacion de los sitios de
union del ligando en una proteina es de importancia fundamental para el disefio de
drogas e identificacion estructural del novo y comparacion de sitios funcionales
(Rajamanikandan et al, 2011). El acoplamiento molecular mostré que el fucosterol
tiene interaccion hidrofobica con los residuos histidina (His14) y Leucina (Leu34) en
la subunidad A de 1z0q. Este complejo tuvo una energia de union de -6.52 (Figura
16). Lo cual contrasta con los resultados acoplados en galantamina (Figura 17)
pese que tuvieron una energia de unién similar (-6.03). De igual manera los
resultados de acoplamiento entre beta amiloide, fucosterol y galantamina difieren
en las conformacion 5kk3.

No obstante, el fucosterol tiene interacciones hidrofébicas similares a la
galantamina en el acoplamiento con la conformacion 2 beg (figura 18 y 19) con el
residuo Gly37 en la subunidad D. También fue evidente con 2mxu (figura 20 y 21)
sus interacciones en Vall2 e lle32 de la subunidad A y con l1le32 y Gly33
(Subunidades B y C) de la misma molécula. Dado que el comportamiento de
ambos inhibidores en estos analisis son semejantes, podriamos sugerir que estos
tienen afinidad similar. Aunque el fucosterol y la galantamina provienen de
diferentes fuentes, son de origen natural. La galantamina, por ejemplo, es un
producto derivado de los bulbos y flores de especies vegetales como Lycoris
radiata y Galanthus nivalis perteneciente a la familia Amaryllidaceae.
Quimicamente contiene una amina terciaria y un anillo tetraciclico fusionado que
consiste en benzazepina, un benzofurano junto con tres estereocentros (Rao et
al., 2013).

Por otro lado, Rao y colaboradores (2013) mencionan en sus andlisis que el

sitio de union de galantamina dentro del dimero de péptido amiloide se identifico
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mediante experimentos de acoplamiento y el complejo mas estable se analizé por
simulacion de dinamica molecular. Sus estudios muestran que la galantamina
interactia con la region central del dimero amiloide (Lyl6-Ala2l) y la region C-
terminal (lle31-Val36). Sorprendentemente, se observd una deriva significativa en
la region de giro de Asp23-Gly29 (atomo Ca RMSD = 9.2 Ay 11.6 A a 50 fs y 100
fs, respectivamente).

Ademas, los mismos autores sugieren que el modo de unién de galantamina
interrumpe la interaccién pi-pi entre anillos aromaticos de Phel9 (cadena A) y
Phel9 (cadena B). El nitrégeno terciario de azepina estaba muy cerca de Leu34
(distancia <3.5 A) para estabilizar la conformacion del dimero. En resumen, los
resultados de Rao y colaboradores (2013) indican que la union de galantamina al
dimero de péptido amiloide conduce a un cambio conformacional significativo en la
region de giro (Asp23-Gly29) y altera las interacciones entre hebras beta (B)
individuales; esto sugirié una inhibicion de BAi.40 Y se previene la formacion de
oligbmeros neurotoxicos.

Por otro lado, en el presente estudio se realiz6 andlisis in vitro con fucosterol
y galantamina para corroborar la inhibicién de la proteina BA;.42. Se usé la técnica
desarrollada con tioflavina T (ThT), que es comunmente utilizada para monitorear la
formacion de fibrillas. Al unirse a las fibrillas amiloides al ThT da una fuerte sefal
de fluorescencia a aproximadamente 482 nm cuando se excita a 450 nm. El
mecanismo de potenciacion de la fluorescencia tras la union al amiloide se ha
atribuido a la inmovilizacion rotacional del enlace C-C central que conecta los
anillos de benzotiazol y anilina. Es comunmente aceptado que ThT se une a los
canales de la cadena lateral a lo largo del eje de las fibrillas de amiloide y que el
sitio de unidn en la superficie de la fibrilla abarca cuatro cadenas B consecutivas
(Xue et al, 2016; Picken y Herrera, 2012).

Asi pues, al existir una inhibicién de la oligomerizacién tiende a descender la
sefal de fluorencia de ThT. Como se observa en la grafica 3, las diferentes
concentraciones de fucosterol (50 y 100 pM) tuvieron actividad inhibitoria, no
obstante, sigue siendo la galantamina la que produce mayor inhibicién. En los

analisis reportados por Shanmuganathan y colaboradores 82015) del extracto
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ACTPG de P. gymnospora en ensayo de fluorescencia con tioflavina-T, muestran
que la incubacion del péptido AB a 37 ° C durante 20 h la intensidad de
fluorescencia fue menor (3.21 + 1.19 UA); sin embargo, a las 48 h de incubacion, la
intensidad de la fluorescencia aumenta ligeramente (3.57 + 0.52 UA), lo que indica
el comienzo de la agregacion.

Estos autores mencionan que tras el tratamiento de ACTPG (250 ug/ mL)
con AB 2535, Se observd una disminucion extensa en la intensidad de fluorescencia
(1.68 £ 0.3 UA, 0.84 UA), lo que indica que el extracto evita la formacion de fibrillas
a partir de oligbmeros en la Fase |. Ademas, ACTPG desagrega las fibrillas
preformadas en la Fase Il. Se observé un aumento prominente en la fluorescencia
de 96 ha 9 dias en AB 2535 ¥ la intensidad de fluorescencia observada fue de 4.67
+ 0.28 AU, 6.06 + 0.47 AU respectivamente. La disminucion significativa en la
intensidad de la fluorescencia en los grupos tratados con ACTPG (3.95 = 0.51 AU,
2.00 = 1.13AU) y galantamina (3.62 + 0.55 AU, 2.86 = 0.94 AU) indica que el
ACTPG y la galantamina pueden prevenir la fibrilacion.

De igual manera kang y colaboradores (2011) reporta un extracto butanolico
de E. cava, donde analizaron fibrillas de AB1.4, incubadas a a 37 ° C. La fibrilizacion
de AB se midié mediante el ensayo de absorbancia del rojo Congo y el ensayo de
fluorescencia ThT. El extracto inhibio significativamente la formacién de fibrillas de
AB en una concentracion de 50 ug/ mL. En las muestras que se uso rojo Congo la
reduccion de fibrillas fue en 70% y mediante el ensayo ThT un 80%. Es evidente la
diferencia que existe entre los resultados anteriores y los obtenidos en el presente
estudio, mas, sin embargo, es posible que al usar un extracto el efecto de sinergia
entre la variabilidad de compuestos presentes sea el causante de tal efecto, y al
tener un compuesto puro esto puede disminuir.

Para corroborar la efectividad del fucosterol ante la beta amiloide, se evalu6
la morfologia de los agregados mediante MFA. Con ello se logré determinar el
tamafio y morfologia de los agregados ABi.4> en los complejos con fucosterol y
galantamina después de 24 h (Figura 26). Claramente se encontré una
modificacion morfolégica de AB;.42 en presencia de fucosterol en comparacion con

la galantamina. La figura 27 A muestra la caracteristica fibrillas de AB1.42, que son
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aproximadamente de 30 nm en ancho y 20 nm de altura, sin embargo, favorece el
predominio de mondmeros AB;.42 con un radio de 2 nm (Fig. 26 B, C); en la figura
26 D se observa a la galantamina con AB1.4,, donde es clara la oligomerizacion
aun. Por lo tanto, los datos sugieren que el fucosterol es mejor para evitar la
oligomerizacion de APi42. En otros andlisis se han evaluado por microscopia
electrénica de transmision la formacion de oligomeros del extracto butanolico de E.
cava, la inhibicion fue visible en peguefios agregados (100 y 200nm) mientras que
las muestras sin extracto se observo grandes agregados globulares. Dicho extracto
fue mas efectivo en la inhibicion de fibrillas o oligobmeros solubles de gran tamafio
(50-100 kDa) que la formacion de oligdbmeros solubles de pequefio tamafio (8-20
kDa; Kang et al., 2011).

Para los estudios realizados con electroforesis, no se logré ningun resultado
efectivo ya que solo el marcador viajé por el gel (Figura 27). Este efecto puede
deberse a varias causas ajenas a la potencialidad de los compuestos ya que
tampoco la proteina beta amiloide amplificd. Lubran (1967) sugiere que algunas de
las causas podrian ser mala homogeneizacién de poliacrilamida (mas de una
semana de antigiedad), que las muestras no fueron calentadas a 100° C antes de
ser depositadas en el gel, la concentracion de las muestras o el Buffer de tiene baja

concentracion de glicerol o sucrosa en el medio, entre otras.

8. Conclusiones y sugerencias.

Las algas pardas S. horridum, Padina sp. y el alga roja Gelidium sp. son
géneros de macroalgas que pueden contener variedad de compuestos
prometedores Yy aplicables como anti-cetilcolinesterasicos. Se sugiere seguir con
andlisis y fraccionamiento de extractos provenientes de estas.

Dados los resultados obtenidos en los andlisis in vitro e in silico con AChE, beta
amiloide y fucosterol, se sugiere que el esterol es un inhibidor que tiene potencial
para su uso contra el Alzheimer. Sin embargo, aun deben hacerse analisis mas
robustos tanto in vitro (repetir electroforesis con beta amiloide), in vivo

(farmacocinética y farmacodinamica) e in silico (QSAR, mecéanica cuantica,
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cristalografia de rayos X, etc) para completar los aspectos y requerimientos en un
futuro uso farmacolégico.

La hipotesis establecida en el presente estudio es rechazada en el sentido de
que las algas marinas de Baja California Sur no fueron fuente de nuevos
compuestos inhibidores de la acetilcolinesterasa y la proteina beta amiloide (BA;:-
42), ya que el fucosterol es un compuesto conocido y ademas reportado con la
actividad para ambos casos; no obstante se acepta el hecho de que dicho

compuesto tiene mecanismos diferentes a los inhibidores conocidos.
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