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RESUMO

A doenca de Alzheimer, considerada como o mal do século XXI, € uma
enfermidade complexa e de grande preocupacgéo de saude mundial. Existem di-
ferentes alvos farmacéuticos para o tratamento da doenga, como por exemplo a
inibicdo das colinesterases. Porém, os medicamentos disponiveis atualmente
possuem fortes efeitos colaterais, 0 que impulsiona a busca por um novo com-
posto bioativo. O ambiente marinho € uma fonte de substancias bioativas estru-
turalmente diversas, que tem sido extensivamente investigado nos ultimos anos
para diferentes fins, incluindo a atividade inibidora de colinesterases. O foco dos
estudos normalmente € voltado para inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), tendo em vista que € a chave do sistema colinérgico. No entanto, pelo
fato da enzima butirilcolinesterase (BChE) ter seus niveis aumentados durante a
progressao da doenga e com a idade do invididuo, pode-se inferir que ela é a
principal responsavel pela diminuigdo dos niveis de acetilcolina observada na
doenca de Alzheimer. Assim, o presente trabalho busca revisar a literatura refe-
rente a investigacao da atividade inibidora de BChE, a partir de produtos naturais
provenientes de fontes marinhas. Para tal, foi construida uma estratégia de
busca abrangente, que foi utilizada nas bases de dados: Science Direct, EM-
BASE, PUBMED e BVS (que inclui Lilacs, MEDLINE, Cochrane, entre outras),
sem restricbes em relacao a data e idioma dos artigos. Apds a triagem, restaram
26 artigos que testaram produtos naturais marinhos acerca de sua atividade ini-
bidora de BChE. Os artigos resultantes pertencem ao periodo de 2003-2020 e
tratam de extratos e/ou compostos isolados de espécies marinhas, desde algas
até cordados. O valor de ICso foi a medida mais utilizada para mensurar a ativi-
dade inibidora, porém, alguns artigos demonstram apenas percentuais de inibi-
cao. Em alguns dos artigos investigados, o potencial inibidor observado foi tao
potente quanto o de inibidores colinesterasicos que sao atualmente utilizados.
Todavia, existe a necessidade da continuagdo dos estudos com experimentos
mais robustos e bem desenhados, que demonstrem a toxicidade, seguranca e
eficacia dos mesmos.

Palavras-chave: Inibidores colinesterasicos. Butirilcolinesterase. Produtos natu-
rais. Produtos naturais marinhos. Inibidores naturais de colinesterases.



ABSTRACT

Alzheimer's disease, considered the “Disease of the 21st century”, is a
complex illness and a global health concern. There are different pharmaceutical
targets for the treatment of the disease, such as inhibition of cholinesterases.
However, currently available drugs have strong side effects, which directs the
search for a new bioactive compound. The marine environment is a source of
structurally diverse bioactive substances, which has been extensively investiga-
ted in recent years for different purposes, including cholinesterase-inhibiting ac-
tivity. Usually, the focus of studies is on inhibition of the enzyme acetylcholines-
terase (AChE), bearing in mind that it is the key of the cholinergic system. Howe-
ver, because of the fact that the enzyme butyrylcholinesterase (BChE) has its
levels increased during the progression of the disease and with the age of the
individual, it can be inferred that it is primarily responsible for the decrease in
acetylcholine levels, observed in Alzheimer's disease. Thus, the present work
aims to review the literature concerning the investigation of BChE inhibitory acti-
vity from natural products sourced by the marine environment. To this end, a
comprehensive search strategy was constructed and used in the following data-
bases: Science Direct, EMBASE, PUBMED, and BVS (which includes Lilacs,
MEDLINE, Cochrane, and others), without restrictions regarding date and lan-
guage of the articles. After screening, remained 26 articles that used marine na-
tural products to assess their BChE inhibitory activity. The resulting articles are
from the year 2003 to 2020 and they adressed extracts and/or compounds isola-
ted from algae to chordates. The I1Cso value was the most commonly used mea-
sure to indicate inhibitory activity, however, some articles demonstrated only per-
centage inhibition. In some of the articles investigated, the inhibitory potential ob-
served was as potent as that of cholinesterase inhibitors that are currently used.
However, there is a need for further studies with more solid and well-designed
experiments that confirm their toxicity, safety and efficacy.

Key-words: Cholinesterase inhibitors. Butyrylcholinesterase. Natural Products.
Marine natural products. Natural cholinesterase inhibitors.
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1 INTRODUGAO

A doenca de Alzheimer (DA) é a doenca neurodegenerativa mais comum
e uma grande preocupacao de saude mundial. Primeiro, porque a doenga pode
ter inicio aproximadamente 20 anos antes dos sintomas surgirem e segundo,
devido ao aumento da expectativa de vida. Estima-se que em 2050, o numero
de americanos com Alzheimer seja de 12,7 milhdes (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2021). Definida pela deterioragao progressiva das fungdes ce-
rebrais, a DA tem a agregacao das proteinas beta-amiléide (AB) e os emaranha-
dos neurofibrilares, como suas caracteristicas principais (MASTERS et al.,
2015). No decorrer da doenca, estas sdo responsaveis pela morte de neurdnios,
perda de sinapses, stress oxidativo, diminui¢do no nivel de determinados neuro-
transmissores e bloqueio do transporte cerebral de moléculas essenciais
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; MASTERS et al., 2015; REITZ; BRAYNE;
MAYEUX, 2012; WANG et al., 2017).

Por se tratar de uma doenca complexa, existem diferentes alvos de estudo
para o tratamento da doencga. Porém, o que sera ressaltado nesse trabalho sao
os inibidores de colinesterases, que atuam reestabelecendo os niveis adequa-
dos de acetilcolina, com destaque para os da enzima butirilcolinesterase
(POHANKA, 2011). A acetilcolina € um neurotransmissor essencial para as fun-
¢bes cerebrais, que é degradado em colina e acetato pelas enzimas colinestera-
ses: acetil e butirilcolinesterase (AUGUSTINSSON, 1948; POHANKA, 2011;
LOCKRIDGE, 2015). Considerando que a disponibilidade de acetilcolina para as
sinapses diminui na DA, as duas enzimas sao alvos terapéuticos para o trata-
mento da doencga. Inclusive, a “U.S. Food and Drug Administration” e a ANVISA
ja aprovaram o uso de alguns inibidores de colinesterases: donepezil, galanta-
mina e rivastigmina. Os dois primeiros inibem especificamente a AChE e o ul-
timo, inibe ambas as colinesterases (RABINS; LYKETSOS, 2006; HOWES;
HOUGHTON, 2012; ANVISA, 2021). Porém, até o momento n&o temos nenhum
medicamento aprovado que iniba especificamente a BChE, ainda que ja tenha
sido relatado na literatura que os niveis de BChE aumentam em portadores de

DA, nédo apenas com a progressao da doenga, mas também com a idade do



15

individuo; enquanto os niveis de AChE diminuem (PERRY et al., 1978). E tam-
bém que ocorre atividade de BChE dentro das placas de agregados de AB e dos
emaranhados neurofibrilares, demonstrando associacdo de BChE com estas
(PERRY et al., 1978; DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003).

Como a DA é uma enfermidade incuravel até o momento, os tratamentos
atuais consistem apenas em atenuar os sintomas e prolongar a vida do individuo
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; MATTSON, 2004). Nao obstante, cabe
ressaltar que um dos problemas dos medicamentos atualmente disponiveis para
a DA, é que eles possuem fortes efeitos colaterais, tais como diarreia, nausea,
vomitos, bradicardia, contragbées musculares, vertigens, dor de cabecga, etc; o
que impulsiona a busca por novos compostos bioativos (MASTERS et al., 2015).
Os organismos marinhos, os fungos e os liquens, por exemplo, sdo fontes com
grande potencial para a busca de moléculas bioativas com propriedades farma-
coldgicas. Inclusive, muitas atividades terapéuticas a partir de seus compostos
ja foram relatadas na literatura, tais como neuroprotetoras, antioxidante, antifun-
gica, antiviral, citotoxica, etc (HU et al., 1985; BARBOSA; VALENTAO;
ANDRADE, 2014; DEY et al., 2017; AYAZ et al., 2019; HABTEMARIAM, 2019;
OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH, 2019a; ALAM et al., 2020; VELUCHAMY;
PALANISWAMY, 2020; NOORI et al., 2021). Considerando que a inibigdo de
BChE é uma estratégia adequada para o tratamento sintomatico da DA, o pre-
sente trabalho, com foco em inibidores de BChE, objetiva revisar os compostos
naturais que ja foram estudados acerca de sua atividade inibidora e de quais
fontes de origem marinha os mesmos foram extraidos, buscando sistematizar o

conhecimento acumulado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA DE ALZHEIMER

As doencgas neurodegenerativas sao disturbios que apresentam carater
complexo. Caracterizadas pela morte progressiva de neurdnios, afetam eventos
moleculares, anatdbmicos e sociais (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021;
KOVACS, 2016). A doenga de Alzheimer apresenta carater neurodegenerativo
e progressivo, capaz de afetar as atividades cotidianas do individuo, como cami-
nhar e se alimentar. Com o desenvolvimento da doenca, os pacientes podem até
mesmo necessitar de cuidados 24 horas por dia, além de ficarem acamados
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021). Na grande maioria das vezes (aproxima-
damente 95%), a enfermidade € de inicio tardio, acima de 65 anos
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021). Porém existe uma pequena proporgao
de individuos que desenvolvem a doenga precocemente, em torno dos 45 anos
(MASTERS et al., 2015). A doencga de Alzheimer (DA) é a doenga neurodegene-
rativa mais comum, além de ser uma das principais causas de morte entre os
idosos nos EUA, por exemplo (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021).

A deposicao da proteina beta-amiléide (AB) e o acumulo de proteina tau
hiperfosforilada (p-tau) no cérebro (Figura 1), sdo as caracteristicas patologicas
mais marcantes da doenca (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; MASTERS et
al., 2015). A proteina A é derivada da clivagem proteolitica da proteina precur-
sora amiléide (APP), que é realizada sequencialmente pela (3 -secretase (BACE-
1) e pela y-secretase (SELKOE DJ., 1998; MATTSON, 2004). A deposigao de
AB no ambiente extracelular, garante a formagéo de placas no cortex cerebral, 0
que prejudica as sinapses (REITZ; BRAYNE; MAYEUX, 2012; MASTERS et al.,
2015). Por esse motivo, a inibicdo da enzima BACE-1 € uma das abordagens
terapéuticas para a DA uma vez que resulta na prevengao da agregacao da beta-
amiléide e consequentemente, da formacgao das placas (DAS; YAN, 2019). Ja
em relagao a proteina tau hiperfosforilada, a mesma € acumulada no interior ce-
lular, formando emaranhados neurofibrilares que desestabilizam a montagem
dos microtubulos (REITZ; BRAYNE; MAYEUX, 2012; MASTERS et al., 2015). A
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deposigao da placa amiléide normalmente ocorre primeiro, originando-se nos lo-
bos frontal e temporal, hipocampo e sistema limbico (Figura 1- fileira superior).
Enquanto os emaranhados neurofibrilares tem inicio nos lobos temporais medi-
ais e hipocampo, e progressivamente se espalham para outras areas do neocor-
tex (Figura 1- fileira inferior). As placas de A e os emaranhados neurofibrilares
em conjunto, sao responsaveis pela morte de neurdnios, perda de sinapses, di-
minui¢ao no nivel de determinados neurotransmissores e bloqueio do transporte
de moléculas essenciais para o funcionamento cerebral normal (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2021; MASTERS et al.,, 2015; REITZ; BRAYNE; MAYEUX,
2012; WANG et al., 2017)

FIGURA 1 - PLACAS DE BE'!'A-AMIL()IDE E EMARANHADOS NEUROFIBRILARESA, BEM
COMO SUA LOCALIZACAO CEREBRAL CONFORME A GRAVIDADE DA DOENCAB

b Amylold plague

Amyloid plague
— =k

-

Severity

Stage | and Il Stagqe W and IV Staqge WV and VI

FONTE: Retirado e adaptado de Masters et al. (2015)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) também tém sua importancia no
decorrer da DA. ROS sao compostos quimicos, que decorrem do metabolismo
celular dos organismos vivos. Quando ocorre um desbalango entre a quantidade
de ROS que é produzida e removida, observa-se o fenbmeno conhecido como
stress oxidativo. Existem varios mecanismos pelos quais a alta producédo de
ROS podem prejudicar moléculas bioldgicas importantes, tais como oxidagéo de
acidos nucleicos, lipideos e proteinas, ativagao das células gliais, disfungdo mi-
tocondrial, apoptose e outros. E estes, por sua vez, levam ao acontecimento do
stress oxidativo (YARIBEYGI et al., 2018; BIRLA et al., 2020). A exposi¢céo con-
tinua e/ou a longo prazo das células ao stress oxidativo, &€ considerada como um

fator de risco para diversos tipos de doengas, incluindo as neurodegenerativas



18

(ANSARI; SCHEFF, 2010; DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013). Ansari e Scheff
(2010), observaram uma diminuicdo de antioxidantes em amostras de cérebros
post mortem de pacientes de AD, além do aumento de marcadores oxidativos.
Como o stress oxidativo foi observado principalmente nas sinapses, os autores
sugerem que ele esta envolvido na perda das sinapses que ocorre na DA. Ana-
logo a isso, a propria acumulacao da proteina AP citada anteriormente, também
induz um stress oxidativo que influencia no desenvolvimento de DA
(BUTTERFIELD, 2003; BARROW; SMALL, 2007; BUTTERFIELD et al., 2010).
Assim, para reduzir os danos do stress oxidativo, os compostos antioxidantes
sdo também propostos como potenciais terapéuticos para DA (KIM et al., 2011;
SINGH et al., 2018; VEURINK; PERRY; SINGH, 2020).

Além da formagéo das placas senis, dos emaranhados neurofibrilares e
do stress oxidativo, outros fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da DA,
incluindo a neuroinflamacgao, danos mitocrondriais, diminuigdo dos niveis de ace-
tilcolina, diabetes, hipertensédo, fumo, doengas cerebrovasculares, depressao,
entre outros (BUBBER et al., 2005; REITZ; BRAYNE; MAYEUX, 2012;
MERZETTI; STAVELEY, 2013; HENEKA et al., 2015; LENG; EDISON, 2021).
Também existem outros fatores ditos como protetivos, tais como dieta adequada,
atividades fisicas e intelectuais (KIVIPELTO; MANGIALASCHE; NGANDU,
2018). Dentre os fatores associados a DA, merece ser destacado o gene APOE,
que determina a producéo da apolipoproteina-E (participante do transporte de
lipideos no SNC), estando associado com a deposigao de Ap (MASTERS et al.,
2015). Dentre os alelos do gene APOE, o alelo e4 é considerado como um fator
de risco para o desenvolvimento da doenca. A presenca de apenas uma coépia
do alelo aumenta em 2-3 vezes as chances para DA (REITZ; BRAYNE; MA-
YEUX, 2012). Mas, por se tratar de uma doenga complexa, apenas a presenca
do alelo e4, ainda que em homozigose, nao é suficiente ou necessaria para o
desenvolvimento da doenca. Em contrapartida, o alelo €2 vem sendo relatado
como um fator protetivo contra a doenga (CORDER et al., 1994). De maneira
interessante, os alelos diferem um do outro por apenas dois aminoacidos e isso
é suficiente para mudar drasticamente a susceptibilidade do individuo a uma do-
enga complexa (REITZ; BRAYNE; MAYEUX, 2012). Enquanto e2 tem uma cis-
teina na posicao 112 e outra na posi¢ao 158, o alelo e4 tem arginina em ambas
as posicoes (MASTERS et al., 2015).
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2.2 TRATAMENTOS PARA A DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer € uma enfermidade incuravel que deteriora as
funcdes cerebrais. Os tratamentos disponiveis atualmente, consistem apenas
em atenuar os sintomas e a progressao da doenga, com vistas a prolongar a vida
do individuo (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; MATTSON, 2004).

Tendo em vista que a DA é uma doenca muito complexa, na qual diversos
mecanismos impactam em sua progressao, atualmente, tem sido proposto a
busca de agentes multialvo. Ou seja, ao invés de buscar por compostos que
atuem em apenas um alvo na DA, a busca seria por compostos que consigam
atuar em mais de um alvo da doenca, tais como colinesterases, placas de AR,
radicais livres, etc (WANG et al., 2018).

E conhecido que, além das colinesterases e do stress oxidativo possuirem
um papel no desenvolvimento da doencga, outros mecanismos neurotdxicos tam-
bém surgem com a sua progressao. Porém, até o momento, ndo existe nenhum
medicamento disponivel com essa acdo multialvo. E de acordo com Benek,
Korabecny e Soukup (2020), um medicamento com esta abordagem esta longe
de cumprir as expectativas e de ser aprovado, tendo em vista que os ensaios
clinicos nao fornecem bons resultados.

Conforme apontado anteriormente, uma das estratégias utilizadas para o
tratamento da DA é a restauracao dos niveis adequados de acetilcolina, através
do uso de inibidores de colinesterases (IChEs). A “U.S. Food and Drug Adminis-
tration” (FDA) e a ANVISA ja aprovaram o uso de donepezil, galantamina e ri-
vastigmina como IChEs e a utilizagdo de memantina como bloqueadora dos ca-
nais de calcio (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; ANVISA, 2021). Porém, os
medicamentos disponiveis atualmente para o tratamento de DA apresentam for-
tes efeitos colaterais, o0 que levanta a discussao sobre tempo x qualidade de vida
dos pacientes e desperta interesse na busca por novos agentes terapéuticos
(MASTERS et al., 2015; AYAZ et al., 2019; NOORI et al., 2021).

A natureza € uma fonte de grande valor para a busca de compostos bio-
ativos com potenciais farmacologicos, inclusive, de acordo com Alonso, Castro

e Martinez (2005), estima-se que aproximadamente 50% dos medicamentos
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descobertos entre 1985 e 2005 eram provenientes de origem natural ou deriva-
dos (ALONSO; CASTRO; MARTINEZ, 2005; CHOI; CHOI, 2014). Deste modo,
a busca por compostos bioativos naturais que sejam capazes de inibir enzimas-
chave da DA, se mostra como a estratégia terapéutica mais adequada para o
desenvolvimento de novos medicamentos em comparacédo com a utilizagao de
compostos sintéticos (OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH, 2019a; ATANASOV
et al., 2021). Inclusive, dentre os medicamentos disponiveis atualmente para DA,
dois deles, galantamina e rivastigmina s&o baseados ou provenientes de produ-
tos naturais a partir de plantas. A galantamina foi isolada da espécie Galanthus
woronowii e a rivastigmina foi baseada na estrutura da fisostigmina, substancia
isolada da planta Physostigma venenosum (POHANKA, 2011; DEY et al., 2017;
AYAZ et al., 2019). Além disso, existem linhas de investigacdo em busca de no-
vos tratamentos com base em produtos naturais, ndo somente a partir de plan-
tas, mas também provenientes de organismos marinhos (tais como algas, es-
ponjas, invertebrados, entre outros), fungos, liquens, etc (ALONSO; CASTRO;
MARTINEZ, 2005; HOUGHTON; REN; HOWES, 2006; PANGESTUTI; KIM,
2011; MEHBUB et al., 2014; KEKUDA; LAVANYA; POOJA, 2019).

2.3 SISTEMA COLINERGICO E COLINESTERASES

O sistema colinérgico € formado pela acetilcolina, seus receptores e suas
respectivas enzimas de sintese e degradagao. A acetilcolina (ACh) € um tipo de
neurotransmissor, responsavel portanto, por passar informacdes através dos
neurénios do sistema colinérgico. Pode se ligar tantos a receptores nicotinicos,
guantos muscarinicos e esta ligada a fungdes cognitivas, de memoaria e aprendi-
zado. A acetilcolina esta presente no sistema nervoso central (SNC), no sistema
nervoso periférico (SNP) e na jungdo neuromuscular (VENTURA et al., 2010;
JOHNSON; MOORE, 2012).

A ACh é hidrolisada pelas colinesterases, em colina e acetato. Existem
dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase
(BChE); ambas capazes de hidrolisar acetilcolina, porém com diferengas em re-
lagdo ao seu substrato preferencial e distribuicdo no organismo. A AChE tem a

acetilcolina como substrato principal e a BChE é capaz de hidrolisar a butirilcolina
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mais rapidamente do que a acetilcolina (AUGUSTINSSON, 1948; CLITHEROW;
MITCHARD; HARPER, 1963; POHANKA, 2011; LOCKRIDGE, 2015). Conside-
rando que essas enzimas séo capazes de terminar a acédo da acetilcolina, res-
salta-se que podem influenciar na quantidade de acetilcolina disponivel para as
fungdes colinérgicas. Sendo assim, em um cenario no qual as colinesterases
estdo muito abundantes, o nivel de acetilcolina disponivel pode nao ser sufici-
ente, levando a disfungdes colinérgicas, que vem sendo amplamente relaciona-
das a doengas neurolégicas e psiquiatricas (MENDEL; RUDNEY, 1943;
KARCZMAR, 1993; MESULAM et al., 2002; LOCKRIDGE, 2015; MASTERS et
al., 2015).

2.4 BUTIRILCOLINESTERASE (BChE)

Atualmente, sabemos que a BChE é uma enzima importante para o nosso
organismo, apresentando papéis consideraveis nas proprias fungbes colinérgi-
cas, em fungdes de desintoxicagdo e no metabolismo de lipideos (MESULAM et
al., 2002; DARVESH; HOPKINS, 2003; JOHNSON; MOORE, 2012; SILVA et al.,
2012; LOCKRIDGE, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017). Porém, a BChE nem sem-
pre recebeu a devida importancia da comunidade académica, sendo chamada
durante algum tempo de pseudocolinesterase (AUGUSTINSSON, 1948;
LIDDELL; NEWMAN; BROWN, 1963; KARCZMAR, 1993; DARVESH,;
HOPKINS; GEULA, 2003). Com base na revisao de Whittaker (1951) e nas con-
clusées de Clitherow, Mitchard e Harper (1963), que apontaram que a BChE hi-
drolisava butirilcolina em uma taxa muito mais rapida do que acetilcolina, a en-
zima passou entédo a ser chamada de butirilcolinesterase.

Presentemente, sabe-se que a BChE é produzida no figado e codificada
pelo gene BCHE, que é localizado no brago longo do cromossomo 3. O gene
possui aproximadamente 70.000 pb na extensdo de sua sequéncia total, sendo
formado por trés introns (I1, 12 e I3) e quatro éxons (E1, E2, E3 e E4). Os exéns
1, 2 e 4 contém as regides nao traduzidas (em E1 e E2, 5-UTR e em E4, 3’-
UTR). O éxon 2 é responsavel pela maior parte da proteina, conforme pode ser
visto na figura 2 (HODGKIN et al., 1965; DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003;
JOHNSON; MOORE, 2012; LOCKRIDGE, 2015; NCBI, 2019).
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FIGURA 2 -ESTRUTURA DO GENE BCHE
. 70kb |

E1 1 E2 12 E3 13 E4
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- | [] Regides codificadoras [ |

209 adenina por guanina (D70G) 1615 guanina por adenina (A539T)
Mutacdo variante atipica Mutac8o da variante K
Fonte: Retirado e adaptado de Darvesh, Hopkins e Geula, 2003.
Nota: As regides codificadoras e ndo-codificadoras estao identificadas pelas cores laranja e azul,
respectivamente. Também estdo indicadas as posigbes das duas mutagdes de ponto mais co-
muns associadas com o gene: alelo atipico e variante K.

Tanto em termos de estrutura, quanto na sequéncia de aminoacidos, a
BChE apresenta em torno de 54% de similaridade com a AChE (LOCKRIDGE et
al., 1987; CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989; POHANKA, 2011). Com base
nisso, acredita-se que o gene BCHE tenha surgido através de uma duplicacao
génica e se mantido pelo processo de subfuncionalizagao, no qual os dois genes
podem dividir as fungbes do gene original, bem como o duplicado pode adquirir
novos papéis (JOHNSON; MOORE, 2012). No caso da BChE, os outros 46% de
diferenca na sequéncia de aminoacidos, podem explicar a multifuncionalidade
que a enzima adquiriu em relagao a AChE, visto que BChE é capaz de hidrolisar
uma ampla gama de ésteres de colina (MENDEL; RUDNEY, 1943; LOCKRIDGE,
2015). O que concorda com o fato de estar presente em maiores concentragdes
do que a AChE em todos os tecidos e 6rgaos, com excegao dos musculos e
cérebro (LI et al., 2000; MANOHARAN et al., 2007; LOCKRIDGE, 2015). Por
outro lado, gracas a algumas diferencas estruturais e no padrdo de expressao,
as duas enzimas atuam cooperativamente (JOHNSON; MOORE, 2012).

Outro fato interessante relatado na literatura, é a ocorréncia de mutagdes
de BChE silenciosa e/ou nao funcionais e mesmo assim compativeis com a vida
(DOENICKE et al., 1963; HODGKIN et al., 1965; JOHNSON; MOORE, 2012). A
existéncia de tais mutacoes, foi a causa de BChE ter sido considerada durante

muitos anos como uma enzima acessoria, dispensavel e ndo essencial para a
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vida. Visao que foi definitivamente modificada por Li et al. (2000), quando suge-
riram que a BChE poderia ter um papel essencial para o organismo. Em primeiro
lugar, os autores observaram que ocorriam niveis mais altos de BChE do que de
AChE na maioria dos tecidos, sendo este um dos indicadores de que ela poderia
ter um papel funcional. Além disso, eles propuseram que a BChE funciona tam-
bém como um “back-up” para AChE, quando essa nao esta disponivel. Os auto-
res observaram que camundongos nulizigotos para a AChE, mantinham as fun-
¢Oes colinérgicas preservadas nas jungdes neuromusculares, pelo menos a um
nivel minimo, indicando que a BChE pode, portanto, fazer parte do sistema coli-
nérgico, ao contrario do que antes acreditavam. Por fim, devido a capacidade de
BChE para substitui-la, os autores sugeriram que AChE talvez nao fosse uma
enzima essencial para a vida (JOHNSON; MOORE, 2012; LI et al., 2000). E en-
tdo, dois anos depois, um outro estudo utilizando também camundongos nulizi-
gotos para AChE, chegou em conclusdes semelhantes. Mesulam et al. (2002),
analisaram apenas regides cerebrais conhecidas por apresentarem atividade,
neurénios e inervagao colinérgica e foram os primeiros a fornecer evidéncias
histoquimicas de que a BChE era capaz de hidrolisar acetilcolina no cérebro. Os
autores afirmam que a funcdo da BChE vai muito além do que apenas servir
como um “back-up” para AChE; a atividade da BChE pode contribuir em todos
os lugares nos quais ocorrem transmissao colinérgica. Desse modo, foi nova-
mente indagado o fato da AChE nao ser totalmente necessaria para manutengao
das funcgdes colinérgicas, visto que a BChE pode substitui-la e manter a trans-
missao colinérgica. Porém, tendo em vista que ocorrem mutagdes de BChE si-
lenciosas compativeis com a vida, os autores concluem que por si s6 henhuma
das duas enzimas ¢é “totalmente necessaria”’. Pois ambas podem atuar em con-
junto no processamento colinérgico. Portanto, estes foram estudos importantes
que contribuiram na consolidagcado da importancia de BChE (LI et al., 2000; ME-
SULAM et al., 2002).

Conforme apontado anteriormente, além do papel exercido no sistema
colinérgico, a BChE realiza ou esta relacionada com fungdes de desintoxicacao,
metabolismo de lipideos, peso e indice de massa corporal e no desenvolvimento
(KUTTY; REDHEENDRAN; MURPHY, 1977; CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989;
CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991; FURTADO-ALLE et al., 2008; SILVA et
al.,, 2012; LOCKRIDGE, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017; GASPARIN et al.,



24

2018). As colinesterases tem a expresséo altamente regulada durante o desen-
volvimento, exercendo papéis importantes tanto na proliferacéo, quanto na dife-
renciacao celular (LAYER; WILLBOLD, 1995). A BChE tem relagao com a proli-
feragéo celular (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989; JOHNSON; MOORE, 2012)
e deste modo, pode exercer influéncia na tumorigénese. Por exemplo, em can-
ceres de cabega e pescoco, ela funciona como um marcador de prognostico des-
favoravel, nos quais a sua alta expressao esta relacionada com a reducao do
tempo de vida, quando comparado a uma baixa expressao, conforme pode ser
observado na figura 3 (THE HUMAN PROTEIN ATLAS, 2020). Enquanto no can-
cer de mama, o numero de copias do gene BCHE exibe correlagao positiva com
o grau de malignidade do tumor (BERNARDI et al., 2010). Ademais, em outras
classes tumorais, como as pulmonares e do colon, a enzima pode ter sua ex-
pressao alterada (VIDAL, 2005; MARTINEZ-MORENO et al., 2006).

FIGURA 3 - ANALAISE DE CORRELAGAO ENTRE A EXPRESSAO DO mRNA DE BCHE E
SOBREVIVENCIA DE PACIENTES COM CANCER DE CABECA E PESCOCO
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Fonte: The Human Protein Atlas (2020). Disponivel em:  www.proteina-
tlas.org/ENSG00000114200-BCHE/pathology/head+and+neck+cancer.

Nota: E possivel observar que uma baixa expressdo do mRNA de BChE esta relacionada com
um aumento na probabilidade de sobrevivéncia do paciente e do tempo de vida, em relagado a
pacientes que apresentam uma alta expressao do mRNA de BChE.

2.4.1 FORMAS MOLECULARES DE BChE

Harris, Hopkinson e Robson (1962), no intuito de demonstrar que a ativi-
dade colinesterasica encontrada no soro era mantida por diferentes componen-

tes enzimaticos, realizaram eletroforese bidimensional e encontraram quatro
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bandas com propriedades caracteristicas, distinguiveis pela mobilidade. Tais for-
mas foram chamadas de C1, C2, C3 e C4, sendo que a ultima sempre aparecia
mais intensa do que as outras, visto que C4 é a forma mais comum e com maior
atividade, porém menor mobilidade. Quase uma década depois, foi sugerido por
Lamotta e Woronick (1971) que estas diferentes formas fossem tratadas como
isoenzimas, uma vez que compartilham seus substratos, apresentam sensibili-
dade ao mesmo inibidor e sao interconversiveis. O tamanho da molécula, que é
diretamente afetado pela quantidade de subunidades iguais, foi dito como a pro-
vavel causa das diferengas entre as quatro formas (DARVESH; HOPKINS;
GEULA, 2003).

Em ordem decrescente de mobilidade eletroforética, temos: C1, C2, C3 e
C4. Sendo as formas C1 e C2, monoméricas, a forma Cs, dimérica e a C4 tetra-
mérica, mais especificamente formada por um dimero de dimeros (Figura 4). A
molécula C2 ndo é um simples mondmero de BChE, pois esta conjugada a albu-
mina. Com o envolvimento da cisteina 51, as subunidades da forma C:2 sao liga-
das por uma ligacéo dissulfeto (MASSON, 1989). No artigo de revisdo de Dar-
vesh, Hopkins e Geula (2003), os autores apontam que existe uma nomenclatura
adicional. Na qual, a forma monomérica (C1) € chamada de G+, a forma dimérica
(Cs) de G2 e a forma tetramérica (C4) de G4, sendo que G vem da caracteristica
globular. Blong, Bedows e Lockridge (1997) tinham o intuito de compreender
como a forma Cs4 se mantinha estavel e encontraram que o responsavel pela
tetramerizacdo € um dominio localizado na regido carboxi-terminal, no qual ocor-
rem sete residuos aromaticos altamente conservados (ALTAMIRANO;
LOCKRIDGE, 1999).

Normalmente, as formas moleculares de BChE sao também simétricas,
hidrofilicas e encontradas de forma soltuvel. Porém, também s&o observadas for-
mas tetraméricas assimétricas e ndo soluveis, ligadas a membrana celular. Uma
delas é ancorada a membrana através da proteina nomeada PriMA (proteina
ancoradora de membrana rica em prolina) e a outra é formada por trés tetrame-
ros ligados a membrana por uma tripla-hélice de colageno (ColQ), conforme
pode ser observado na figura 4 (DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003). Interes-
santemente, as duas formas assimétricas podem ser encontradas tanto para
AChE, quanto para BChE. Sendo o tetramero de AChE associado a PRIMA, a
forma predominante encontrada no cérebro (MASSOULIE, 2002). PRIMA é uma
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proteina integral de membrana do tipo I, que contém seu dominio N-terminal vol-
tado para o ambiente extracelular, o C-terminal para o citoplasmatico e uma
Unica regido transmembrana (PERRIER; MASSOULIE; KREJCI, 2002). ColQ,
por sua vez, contém um curto dominio de fixagéo rico em prolina (PRAD) na sua
extremidade N-terminal (BON; COUSSEN; MASSOULIE, 1997; KREJCI et al.,
1997).

FIGURA 4 - FORMAS MOLECULARES DE BChE

Gy Gy Gy E
( "

Fonte: Darvesh, Hopkins e Geula, 2003.
NOTA: Formas soluveis (monomeérica, dimérica e tetramérica) e as formas tetraméricas nao-
soluveis da BChE ligadas a PRIMA ou a cauda em ftripla hélice de colageno (ColQ), associada
com trés tetrdmeros.

2.4.2 PRINCIPAIS VARIANTES GENETICAS DE BChE

Existem muitas variantes descritas para BChE, muitas delas causadas por
simples mutagdes de ponto. O alelo para BChE atipica (A) e a variante K sédo as
mais estudadas (LOCKRIDGE, 2015).

A variante A (resistente a dibucaina ou atipica, rs1799807) foi identificada
pela primeira vez apés individuos receberem doses fisioldgicas de succinilcolina
e sofrerem de paralisia muscular prolongada e de apneia (LIDDELL; LEHMANN;
SILK, 1962). Fenbmeno observado devido a afinidade reduzida por ésteres de

colina, que a variante A garante a enzima. O fenétipo atipico da BChE é causado
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por uma mutagédo de ponto, que altera o nucleotideo de adenina para guanina,
na posicao 209, levando a troca do aminoacido aspartato (Asp) por glicina (Gly)
no 70° cédon (MCGUIRE et al., 1989; LOCKRIDGE, 2015). A troca de um ami-
noacido de carater acido (Asp) por um aminoacido neutro (Gly) é o que leva a
afinidade reduzida pelo substrato, pois a mutagéo ocorre justamente no local de
ligacdo do substrato dentro do sitio aniénico periférico da enzima, no residuo
Asp70 (LOCKRIDGE, 2015; MCGUIRE et al., 1989). A variante atipica também
€ associada com caracteristicas relacionadas a fungéo pulmonar (GCST007080,
2018; GCST007431, 2019) e respiratorias, tais como deébito expiratério maximo
instantédneo (GCST007430, 2019) e volume expiratorio forgado (GCST007432,
2019) de acordo com estudos de associacao (GWAS CATHALOG, 2019;
KICHAEV et al., 2019; SHRINE et al., 2019). Também se sabe que além da suc-
cinilcolina, existe uma outra substancia de interesse clinico hidrolisada por
BChE, o mivacurio. Esse relaxante muscular também é capaz de induzir paralisia
muscular prolongada e apneia em individuos com o alelo atipico ou com varian-
tes silenciosas de BChE (LOCKRIDGE, 2015).

A variante K (rs1803274) é originada por uma mutagao de ponto no nu-
cleotideo 1615, que se localiza dentro do éxon 4 do gene BCHE. Na variante K,
em termos de bases nitrogenadas, ocorre a substituicdo de uma adenina por
uma guanina e, em termos de aminoacidos, leva a substituicdo de uma alanina
por uma treonina (BARTELS et al., 1992). Individuos com o genétipo heterozigé-
tico para a variante K (K/U, no qual U significa o alelo usual) apresentam ativi-
dade enzimatica em torno de 20% mais baixa em relagéo aos individuos homo-
zigotos para o alelo usual (U/U). Enquanto os individuos homozigéticos para a
variante K (K/K) apresentam atividade em torno de 30% mais baixa, quando com-
parados aos homozigotos para o alelo usual (U/U) (BARTELS et al., 1992;
LOCKRIDGE, 2015; LOCKRIDGE et al., 2016). Rubinstein, Dietz e Lubrano
(1978) argumentaram que essa diminuigdo deveria ser observada ou por uma
sintese reduzida ou por uma rapida degradacéao, levando a uma redugcéo nos
niveis circulantes da enzima usual. Enquanto outros autores argumentaram que
a reducao poderia ser causada também por uma instabilidade na estrutura qua-

ternaria da enzima (PODOLY et al., 2009). Devido ao fato da substituicdo da
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variante K ocorrer no éxon 4, dentro da regido c-terminal de BChE, que é res-
ponsavel pela manutencao da forma tetramérica da enzima (BLONG; BEDOWS;
LOCKRIDGE, 1997; ALTAMIRANO; LOCKRIDGE, 1999).

Novas controvérsias a respeito da influéncia da variante K na atividade de
BChE surgiram, quando Altamirano, Bartels e Lockridge (2000) encontraram re-
sultados contrarios ao que havia sido estabelecido anteriormente. Para eles, ne-
nhuma diferenga foi observada em termos de atividade enzimatica, estabilidade
da proteina e estrutura quaternaria da variante K em comparagéao a usual. Ou
seja, derrubaram a hipotese de que a variante K era suficiente para causar a
diminuicdo na atividade da enzima, independente da causa. Os autores argu-
mentaram que deveria ocorrer alguma mutagcdo na regido reguladora, que nao
havia sido observada. Mais tarde, Furtado-Alle et al. (2008) reforcaram que ape-
nas a presenga da variante K ndo era suficiente para diminuir a atividade da
enzima, pois demonstraram que a redugao da atividade s6 ocorria quando a va-
riante K era encontrada em conjunto com a -116A, provavelmente por afetar a
transcrigdo e/ou tradugédo do gene, visto que -116A esta presente na regido 5’-
UTR do mRNA. A partir disto, Jasiecki et al. (2019) resolveram estudar trés ha-
plétipos associados com a variante K, um deles contendo o haplétipo apontado
por Furtado-Alle et al. (2008) como o responsavel pela diminuigdo da atividade
da enzima (haplétipo K3). O primeiro haplétipo estudado contém a variante K
sozinha (K1), sem nenhuma outra alteragcdo. O segundo contém a variante K em
conjunto com a variante atipica (rs1799807) do éxon 2 (K2). E o terceiro contém
a variante K em conjunto com dois outros SNPs: um presente na regidao 5’ UTR
(variante -116 A, rs1126680) e o outro presente no intron 2 (rs55781031, haplé-
tipo K3). Anteriormente, ja havia sido demonstrada a associagao entre a variante
K e o alelo atipico de BChE (BARTELS et al., 1992). Os resultados encontrados
foram de acordo com os de Altamirano, Bartels e Lockridge (2000) e com os de
Furtado-Alle et al. (2008), respectivamente. O haplétipo K1 exibia atividade en-
zimatica similar ao encontrado para o tipo selvagem. Enquanto, os haplétipos K2
e K3 apresentavam atividade enzimatica reduzida em comparagdo com a enzima

usual (Figura 5).
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FIGURA 5 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA BChE USUAL E DE TRES DIFERENTES HAPLO-
TIPOS DA VARIANTE K
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Fonte: Jasiecki et al., 2019

Tratando-se das duas alteragdes encontradas em conjunto com o alelo da vari-
ante K no hapldtipo K3, deve-se ressaltar que uma delas leva a uma mudanga
na extensao da regido N-terminal do peptideo sinal de BChE, e a outra, locali-
zada no intron 2, provavelmente impacta na regulagéo do splicing, visto que é
localizada numa regiao que pode servir de ligagao aos fatores de splicing. Com
base nisso e na informacao adicional de que essas duas alteracbes, foram sem-
pre observadas em conjunto, os autores concluem que de fato, SNPs localizados
fora da regido codificadora da enzima, em conjunto com a variante K, séo os
responsaveis pela diminuigdo na producédo da enzima e nao a variante K por si
s6 (JASIECKI et al., 2019).

Uma terceira variante de BChE conhecida como -116A (rs1126680), € a
variante localizada dentro da regido 5’-UTR do haplétipo K3 de que falamos an-
teriormente. A variante € conhecida como -116A pois é causada por uma subs-
tituicdo de guanina por adenina na posi¢ao -116 do gene. E se encontra em forte
desequilibrio de ligacdo com o alelo 1615G (variante K) (BARTELS et al., 1992).
Outro desequilibrio de ligacéo adicional foi observado por Bartels et al. (1992)
entre a variante -116 A e a variante 1914G (rs3495), que possui uma guanina no
lugar da adenina no nucleotideo 1914. O polimorfismo 1914 também é localizado
no éxon 4, assim como a variante K. Portanto, o fato de eles estarem a apenas
299 bases de distancia, influencia a forga do desequilibrio de ligagdo em que

eles também se encontram (BARTELS et al., 1992). De acordo com o estudo de
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Bartels, Spek e Du (1990), a frequéncia populacional da variante -116 A é de 8%,
a da variante 1914 é de 26% e a da variante K € de 13%. Furtado-Alle (2005)
encontrou uma frequéncia de 8,8% para variante -116A em caucasoides de Cu-
ritiba, similar ao observado por Bartels, Spek e Du (1990). Tendo em vista que a
variante -116 A tem frequéncia mais baixa e que além disso, ela se encontra em
forte desequilibrio de ligacdo com a K e a 1914 (BARTELS et al., 1992; FUR-
TADO-ALLE et al., 2008), o estudo da sua influéncia de maneira isolada se torna
uma tarefa muito dificil. De acordo com dados do Ensembl (2020) (Tabela 1), &
possivel observar o desequilibrio de ligagéo praticamente completo entre a vari-
ante -116 A com a K e com a 1914G, em diferentes populagdes dos continentes
americano, europeu e asiatico. Em relagdo ao desequilibrio de ligacdo para a
variante -116A com a K, o menor valor observado é referente a uma populacéo
do Paquistdo (D’ 0.999985), enquanto o menor para a variante -116A em con-
junto com a 1914G é de uma populagao do Reino Unido (D’= 0.999956). Ja o
maior valor de desequilibrio encontrado para as duas combinagdes € encontrado
em uma populacéo peruana (D’=1). Dentre os continentes que tem dados dispo-
niveis no Ensembl, apenas no africano a variante -116A n&o apresenta desequi-
librio de ligagdo com a K e a 1914G, sugerindo que as populagdes africanas
poderiam ser a base para o estudo do efeito da variante -116 A. Porém, como a
frequéncia da variante no continente africano € de apenas 1,7%, ainda assim

existe a dificuldade relativa a sua frequéncia.

TABELA 1. DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO OBSERVADO ENTRE A VARIANTE -116A COM A
VARIANTE K E COM A VARIANTE 1914G

Variantes D’
-116A e K 0,999985 - 1
-116A e 1914G 0.999956 - 1

Fonte: Ensembl (2020)

Outra variante encontrada para BChE é a variante F, que recebeu esse
nome pelo fato de ser resistente a inibigao por fluoreto (HARRIS; WHITTAKER,
1961). Mais tarde, Nogueira et al. (1992) apontaram que existem duas mutacoes
de ponto que causam a resisténcia ao fluoreto. A primeira delas, Fluoreto-1 ou

F1, é causada por uma transicdo de C para T, o que leva a troca de uma treonina
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para uma metionina, na posigao 243 da proteina (ACG -> ATG). A segunda, Flu-
oreto-2 ou F2, é causada por uma transversao de G para T, o que leva a troca
de uma glicina para uma valina, na posi¢cao 390 da proteina (GGT -> GTT). As
variantes resistentes ao fluoreto codificam uma enzima com propriedade inter-
mediaria na hidrdlise de succinilcolina, em comparagao as enzimas atipica e
usual. Visto que individuos heterozigotos para o alelo resistente ao fluoreto e
para o alelo atipico A/F tem paralisia muscular prolongada e apneia com doses
fisiologicas de succinilcolina em comparacgao a individuos de gendétipo usual U/U,
porém de menor duracdo comparada a de individuos com fendtipo atipico A/A
(HARRIS; WHITTAKER, 1961).

2.4.3 O LOCO CHE2

O loco CHEZ foi nomeado por Harris, Robson e Glen-Bott (1963), apds
identificarem uma banda adicional na eletroforese das formas moleculares de
BChE (HARRIS; HOPKINSON; ROBSON, 1962). A banda adicional, denomi-
nada de C5, consistia de um tetramero de BChE ligado a uma substancia des-
conhecida de aproximadamente 60 kDa (HARRIS; HOPKINSON; ROBSON,
1962; LOCKRIDGE, 2015). Ao contrario das diferentes formas moleculares de
BChE, a banda C5 nao é determinada apenas pelo gene BCHE, e sim em con-
junto com o gene CHE?2.

A presencga do alelo CHE2 C5+ é o que determina a formagao do com-
plexo C5, enquanto a auséncia deste é determinada pelo alelo CHE2 C5-. O
alelo CHE2 C5+ é associado com um aumento de 30% na atividade da BChE
(HARRIS, 1981) e com uma menor sensibilidade a succinilcolina. Desta forma,
pacientes com o fenétipo C5+ tem a duragao da agao da succinilcolina reduzida
(SUGIMORI, 1986). De acordo com o estudo de Chautard-Freire-Maia et al.
(1991) a frequéncia do fenétipo CHE2 C5+ foi de 10,3% em amostra da popula-

¢ao da cidade de Curitiba, Parana.

2.5 BChE E SUA RELAGAO COM A DOENGA DE ALZHEIMER
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De acordo com o estudo de Perry et al. (1978), no cortex e hipocampo de
portadores da doencga de Alzheimer, ocorre diminuigao dos niveis de AChE, en-
quanto os niveis de BChE aumentam, ndo apenas com a doenga, mas também
com a idade do individuo. Além disso, a BChE ¢ associada com as placas A e
com os emaranhados neurofibrilares (PERRY et al., 1978). Foi observada maior
atividade de butirilcolinesterase dentro das placas AB, em cérebros de pacientes
com DA (DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003), sugerindo inclusive que a BChE
participa da maturagao das placas. Consequentemente, a reducao dos niveis de
acetilcolina no hipocampo e no cértex cerebral de pacientes com DA é uma ca-
racteristica marcante da doenca, tendo em vista a alta disponibilidade de BChE
para degrada-la (CRAIG; HONG; MCDONALD, 2011). Portanto, a utilizacdo de
inibidores de colinesterases € uma das abordagens terapéuticas para o trata-
mento da Doenca de Alzheimer.

Ademais, o desenvolvimento e progressao da doenga também podem ser
influenciados por algumas mutagdes do gene BCHE (REITZ; BRAYNE;
MAYEUX, 2012; EL HAJ; KAPOGIANNIS, 2016; KIVIPELTO; MANGIALASCHE;
NGANDU, 2018). Tendo em vista a capacidade da BChE para manter a trans-
missao colinérgica, ja foi amplamente debatido que a variante K, por ser menos
ativa, poderia funcionar como um fator protetivo contra a doenga (PODOLY et
al., 2009). No entanto, ja foi demonstrado que a variante K por si s6, ndo diminui
a atividade da BChE, pois isso s6 ocorre quando estd acompanhada da variante
-116A (FURTADO-ALLE et al., 2008; JASIECKI et al., 2019). Por outro lado, a
variante K também ja foi relatada como um fator de risco para a patofisiologia da
doenca, considerando que ela € menos eficiente para barrar a formagao das fi-
brilas dos emaranhados neurofibrilares, visto que afeta o dominio C-terminal da
enzima, que é envolvido na atenuagao da formagéo das mesmas (DIAMANT et
al., 2006; PODOLY et al., 2009).

2.6 SUBSTANCIAS ANTICOLINESTERASICAS

Substéncias com potencial inibidor de colinesterases (IChEs) sdo um in-
teressante alvo de estudo, podendo ser obtidas de fontes naturais ou sintéticas

para o desenvolvimento dos medicamentos.
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Ja é bem estabelecido que muitas doengas neuropsiquiatricas sdo corre-
lacionadas com a atividade das colinesterases, visto que elas influenciam dire-
tamente a quantidade de acetilcolina disponivel para as sinapses colinérgicas
(POHANKA, 2011). Deste modo, ja foram desenvolvidos alguns medicamentos
anticolinesterasicos no intuito de restaurar os niveis adequados dos neurotrans-
missores colinérgicos. Para a Doencga de Alzheimer leve a moderada, por exem-
plo, na qual ocorrem déficits nas fungdes colinérgicas, ja existem disponiveis
medicamentos que inibem especificamente a AChE (galantamina e donepezil) e
outro que inibe ambas as colinesterases, AChE e BChE (rivastigmina) (RABINS;
LYKETSOS, 2006; HOWES; HOUGHTON, 2012).

Além de medicamentos, existem outras substancias com potencial anti-
colinesterasico que sao alvo de estudo. Como por exemplo os organofosforados
(pesticidas, armas quimicas), os glicoalcaldides solanaceos e determinados hor-
mobnios de crescimento de plantas (HAUX; LOCKRIDGE; CASIDA, 2002;
JOHNSON; MOORE, 2012; CAREY; DUNN; GASPARI, 2013; LOCKRIDGE,
2015). Os organofosforados (OP) séo ésteres de acido fosférico capazes de ini-
bir a AChE (CAREY; DUNN; GASPARI, 2013). Como essa enzima é de funda-
mental importancia para a homeostase da fung¢ao colinérgica, os OPs podem
causar uma disfungao colinérgica. Com a inibicao da AChE, a acao da acetilco-
lina nao é finalizada e o seu acumulo por consequéncia, também nao é saudavel
para o sistema nervoso (RAUSHEL, 2011). Durante a segunda guerra mundial
foram utilizados agentes nervosos compostos por OPs como arma quimica,
como o gas Sarin. Os OPs também sao utilizados na formulagao de alguns agro-
téxicos. No entanto, os agentes nervosos sao muito mais toxicos do que os OPs
encontrados nos agrotdxicos, pois conseguem penetrar e se espalhar facilmente
por todo o corpo humano (POHANKA, 2011). Além dos OPs, existe outro grupo
de inibidores de colinesterases que é utilizado em agrotdxicos, os carbamatos.
Estes também sao capazes de inibir AChE fortemente e tém a fisostigmina como
derivado natural (POHANKA, 2011; HOWES; HOUGHTON, 2012). A variante
resistente ao fluoreto da BChE é também resistente a varios componentes capa-
zes de inibir a BChE selvagem, como os glicoalcaldides solanaceos, represen-
tantes de OP e de carbamato (NEVILLE et al., 1992; POHANKA, 2011).
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Os glicoalcaldides solanaceos sdo componentes anticolinesterasicos en-
contrados em determinados exemplares da familia Solanaceae, que sao ampla-
mente presentes na culinaria mundial, tais como batata, tomate e berinjela
(HARRIS; WHITTAKER, 1962; ARKHYPOVA et al., 2003; BARCELOUX, 2009).
Krasowski, Mcgehee e Moss (1997) realizaram um estudo na tentativa de com-
preender como o consumo desses alimentos permaneceu, mesmo com seu po-
tencial anticolinesterasico. Os autores relatam que muitas espécies ancestrais
desses vegetais, possuiam niveis muito altos de glicoalcaldides solanaceos, su-
perior ao suficiente para intoxicagdo. Deste modo, levantaram a hipétese de que
o cultivo desses alimentos, poderia ser a forga motriz evolutiva para a persistén-
cia de alelos nao usuais de BChE, visto que eles sao resistentes a inibicao pelos
glicoalcaldides. De fato, os autores demonstraram que o cultivo desses exem-
plares é congruente a distribuicdo de alelos ndo usuais de BChE. Ou seja, os
locais nos quais sdo encontradas altas frequéncias destes alelos, sdo associa-
dos com a histoéria do cultivo destes vegetais. Desse modo, a vantagem evolutiva
que as variantes provavelmente exerceram durante a historia, esta associada a
alta variagdo suportada pelo gene BCHE (KRASOWSKI; MCGEHEE; MOSS,
1997).

Por fim, ja foi demonstrado também que a BChE é sensivel a inibigao pela
serotonina vegetal e por dois horménios que regulam o crescimento de plantas:
acido indol acético e etephon (HAUX; LOCKRIDGE; CASIDA, 2002; BODUR;
COKUGRAS, 2005). Deste modo, infere-se que substancias de origem natural

podem servir como fontes de novos inibidores de colinesterases.

2.7 INVESTIGACAO DE COMPOSTOS NATURAIS COM POTENCIAL TERA-
PEUTICO

Nas ultimas décadas, a investigacdo dos efeitos de compostos naturais
para o tratamento de varias doencas, tem se destacado. A busca de compostos
naturais voltados para a farmacologia, normalmente ocorreu em torno das plan-
tas (ATANASOV et al., 2021). Inclusive, ja sdo utilizadas substéncias provenien-
tes ou derivadas destas para o tratamento de DA, como a galantamina e a rivas-
tigmina (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; DEY et al., 2017). Mas, conforme
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ja foi apontado anteriormente, os medicamentos utilizados atualmente, possuem
fortes efeitos colaterais para os pacientes, o que impulsiona a busca por novos
medicamentos (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021; HABTEMARIAM, 2019;
MASTERS et al., 2015).

Por outro lado, existem outras classes de fontes de substéncias naturais
que podem ser utilizadas na busca de moléculas bioativas, que merecem rece-
ber atengao, devido a sua grande diversidade de metabdlitos secundarios e pro-
priedades medicinais, como o0s organismos marinhos, fungos, bactérias e li-
quens (HU et al., 1985; BARBOSA; VALENTAO; ANDRADE, 2014; DEY et al.,
2017; AYAZ et al., 2019; HABTEMARIAM, 2019; OLASEHINDE; OLANIRAN;
OKOH, 2019a; ALAM et al., 2020; NOORI et al., 2021). Deste modo, o foco do
presente trabalho esta voltado aos organismos marinhos e substancias naturais

oriundas destes.

2.7.1 ORGANISMOS MARINHOS COMO FONTES DE SUBSTANCIAS BIOATI-
VAS

Os organismos marinhos (OM) sao ricos em substancias bioativas com
potenciais farmacéuticos, sendo considerados como uma fonte de grande impor-
tdncia medicinal. Ainda, o ecossistema marinho é uma fonte abundante e inex-
plorada de substancias bioativas e alimentos funcionais, que apresenta grande
potencial para exploragao (DONIA; HAMANN, 2003; BLUNT et al., 2014; ZHANG
et al., 2017; JEEWON et al., 2019). Os OM fornecem agentes diferentes daque-
les de fontes terrestres, pois as pressdes ecoldgicas as quais sdo submetidos,
levam a producédo de metabdlitos secundarios unicos (KUMAR JHA; ZI-RONG,
2004; JEEWON et al., 2019). Dentre os organismos marinhos explorados para
fins terapéuticos, farmacolégicos ou alimentares, encontram-se as algas, as cia-
nobactérias e até mesmo, os invertebrados (KUMAR JHA; ZI-RONG, 2004;
BLUNT et al., 2014).

As algas marinhas sao representadas por um grupo diverso de organis-
mos, que sao também utilizados como fonte alimenticia pelos humanos. Sao
consideradas como alimentos muito saudaveis, pois funcionam como uma rica

fonte de nutrientes, possuem vitaminas, aminoacidos, fibras, minerais, acidos
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graxos, entre outros (MACARTAIN et al., 2007; COFRADES et al., 2010;
MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012). Podemos separar as algas em dois
grandes grupos: as micro e as macroalgas. Sendo que os trés filos de macroal-
gas que possuem representantes marinhos, sdo: Chlorophyta (algas verdes),
Ochrophyta (algas castanhas, pardas ou marrons) e Rhodophyta (algas verme-
lhas) (EL GAMAL, 2010; LORDAN; ROSS; STANTON, 2011). Além de possui-
rem valor nutritivo, as macroalgas ja foram alvo dos mais variados estudos e sao
conhecidas por possuirem uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas,
tais como anti-inflamatérias (BITENCOURT et al., 2015), antivirais (TAKEBE et
al., 2013), antitumorais (NODA et al., 1990), neuroprotetoras (RAFIQUZZAMAN
et al., 2015), antioxidantes (SHANURA FERNANDO et al., 2016; ADMASSU et
al., 2018; KHALILI et al., 2018), anti-hipertensiva, antidiabética, entre outras
(MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012; ADMASSU et al., 2018). Mais especifi-
camente, a respeito das atividades neuroprotetoras de compostos isolados de
certas espécies de macroalgas, os polissacarideos sulfatados apresentaram efi-
cacia contra a neurotoxicidade induzida pela beta-amiléide e como removedores
de radicais livres (FLEITA; EL-SAYED; RIFAAT, 2015; ALGHAZWI et al., 2016;
OLASEHINDE et al., 2019). Mas ainda assim, de acordo com Alghazwi et al.
(2016) e Pangestuti e Kim (2011), ainda existe muito a ser aprofundado no es-
tudo das atividades neuroprotetoras das macroalgas e uma infinidade de espé-
cies a serem exploradas. As microalgas, por sua vez, sdo organismos microscoé-
picos que contém clorofila e sdo responsaveis por uma parte consideravel da
fotossintese global. Dentro deste grupo, existem tantos organismos eucariéticos,
quanto procaridticos, o que leva a certas confusées em termos de nomenclatura
(SHIMIZU, 1996; GREQUE DE MORAIS et al., 2015). Por exemplo, as cianobac-
térias apresentam células procaridticas, mas, sdo consideradas como microal-
gas devido a presenca de clorofila a e outros componentes da fotossintese
(GREQUE DE MORAIS et al., 2015). As cianobactérias sdo bem conhecidas pela
sua atividade toxica quando da sua floragdo em corpos d’agua e assim, sao or-
ganismos de interesse para a saude publica. Pelo fato de produzirem toxinas, o
interesse no estudo de seus metabodlitos secundarios é crescente (VAN
APELDOORN et al., 2007). O interesse pelo estudo das microalgas em geral, se
deve a grande diversidade do grupo e ao fato de que se encontram em diferentes

habitats, incluindo ambientes extremos, o que proporciona uma vantagem para
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a busca de metabdlitos secundarios de alto valor comercial (COESEL et al.,
2008; BOROWITZKA, 2013). Além disso, o pequeno volume dos organismos fa-
cilita a manipulagcdo e cultivo em grande escala em ambientes controlados
(PLAZA et al., 2009). Por fim, também ja foram relatadas atividades anti-hiper-
tensivas, anti-inflamatdrias, antioxidantes, neuroprotetivas, antimicrobianas e
outras para as mesmas (GREQUE DE MORAIS et al., 2015; SATHASIVAM,; K,
2018).

Tratando de invertebrados marinhos, o filo Porifera abrange o grupo mais
antigo de animais multicelulares, que sao conhecidos como esponjas ou porife-
ros. As esponjas marinhas sao fonte de moléculas bioativas com potenciais far-
macoldgicos, sendo que na verdade, de todos os produtos naturais marinhos
que ja foram isolados, mais de 30% sé&o originarios dos poriferos (LEAL et al.,
2012; MEHBUB et al., 2014; ANJUM et al., 2016). As esponjas marinhas sao
também o6timas fontes de microrganismos (GERWICK; MOORE, 2012). Ja foi
apontado na literatura, que as mesmas possuem atividades antivirais, antibioti-
cas, anti-inflamatérias, antitumorais, imunossupressoras e neuroprotetoras
(SIPKEMA et al., 2005; CHOI; CHOI, 2014; ANJUM et al., 2016). Mas, de acordo
com Piel (2004), suspeita-se que muitos metabdlitos bioativos derivados de es-
ponjas, sdo na verdade provenientes de seus microrganismos simbiontes. Pois
além de os microrganismos compreenderem boa parte do corpo das esponjas,

alguns metabdlitos se assemelham a produtos tipicamente bacterianos.

Por fim, além dos poriferos, outro grupo de invertebrados marinhos que
também tem sido alvo de estudo, sdo os crustaceos. Esse grupo de animais é
pertencente ao filo dos artropodes e € utilizado como alimento através do mundo.
Compostos derivados dos crustaceos, inclusive dos residuos de suas cascas
protetoras, possuem potencial para diferentes aplicacées industriais, tais como
cosméticas, farmacéuticas e agricolas (HAMED et al., 2015; HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Revisar a literatura dos estudos primarios que testaram diferentes subs-
tancias naturais, com foco nos produtos de origem marinha, acerca de seu po-
tencial inibidor de BChE, com vistas a sistematizar o conhecimento acumulado.
Tem ainda o intuito de servir como base para que experimentos nédo sejam des-
necessariamente repetidos e apontar eventuais necessidades de estudos adici-

onais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Separar os estudos em classes de acordo com as fontes das substancias na-

turais, visando a sistematizacao;

- Verificar as principais substancias ja isoladas e a quais organismos pertencem,

visando sistematizar a classificagao das substancias inibitérias;

- Identificar a estrutura quimica das substancias, visando sistematizar a classifi-

cacao das substancias inibitorias;

- Identificar as possiveis lacunas a serem preenchidas e sugerir possiveis estu-

dos adicionais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para a elaborag¢ao da metodologia da revisao foi necessario delimitar qual
seria o formato das fontes utilizadas, quais bases de dados seriam consultadas,
quais palavras-chave e descritores seriam utilizados e como a estratégia de
busca seria montada para as diferentes bases. Deste modo, as fontes selecio-
nadas através das bases de dados estavam em formato de artigos cientificos. A
estratégia de busca construida foi utilizada nas principais bases de dados da
area da saude: Science Direct, EMBASE, PUBMED e BVS (que inclui as bases
Lilacs, MEDLINE, Cochrane, entre outras). A sele¢ao das palavras-chave e des-
critores foi realizada com base em artigos que tratavam da literatura de interesse.
Como gerenciador de referéncias foi utilizado o programa Mendeley Desktop ver-

sao 1.19.4. Mais detalhes serao explicados a seguir.

4.1 DEFINICAO DE PALAVRAS-CHAVE E DESCRITORES

O principal descritor do presente trabalho é “cholinesterase inhibitors”. Po-
rém, utilizando apenas ele como estratégia, nota-se que a busca acaba retor-
nando muitos estudos nao relacionados ao foco de pesquisa. Deste modo, no-
tou-se que deveria ser incorporada a estratégia de busca alguma palavra que
trouxesse apenas estudos que efetivamente testaram algum composto a res-
peito de seu potencial IChE, através de analises de inibicdo enzimatica. Assim,
foram selecionados alguns estudos que realizaram tal teste, para entender como

esta analise era descrita e quais eram as principais palavras-chave utilizadas.

Os estudos encontrados estavam disponiveis no portal de periédicos CA-
PES. A extragéo das palavras-chaves por ele utilizadas e a extragdo dos nomes
das bases de dados a que eram pertencentes, foi realizada. Notou-se que sem-
pre era utilizada alguma palavra-chave relacionada a enzima e outra relacionada
ao teste utilizado para avaliar a inibicdo (Quadro 1), entdo esses dois grupos de

palavras foram criados para jun¢do na estratégia final (Figura 6).
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4.2 ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA E SELECAO DOS ARTIGOS

Além da analise dos artigos selecionados, também foi realizada a consulta
ao vocabulario MeSH para a selecao das palavras-chaves mais adequadas. A
estratégia de busca construida foi adaptada para utilizacdo em cada uma das
bases de dados utilizadas, tendo em vista que elas possuem diferentes regras
de organizagéo. Durante a busca, ndo houveram restricbes em relagdo ao idi-

oma, data e campo do artigo. A estrutura base esta indicada abaixo.

(butylcholinesterase OR butyrylcholinesterase OR BChE OR “cholinesterase
inhibitor” OR “cholinesterase inhibitors” OR “cholinesterase inhibition”)

AND

(“biological action” OR “biological activity” OR “activity of butylcholinesterase” OR
“activity of butyrylcholinesterase” OR “butylcholinesterase inhibition” OR “butyryl-
cholinesterase inhibition” OR “butylcholinesterase inhibitory activity” OR “butyryl-
cholinesterase inhibitory activity” OR “butylcholinesterase inhibition essay” OR
“butyrylcholinesterase inhibition essay” OR “ChEl activity” OR “CHE inhibition ac-
tivity” OR “anticholinesterase potential” OR “anti-cholinesterase activity”)

De acordo com a estratégia de busca utilizada, o resultado retornou um
total de 20.736 artigos no més de maio de 2020, conforme pode ser visualizado

na tabela 2.

TABELA 2 - NUMERO DE ARTIGOS ENCONTRADOS DE ACORDO COM A BASE DE DA-
DOS

Base de Dados N° de Artigos Data
PubMed 4197 14.05
EMBASE 1002 14.05
BVS 12949 13.05
ScienceDirect 2588 19.05
Total 20736 -

ApOs a realizagdo de uma selecgao inicial com base em titulo e resumo

para identificar quais estudos tratavam de substancias naturais, restaram 3670
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artigos. Depois, ocorreu uma selegao secundaria para identificar quais tratavam
de substancias provenientes de organismos marinhos, da qual restaram 26 arti-
gos. Os critérios de exclusao utilizados foram duplicidade de artigos, auséncia
de analise inibitoria de BChE e/ou ndo demonstracédo dos valores de IC50/por-
centagem de inibigdo, impossibilidade de acesso ao PDF e artigos de revisao.
Os dados retirados dos artigos foram: qual a espécie utilizada, qual o material
que foi testado acerca da inibicao (extrato da espécie ou substancia isolada), o
solvente utilizado para a extragao, a concentracao testada, o parametro utilizado

para indicar a atividade inibitoria e se houve ou nao a inibi¢ao.

O valor de ICs0 € a medida que quantifica a concentragdo necessaria de
determinada substancia, para reduzir pela metade a taxa de reacdo de uma en-
zima (BURLINGHAM; WIDLANSKI, 2003). Portanto, ele foi escolhido para men-
surar o potencial inibidor dos organismos, tendo em vista que € o método mais
comumente utilizado para analisar a relagdo enzima-inibidor. No entanto, como
0 mesmo nao estava presente em todos os artigos analisados, na auséncia do

valor de ICso0, foram coletados os percentuais de inibicdo do extrato/composto.
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5 RESULTADOS

Do total de artigos iniciais, 26 foram selecionados, em fungao da relevan-
cia técnico-cientifica, para construgdo da revisdo. Destes, 18 eram de algas ma-
rinhas, 4 de poriferos, 2 de cnidarios, 1 de artropodes e 1 de cordados. Como
dentro de um mesmo artigo, haviam dados sobre mais de uma espécie e/ou
substancias isoladas, alguns continham dados tanto de presencga, quanto de au-
séncia de inibicdo. A seguir, detalhes sobre os resultados encontrados para os

diferentes grupos.

Grafico 1. Numero de espécies analisadas e seus respectivos status de inibigdo, sepa-
rados por grupos de organismos marinhos
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5.1 ALGAS

Dentre os artigos utilizados, 18 utilizaram algas para testar seu potencial
IChE. Alguns dos artigos utilizaram apenas uma espécie, enquanto outros utili-

zaram mais de uma espécie pertencentes ao mesmo filo ou ndo. As espécies
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utilizadas estdo demonstradas no quadro 2, nele também ¢é possivel observar

quais espécies demonstraram atividade inibidora ou nao.

QUADRO 2 - ESPECIES DE ALGAS UTILIZADAS E SEUS RESPECTIVOS STATUS DE INIBI-
cho

Filo Espécie Inibicio
Sargassum wightii
Cystoseira tamariscifolia
Cystoseira usneoides
Ecklonia cava
Saccharina latissima
Bifurcaria bifurcata
Cystoseira stricta

Fucus spiralis
Sargassum siliquastrum
Sargassum

Dictyota dichotoma
Ecklonia maxima
Sargassum sagamianum
Sargassum serratifolium
Ochrophyta Padina gymnospora
Hizikia fusiformis
Cystoseira nodicaulis
Cladostephus spongiosus
Halopteris filicina
Padina pavonica
Sargassum vulgare
Stypocaulon scoparium
Fucus guiryi X
Fucus serratus
Laminaria ochroleuca
Saccorhiza polyschides
Cystoseira humilis
Turbinaria conoides
Turbinaria ornata
Spyridia hypnoides
Gracilaria fergusonii
Amphiroa anceps
Gracilaria gracilis
Gracilaria edulis v
Gracilaria beckeri
Gelidium pristoides
Hypnea valentiae
Gelidiella acerosa
Asparagopsis armata
Sphaerococcus coronopifolius X
Plocamium cartilagineum

Rhodophyta
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Osmundea pinnatifida
Schizymenia dubyi
Gelidium sequipedale
Nannochloris sp SBLI
Picochlorum sp SBL2
Desmochloris sp SBL3
Nannochloris sp SBL4
Halimeda spp. v
Valoniopsis pachynema
Chlorophyta Ulva reticulata
Enteromorpha intestinalis
Ulva rigida

Codium tomentosum
Codium adhaerens

Ulva lactuca

Cladophora fasicularis

Dentre elas, 29 sao do filo Ochrophyta,15 sao do filo Rhodophyta e 13 do
filo Chlorophyta. Sendo que o filo Ochrophyta esteve presente em 14 artigos, o
filo Rhodophyta em 10 e o filo Chlorophyta em 8. Em relacdo ao material obtido,
15 artigos testaram o extrato bruto e 10 artigos testaram substancias isoladas
dos espécimes. Em relagéo a capacidade de inibir BChE, os 18 artigos demons-
traram pelo menos um extrato ou substancia isolada de determinado organismo
com potencial inibidor de BChE e seis artigos apresentaram dados de auséncia
de inibicdo nas concentracdes testadas. Os valores de ICso ou percentagem de
inibicao obtidos, assim como o tipo de material que foi utilizado estao resumidos
na tabela 3. Nela € possivel observar a substancia ou o extrato da espécie que
demonstrou o melhor potencial inibitério. Para informagcées mais detalhadas,
consultar tabela 6 do apéndice Algas, na qual estao presentes todos os materiais
analisados e seus valores de inibicdo; além de constar informacgdes das espécies

que nao apresentaram potencial inibidor.

TABELA 3 - POTENCIAIS INIBIDORES DE BChE, A PARTIR DE ESPECIES DE ALGAS

ALGAS
Espécie Filo Substancia ou fracdo | ICsoou % | Autor
de inibi¢ao
Sargassum wightii Ochrophyta Extrato acetonico 10,49 £ 0,03 | Syad, Shunmugiah
ug/ml and Kasi, 2013
Ecklonia cava Ochrophyta Dieckol 2,7+0,4 Choi et al, 2015
uM
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PFF-A 0,9+0,2
uM
27,4+53
6,6'-Bieckol uM
10,9+ 0,9
8,8'-Bieckol uM
29,0+5,1
Eckol uM
Saccharina latissima | Ochrophyta Extrato acetonico 22,7+ 0,9% | Fernandes et al, 2018
Fucoxantina 19,0 £2,6
%
Acido hexadecandico | >5 %
Fucus spiralis (Lin- | Ochrophyta Extrato etanolico 11,7+2.8 Grina et al, 2020
naeus, 1753) ug/ml
Nannochloris sp 52-58% Pereira et al, 2015
SBL1
Picochlorum sp. 66 — 69 %
%B;érfwc hloris sp Chlorophyta Extrato metandlico 5560 %
SBL3
Nannochloris sp 41,2-59 %
SBL4
Sargacromanol | 13,69 + Lee et al, 2019
Sargassum siliquas- 5,07 uM
trum Ochrophyta Sargacromanol G 10,79 £
0,65 UM
Halimeda spp. Chlorophyta 7,82 +£0,67 | Mahomoodally et al,
mg/ml 2020
Spyridia hypnoides Rhodophyta 7,96 + 1,01
mg/ml
Valoniopsis Chlorophyta 8,75+ 1,31
pachynema (G. Mar- Extrato metandlico | ™8™
tens) Borgesen
Gracilaria fergusonii | Rhodophyta 7,43 £ 1,00
J. Agardh mg/ml
Amphiroa an- Rhodophyta 6,68 + 0,83
ceps(Lamarck) De- mg/ml
caisne
Ulva reticulata Chlorophyta 10 mg/ml Natarajan, Shanmugi-
Hypnea valentiae Rhodophyta 3,9 mg/ml | ahthevar and Kasi,
Sargassum Ochrophyta 0,6 mg/ml | 2009
E.ntez.fomorpha intes- | Chlorophyta Extrato metandlico 6,5 mg/ml
tinalis
Gracilaria gracilis Rhodophyta 1,5 mg/ml
Gracilaria edulis Rhodophyta 1,25 mg/ml
Dictyota dichotoma | Ochrophyta 6,5 mg/ml
Ecklonia maxima Ochrophyta . ] 82,90 Olasehinde et al, 2019
Polissacarideos sulfata- ug/mL +

dos

1,94
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Ulva rigida Chlorophyta 118,90
pg/mL £
1,65
Gracilaria beckeri Rhodophyta 63,03 Olasehinde, Olaniran
(J.Agardh) Papen- pug/mL + and Okoh, 2019
fuss 4,80
Ecklonia maxima Ochrophyta 52,11
(Osbeck) Papenfuss pg/mL £
Extrato aquoso 2,82
Ulva rigida Chlorophyta 71,19
(C.Agardh) Linnaeus pug/mL +
2,92
Gelidium pristoides | Rhodophyta 58,28
(Turner) K€utzing pg/mL +
1,79
(5E, 10Z)-6,10,14-tri- | 34,0 uM Ryu, et al, 2003
metilpentadeca-5,10-
Sargassum sagamia- dien-2,12-dione
wum y Ochrophyta 1= SF oF 13F)-6,10.4- | 23.0 M
trimetil- pentadeca-
5,9,13-trien-2,12-dione
Extrato etanodlico 2,2+0,04 Seong et al, 2017
aquoso pug/mL
Acido sargahidroqui- | 15,2 + 0,34
Sargassum serratifo- nodico M
Jium 72" | Ochrophyta 540,07
Sargacromenol uM
10,5+ 0,09
Acido sargaquindico | uM
Padina gymnospora | Ochrophyta Alfa-bisabolol <10pg/ml | Shanmuganathan, et
al, 2015
Hypnea valentiae Rhodophyta 55,66 % Natarajan, Shanmugi-
Ulva reticulata Chlorophyta 51,78 % ahtevar e Kasi, 2010
Enteromorpha intes- | Chlorophyta Extrato metandlico
tinalis 60,02 %
Dictyota dichotoma | Ochrophyta 54,42 %
Fragdes do extrato ben- | 44,80 — Syad et al, 2016
Gelidiella acerosa z€nico 153,12
(Forsska1) Feldmann | Rhodophyta pg/ml
& G. Hamel Fitol 5,798 +
0,72 ng/ml
- Extrato benzénico 163,01pg/m | Syad, Shunmugiah
Gelidiella acerosa Rhodophyta L and Kasi, 2012
Extrato > 400 pg/ml | Wagle et al, 2018
Glicirrizina >150 uM
Hizikia fusiformis Ochorophyta 18a-acido glicirretinico | 162,62 +
2,51 uyM
18- acido glicirreti- | 216,78 +

nico

4,87 uM
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A atividade inibidora do extrato metandlico de G. gracilis, G. edulis e Sar-
gassum podem ser destacadas, pois além de exibirem um valor de ICs0 menor
do que o donepezil (1,5, 1,25 e 0,6 mg/ml contra 16 mg/ml), também apresenta-
ram diferencgas significativas quando comparadas com o controle (tamp&o Tris-
HCl) a um nivel de significancia de P<0,01 (NATARAJAN;
SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009). Além das espécies U. reticulata, H. va-
lentiae, E. intestinalis e D. dichotoma que inibiram mais da metade da atividade
de BChE (51.78, 55.66, 60,02 e 54.42%) a um nivel de significancia de P<0,05
quando comparadas com o controle donepezil (57.47%) (NATARAJAN;
SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2010). O donepezil, um inibidor colinesterasico
reversivel, € um dos farmacos aprovados para o tratamento da DA. Ele apre-
senta uma inibicdo seletiva para AChE, em relagcdo a BChE, porém ¢ utilizado
em muitos estudos como inibidor controle de ambas (DOOLEY; LAMB, 2000).

Ja em relacdo aos compostos bioativos de algas, podemos destacar as
florotaninas, que séo estruturas formadas por unidades de floroglucinol (figura
7). Além de estarem presentes nos extratos de varias espécies que demonstra-
ram inibicdo de BChE (G. beckeri, E. maxima, U. rigida, G. pristoides) (
OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH, 2019b); as florotaninas Dieckol e PFF-A
(isolados de E. cava) apresentaram uma forte atividade anti-BChE, com ICso in-
ferior ao do donepezil, além de inibicdo de outras enzimas-alvo para o tratamento
da DA, BACE-1 e GSK3 (CHOI et al., 2015).

FIGURA 7- ESTRUTURA QUIMICA DO FLOROGLUCINOL

Fonte: Adaptado de Padua et al. (2015)
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Outro composto bioativo importante isolado de um extrato de G. acerosa,
o qual demonstrou atividades antioxidantes, anti-amiloidogénicas e anti-BChE,
foi o fitol (Figura 8). Através de ensaios para testar suas atividades biolégicas,
ele demonstrou significativas atividades antioxidante e inibitoria de BChE, ainda

que em baixas concentragdes (SYAD et al., 2016).

FIGURA 8 - ESTRUTURA QUIMICA DO FITOL

Fonte: Adaptado de PUBCHEM, (2021a)

5.2 PORIFEROS

Dentre os artigos analisados, cinco utilizaram organismos do filo Porifera
e apenas um deles utilizou mais de uma espécie, As espécies utilizadas nos
artigos foram: Latrunculia biformis, Latrunculia bocagei, Geodia barretti, Metania
reticulata, Drulia uruguayensis, Drulia browni, Drulia cristata, Axinella verrucosa,
Fascaplysinopsis Bergquist sp. Em relagao ao material obtido, a maioria dos ar-
tigos testaram o potencial IChE de substancias isoladas, enquanto um artigo tes-
tou o extrato bruto, o mesmo que utilizou mais de uma espécie no artigo. Em
relacdo a capacidade de inibir BChE, trés artigos apresentaram resultados de
inibicao e trés apresentaram resultados de auséncia de inibicdo. Mais especifi-
camente, em relagdo as espécies, trés apresentaram atividade inibidora de
BChE com a utilizagdo de substancias isoladas das mesmas, sendo elas: La-
trunculia biformis, Axinella verrucosa e Fascaplysinopsis. Enquanto os extratos
metandlicos de Metania reticulata, Drulia uruguayensis, Drulia browni e Drulia
cristata nao apresentaram atividade inibidora de BChE. Os valores de ICso obti-
dos com a utilizagdo das substancias isoladas estdo resumidos na tabela 4, in-
formagdes mais detalhadas acerca de espécies que nao apresentaram atividade

inibidora podem ser encontradas na tabela 7 presente nos apéndices.
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O composto (+)-Discorhabdin G (Figura 9), isolado da esponja L. biformis,
pode ser destacado, pois além de demonstrar uma forte atividade inibitéria de
BChE com valor de ICso inferior ao do controle fisostigmina, também demonstrou
inibicdo de AChE, sem prejudicar as fungdes do musculo esquelético e transmis-

sdo neuromuscular (BOTIC et al., 2017).
FIGURA 9 - ESTRUTURA QUIMICA DO DISCORHABDIN G
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Fonte: Adaptado de BOTIC et al. (2017)

TABELA 4 - POTENCIAIS INIBIDORES DE BChE, A PARTIR DE ESPECIES DE PORIFEROS

PORIFERA

Espécie Composto isolado ICso Autor
Latrunculia biformis (+)-Discorhabdin G | 7,0 uM £ 1,0 | Botic et al, 2017
(-)3-dihidro-7,8-dehi- | 15,8 uM =+
drodiscorhabdin C 3,5
Alcaloide bromo-pir- | 141,6 uM £ | Vitale et al, 2018
Axinella verrucosa rol 34,0
Fascaplysinopsis Fascaplysin Bharate et al, 2012
Bergquist sp. 90,47 mM
5.3 CNIDARIOS

Dentre os artigos analisados, apenas dois utilizaram organismos do filo

Cnidaria, sendo que um deles utilizou o extrato e um veneno isolado do orga-

nismo para testar a inibicdo, e, o outro testou apenas uma substancia isolada.
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As espécies utilizadas nos artigos foram Pelagia noctiluca e um coral n&o identi-
ficado e ambos os artigos apresentaram potencial inibidor. Os valores de ICso
obtidos podem ser observados na tabela 5. A partir dos cnidarios, o composto 2-
amino-3,9-dimetil-5-metilamino-3H-1,3,4,6-tetrazaciclopente[e]azuleno  (Figura
10), uma pseudozoantoxantina isolada do coral ndo identificado, pode ser des-
tacado devido a uma atividade multi-alvo. A pseudozoantoxantina demonstrou
atividade inibitéria de BChE, AChE, BACE-1, potenciais amiloidogénicos e capa-
cidade de restauracao da conectividade funcional colinérgica corticohipocampal
(VITALE et al., 2018).

FIGURA 10 - ESTRUTURA MOLECULAR DA PSEUDOZOANTOXANTINA

Fonte: Adaptado de VITALE et al. (2018)

TABELA 5 - POTENCIAIS INIBIDORES DE BChE, A PARTIR DE ESPECIES DE CNIDARIOS

CNIDARIA
Espécie Substancia ou fraciao ICso Autor
. . Veneno 77,5 pg/ml Ayed et al, 2012
Pelagia noctiluca Fracdes 58 - 82 ug/ml
Pseudozoantoxantina | 14,6 uM =+ Vitale et al, 2018
Unidentified coral 5,4

5.4 ARTROPODES

Dentre os artigos utilizados, apenas 1 artigo utilizou um organismo do Filo
Arthropoda, mais especificamente Lophozozymus incisus, do subfilo Crustacea.
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O artigo utilizou o extrato etandlico bruto do animal e o testou em diferentes con-
centragcdes, obtendo resultados positivos de inibicgdo de maneira dose-depen-
dente (ICs0 = 4,177 mg/ml). O extrato etandlico de L. incisus demonstrou ativi-
dade inibitéria de BChE, monoamina oxidase A e a-glucosidase, porém inferior
a dos controles utilizados (OLIVEIRA et al., 2019).

5.5 CORDADOS

Dentre os artigos analisados, apenas um utilizou um organismo do Filo
Chordata, mais especificamente Synoicum pulmonaria, do subfilo Tunicata. O
artigo utilizou um componente isolado do animal (pneumarina B — Figura 11),
que demonstrou um valor de ICso de 30,70 pM e foi considerado como um inibi-
dor fraco. Além da atividade anti-BChE o composto também demonstrou ativi-
dade contra a agregacao de AB e nao hepatotoxicidade contra células HepG2
(CHENG et al., 2018).

FIGURA 11 - ESTRUTURA MOLECULAR DA PNEUMARINA B

Fonte: Adaptado de CHENG et al. (2018)
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6. DISCUSSAO

6.1 ALGAS

Dentre os artigos analisados, o género mais foi estudado foi o Sargassum,
do filo Ochrophyta, presente em seis artigos (LEE et al., 2019; NATARAJAN;
SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009; RYU et al., 2003; SEONG et al., 2017;
SYAD; SHUNMUGIAH; KASI, 2013a). Em todas as espécies utilizadas foram
encontrados resultados positivos de inibicdo de BChE, exceto para Sargassum
vulgare, no artigo de Andrade et al. (2013), no qual foi observado auséncia de
inibicdo. Para Sargassum wightii, Sargassum siliquastrum, Sargassum sagami-
anum, Sargassum serratifolium e uma espécie néo identificada de Sargassum,
foi observado atividade inibidora de BChE. Mais especificamente, utilizando os
extratos de Sargassum wightii, Sargassum serratifolium e Sargassum, os valores
de ICso obtidos foram de 10,49 + 0,03 ug/ml, 2,2+ 0,04 ug/ml e 0,6 mg/ml, res-
pectivamente. Dentre todos os componentes presentes no extrato de S. wightii,
os triterpenos foram responsaveis por aproximadamente 70% de sua constitui-
¢ao. Embora os autores tenham atribuido a atividade inibidora observada a pre-
senca dos triterpenos, € necessario um maior detalhamento no estudo para iden-
tificar qual o componente responsavel pela atividade (SYAD; SHUNMUGIAH;
KASI, 2013a). Enquanto para S. serratifolium, além da atividade inibidora obser-
vada também foi demonstrada atividade anti-BChE em trés meroterpendides iso-
lados da mesma (Figuras 12, 13 e 14): acido sargahidroquindico (ICs0= 15,2
0,34 uM), sargacromenol (ICs0= 9,4 + 0,02 yM) e acido sargaquindico (ICso= 10,5
1 0,09 uM). Para estes, também foi relatada atividade inibidora de BACE1, outra
enzima chave no desenvolvimento da DA (SEONG et al., 2017). Em outro traba-
Iho que ndo apareceu na estratégia de busca utilizada, o acido sargaquindico e
o sargacromenol também apresentaram inibicdo de BChE (ICso 0,026 e 7,3
Mg/mL, respectivamente), mas desta vez foram isolados de S. sagamianum.
Sendo que o acido sargaquinodico demonstrou uma atividade inibidora potente e
seletiva para BChE, em relagdo a AChE (CHOI et al., 2007).
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FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO SARGAHIDROQUINOICO
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Fonte: Adaptado de SEONG et al. (2017)

FIGURA 13 - ESTRUTURA QUIMICA DO SARGACROMENOL

Fonte: Adaptado de SEONG et al. (2017)

FIGURA 14 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO SARGAQUINOICO
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Fonte: Adaptado de SEONG et al. (2017)

Na literatura ocorrem muitos artigos que demonstram atividades terapéu-
ticas de espécies do género Sargassum (a partir de seus extratos ou de compo-
nentes isolados), tais como anti-inflamatorias, antitumorais, antiangiogénicas,
analgésicas, antioxidantes, antimicrobianas, entre outras (YENDE; HARLE;
CHAUGULE, 2014; SARASWATI et al., 2019; LIU et al., 2020). Além disso, tam-
bém é conhecido o uso de Sargassum na medicina Chinesa para o tratamento
de diversas condic¢des, tais como edemas, doencgas de pele e doengas relacio-

nadas a tireoide (LIU et al., 2012). No entanto, de acordo com Seong et al.
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(2017), apesar de ter sido demonstrado anteriormente que meroterpendides iso-
lados de diferentes espécies de Sargassum possuem atividade contra DA, os de
S. serratifolium ainda nao haviam sido totalmente explorados. Mas ainda que os
autores tenham demonstrado a presenca de atividade anti-BChE e BACE1 para
S. serratifolium, os detalhes desta inibicdo permanecem a serem elucidados (SE-
ONG et al., 2017). De S. sagamianum foram isolados também dois derivados de
farnesylacetona: (5E, 10Z2)-6,10,14-trimetilpentadeca-5,10-dien-2,12-dione e
(5E,9E, 13E)-6,10,4-trimetil- pentadeca-5,9,13-trien-2,12-dione, que apresenta-
ram inibicdo de BChE considerada como moderada pelos autores, com valores
de ICso de 34,0 e 23,0 uM, respectivamente (RYU et al., 2003). De acordo com
os autores, esses derivados de farnesylacetona possuem esqueleto similar ao
das plastoquinonas: acido sargaquindico e sargacromenol (KUSUMI et al.,
1979), que por sua vez, também foram isoladas de S. sagamianum e demons-
traram atividade inibidora de BChE (relatado acima) (CHOI et al., 2007).

O género Cystoseira (também pertencente ao filo Ochrophyta) apareceu
em dois artigos, porém com cinco espécies diferentes: C. tamariscifolia, C. us-
neoides, C. nodicaulis, C. humilis e C. stricta (ANDRADE et al., 2013; GRINA et
al., 2020). C. nodicaulis e C. humilis nao apresentaram resultados de inibi¢ao,
enquanto C. tamariscifolia. C. usneoides e C. stricta apresentaram inibicao de
BChE, com valores de 0,67 mg/ml (EC25), 0,23 mg/ml (EC25) e 69,4 £ 1,9 pg/ml
(ICs0). A atividade inibitéria de BChE observada no extrato etandlico de Cysto-
seira stricta, foi considerada como moderada (GRINA et al., 2020). Além dela,
outra espécie que apresentou inibicdo de BChE no mesmo artigo foi a Bifurcaria
bifurcata, que nao recebeu destaque pelo fato de ter apresentado uma baixa
atividade, com valor de 1Cs0 de 177 + 0,9 ug/ml (GRINA et al., 2020). No artigo
de Andrade et al. (2013), foram obtidos extratos etandlicos de 18 macroalgas da
costa portuguesa, pertencentes aos trés diferentes filos de macroalgas e apenas
as duas espécies pertencentes ao género Cystoseira (C. tamariscifolia e C. us-
neoides) demonstraram inibicdo de BChE. Os autores identificaram que os ex-
tratos de ambas as espécies continham prolina, floroglucinol, manitol, 2 acidos
graxos e fucosterol. No entanto, como nao foram demonstrados valores de ICso,
nem percentagem de inibigdo, os dados ndo serdo aprofundados para discus-
séo.
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O género Ecklonia, pertencente ao filo Ochrophyta, também apareceu em
trés artigos diferentes com as espécies Ecklonia maxima e Ecklonia cava (CHOI
et al.,, 2015; OLASEHINDE et al., 2019; OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH,
2019b). A espécie Ecklonia maxima, apresentou inibicdo de BChE tanto com a
utilizacao de seu extrato de agua (ICso 52,11 pg/mL + 2,82), quanto com a utili-
zacao de polissacarideos sulfatados isolados da mesma (ICso 82,90 pg/mL +
1,94). Olasehinde, Olaniran e Okoh (2019b), obtiveram extratos aquosos nao
apenas de Ecklonia maxima, mas também de outras trés espécies: Gracilaria
beckeri, Ulva rigida e Gelidium pristoides e testaram sua capacidade de inibigéo
de colinesterases, sua atividade anti-amiloidogénica e seu potencial antioxi-
dante. A atividade inibidora de BChE mais potente foi observada para o extrato
de Ecklonia maxima, que demonstrou um valor de ICso = 52,11 pyg/mL £ 2,82.
Embora esse valor ndo tenha superado a atividade inibidora do controle utilizado,
galantamina, os extratos demonstraram também capacidade de sequestro de
radicais livres, 0 que indica o seu potencial uso como antioxidante. A atividade
observada foi atribuida a presenca de compostos fendlicos identificados nos ex-
tratos, uma vez que alguns dos constituintes bioativos ja haviam sido relatados
como potentes antioxidantes. Os compostos identificados foram clorotaninas
(floroglucinol), flavondides (rutinose, acido 1-caooyl-4-deoxiquinico, 3-hidroxifla-
vona, epicatechina-3 glucosideo, catequina, quercetina, 3,7-dimetil quercetina,
5,7-dimetoxiflavona, 3,5,7-trimetilfavona e biochanina A) e &cidos fendlicos
(acido asvanilico e acido xarinico). Além disso, os extratos também apresenta-
ram atividade anti-amiloidogénica, pois foram capazes de inibir a formagao e/ou
a agregacao de fibrilas. Sendo que o extrato de Ecklonia maxima foi um dos que
apresentou o melhor efeito, junto com o de Gelidium pristoides. No mesmo ano,
foram isolados polissacarideos sulfatados de trés espécies de algas presentes
no artigo anterior, E. maxima, Gelidium pristoides, e Ulva rigida (OLASEHINDE
et al., 2019). De acordo com os autores, os polissacarideos sulfatados ja haviam
sido identificados em diferentes classes de algas marinhas e diferentes ativida-
des biolégicas ja haviam sido demonstradas para os mesmos. Porém, as ativi-
dades neuroprotetoras ainda ndo haviam sido totalmente exploradas. Nova-
mente, E. maxima exibiu a maior atividade inibidora de BChE, além de também
exibir atividade inibitéria de B-secretase, potencial antioxidante e capacidade de

inibir a agregacao de fibrilas. No entanto, o potencial inibidor de BChE foi maior
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utilizando o extrato aquoso de E. maxima, do que utilizando polissacarideos sul-
fatados isolados da mesma (52,11 ug/mi/ 82,90 ug/ml), indicando que estes nao
sao os principais responsaveis pela atividade inibidora observada ou que devem
atuar em sinergia com outros compostos. Ja em relagao a espécie Ecklonia cava,
desta foram isolados cinco polifendis: Dieckol, 6,6'-Bieckol, 8,8'-Bieckol, eckol e
PFF-A (CHOI et al., 2015). Dieckol e PFF-A apresentaram uma potente inibicao
de BChE, com valores de ICs0 de 2,7 £ 0,4 uM e 0,9 £ 0,2 uM, respectivamente;
que sao melhores do que o exibido por donepezil. E além da funcado IChE, os
autores também relataram inibicdo de uma enzima relacionada com a fosforila-
¢ao da proteina tau (GSK-3B), inibicdo da biossintese da proteina precursora
amildide e inibicdo de B-secretase, demonstrando que os polifendis sdo bons
candidatos ao desenvolvimento de um medicamento anti-DA, pois atuam em di-
ferentes alvos. Os polifendis citados sao florotaninas, estruturas formadas pela
unido de monémeros de floroglucinol, 0 mesmo composto fendlico encontrado
nos extratos do artigo de Olasehinde, Olaniran e Okoh (2019b), que apresenta-
ram inibicdo de BChE. O floroglucinol, € uma das formas isoméricas benzenotriol
com grupos hidroxi na posigéo 1,3 e 5 e formula CeH3(OH)s (PUBCHEM, 2021b).
De acordo com dados da literatura, o floroglucinol sozinho ou em conjunto com
outras combinacdes € um composto de interesse para a sintese de medicamen-
tos, tendo em vista que ja foram conduzidos estudos demonstrando a sua segu-
ranca e eficacia in vivo, bem como seus efeitos como antiespasmadico, antiviral,
anti-malarial, entre outros. Inclusive, ele ja é utilizado comercialmente como anal-
geésico, como corante de tinturas de cabelo e como um agente antiespasmaodico
(SINGH et al., 2009). Portanto, esta estrutura pode ser responsavel por uma
parte da inibicdo de BChE observada. Mas, é importante ressaltar que apesar
de ter sido demonstrado potencial IChE a partir de florotaninas, o monémero de
floroglucinol sozinho e seu trimero de cadeia aberta, o trifloretol-A, ndo demons-
tram inibicdo de colinesterases (YOON et al., 2008; YOON; LEE; KIM, 2009).
Deste modo, especula-se que o volume da molécula de florotanina seja respon-
savel por impedir o acesso dos substratos as ChEs. E que a estrutura de anel
fechado também seja necessaria para a inibicao observada (YOON et al., 2008;
PANGESTUTI; KIM, 2011; BARBOSA; VALENTAO; ANDRADE, 2014).

Em relagdo ao género Fucus, foram encontrados trés artigos, com resul-

tados de trés espécies diferentes: Fucus spiralis, Fucus guiryi e Fucus serratus,
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sendo que a espécie F. spiralis apareceu em todos (ANDRADE et al., 2013;
FERNANDES et al., 2018; GRINA et al., 2020). Para as espécies F. guiryi e F.
serratus, nenhuma inibicao foi observada utilizando extrato de acetona das mes-
mas (FERNANDES et al., 2018). Enquanto para F. spiralis, nos artigos de An-
drade et al. (2013) e Fernandes et al. (2018), n&do foi observado inibicdo de
BChE, utilizando seu extrato etandlico e aceténico. Porém, no artigo de Grina et
al. (2020), o extrato etandlico de F. spiralis demonstrou atividade inibidora, com
valor de ICso= 11,7 £ 2,8 pg/ml. Além disso, seu extrato etandlico também apre-
sentou atividade inibidora de tirosinase, urease e AChE, e, apresentou um alto
conteudo fendlico e de flavonoides. Vale ressaltar que ainda que nao tenha sido
observada inibicao de BChE no extrato de acetona do artigo de Fernandes et al.
(2018), os autores observaram aproximadamente 19% de inibigdo de BChE uti-
lizando fucoxantina, um composto encontrado em todos os extratos obtidos no
artigo, incluindo de F. spiralis. De acordo com os autores, havia sido demons-
trada anteriormente a capacidade da fucoxantina de prevenir a perda neuronal
induzida por AB. Além de também possuir atividades antioxidantes, anti-inflama-
térias, anticancerigenas, antidiabéticas, antiangiogénicas e etc (PENG et al.,
2011; KUMAR; HOSOKAWA; MIYASHITA, 2013). A fucoxantina (figura 15) € um
pigmento alaranjado do grupo das xantofilas, encontrado tanto em macro, quanto
em microalgas. Possui uma estrutura unica contendo alguns grupos funcionais
oxigenados e uma ligacao alénica incomum (PENG et al., 2011). Além da fuco-
xantina, os autores também isolaram acido hexadecandico, porém ele nao foi
encontrado nos extratos de F. spiralis, apenas em Laminaria ochroleuca, Sac-
charina latissima e em Saccorhiza polyschidese e demonstrou resultados muito
baixos de inibicdo de BChE. O acido hexadecandico (ou acido palmitico) € um
acido graxo saturado de cadeia longa que possui uma espinha dorsal de 16 car-
bonos (PUBCHEM, 2021c). Por sua vez, o extrato acetonico de S. latissima, de-
monstrou um potencial moderado de inibicdo de BChE, comparado ao acido he-
xadecandico sozinho, sendo de 22,7 + 0,9% (FERNANDES et al., 2018).
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FIGURA 15 - ESTRUTURA MOLECULAR DA FUCOXANTINA
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Fonte: Adaptado de PENG et al. (2011)

O género Gracilaria apareceu em trés artigos, com quatro espécies dife-
rentes: Gracilaria beckeri, Gracilaria fergussonii, Gracilaria gracilis e Gracilaria
edulis e todas apresentaram atividade inibitoria de BChE (NATARAJAN;
SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009; OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH,
2019b; MAHOMOODALLY et al., 2020). Da espécie G. fergussoni, Mahomoo-
dally et al. (2020), obtiveram o extrato metandlico, juntamente com os das espé-
cies Halimeda spp., Spyridia hypnoides, Valoniopsis pachynema e Amphiroa an-
ceps. Todos os extratos utilizados apresentaram atividade inibidora de BChE,
com valores de ICso em uma faixa muito proxima (IC50 = 6,68 — 8,75 mg/ml).
Porém, os extratos de A. anceps e G. fergussoni, foram os que apresentaram o
maior potencial inibidor, ICs0 de 6,68 + 0,83 mg/ml e 7,43 £ 1 mg/ml, respectiva-
mente. E conforme o esperado, A. anceps possuia o maior conteudo fendlico
(MAHOMOODALLY et al., 2020). O extrato da espécie Gracilaria beckeri de-
monstrou atividade inibidora de BChE, com ICs0 de 63,03 pg/mL, maior do que o
observado para o controle galantamina (OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH,
2019b). Porém, é possivel inferir que um extrato obtido com outro solvente, po-
deria apresentar uma melhor atividade. Tendo em vista os solventes extraem
compostos distintos, em fungao das suas caracteristicas fisico-quimicas e da so-
lubilidade dos compostos (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014;
TRUONG et al., 2019; LEZOUL et al., 2020). G. edulis e G. gracilis apareceram
junto com outras 9 algas marinhas que possuem aplicagdes farmacéuticas
(NATARAJAN; SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009). Dos extratos metandlicos
das 11 algas utilizadas, trés espécies se destacaram na atividade inibidora de
BChE, duas sendo as do género Gracilaria (ICso de 1,5 mg/ml para G. gracilis e

de 1,25 mg/ml para G. edulis), juntamente com o género Sargassum (ICso 0,6
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mg/ml). Por outro lado, outras quatro espécies apresentaram inibicdo que foi
considerada como moderada: Ulva reticulata, Hypnea valentine, Enteromorpha
intestinalis e Dictyota dichotoma com valores de ICs0 de 10, 3,9, 6,5 € 6,5 mg/ml,
respectivamente. Ainda que seja possivel notar que existe uma diferenga entre
as espécies que foram consideradas como de forte e de moderada inibigao, po-
deria ser possivel afirmar que todas possuem um bom potencial inibitério, uma
vez que apresentaram ICso menor do que o observado para o donepezil (16
mg/ml). No entanto, nenhuma delas foi estatisticamente significativa. No entanto,
os autores enfatizaram a atividade de G. gracilis, G. edulis e da espécie do gé-
nero Sargassum, pois quando comparadas com o controle utilizado (tampao
Tris-HCI) apresentaram diferencas estatisticas a um nivel de significancia de
P<0,01. Além de apresentar inibicdo de BChE, G. gracilis também foi destacada
por apresentar inibicdo de AChE, juntamente com Sargassum. Em relagcéo aos
parametros cinéticos a inibicdo observada foi do tipo misto parcialmente nao
competitivo, pois ocorreram mudangas tanto nos valores de Km, quanto de
Vmax. Esse tipo de inibigdo € similar a de outros inibidores de colinesterases ja

relatados na literatura (tacrina e fisostigmina).

Mais tarde, os autores escreveram outro artigo com as mesmas oito es-
pécies de algas do anterior que demonstraram atividade considerada como mo-
derada ou nula das colinesterases (NATARAJAN; SHANMUGIAHTHEVAR;
KASI, 2010). A atividade inibidora de BChE foi testada utilizando diferentes con-
centragoes dos extratos metandlicos e os parametros cinéticos foram relatados.
Diferentemente do que encontraram no artigo anterior, Ulva reticulata, Hypnea
valentiae, Enteromorpha intestinalis and Dictyota dichotoma apresentaram ativi-
dade anti-BChE de 51,78; 55,66; 60,02 e 54,42%, respectivamente com nivel de
significancia de P<0,05 quando comparada com donepezil. No artigo anterior, os
autores haviam encontrado diferencgas significativas para estas espécies apenas
quando foram comparadas com o controle, a um nivel de significancia de P<0,05
e nenhuma diferencga significativa quando comparada com o donepezil para as
11 espécies estudadas (NATARAJAN; SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009).
Em relac&o ao tipo de inibicao, para Ulva reticulata, Hypnea valentiae, Entero-
morpha intestinalis foi do tipo mista e para D. dichotoma foi inibigdo ndo-compe-

titiva.
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Além da espécie Ulva reticulata, cujos resultados ja foram relatados
(NATARAJAN; SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009, 2010), outras duas espé-
cies do género Ulva (Filo Chlorophyta) também retornaram na pesquisa. O ex-
trato etandlico da espécie Ulva lactuca foi utilizado em um artigo, no qual n&o
apresentou inibicdo de BChE (ANDRADE et al., 2013). Enquanto, Ulva rigida
esteve presente em dois estudos. Em um deles, seu extrato aquoso apresentou
inibicao de BChE com ICso de 71,19 pg/ml (OLASEHINDE; OLANIRAN; OKOH,
2019b) e em outro, seus polissacarideos sulfatados isolados apresentaram inibi-
¢ao de BChE com ICso de 118,90 pg/ml (OLASEHINDE et al., 2019). Como os
compostos isolados apresentaram ICso maior do que o extrato bruto de Ulva ri-
gida, é possivel afirmar que eles ndo sao os principais responsaveis pela ativi-
dade inibidora observada no extrato. Ainda, de acordo com Olasehinde, Olaniran
e Okoh (2019b), a atividade inibidora observada para U. rigida se deve aos cons-
tituintes fendlicos presentes no extrato da mesma. Deste modo, € possivel inferir
qgue os compostos fendlicos em conjunto com os polissacarideos sulfatados, po-

dem atuar em sinergia para a atividade observada.

A espécie Gelidiella acerosa apareceu em dois estudos diferentes, apre-
sentando atividade inibidora de BChE em ambos (SYAD; SHUNMUGIAH; KASI,
2012; SYAD et al., 2016). No primeiro, foram obtidos extratos de G. acerosa uti-
lizando diferentes solventes (éter de petréleo, hexano, benzeno, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, acetona, metanol e agua), que foram testados em
diferentes concentragdes, acerca da capacidade de inibigdo de BChE (SYAD;
SHUNMUGIAH; KASI, 2012). Na concentragao de 487,80 ug/ml os extratos de
benzeno, cloroférmio, acetato de etilo, e éter de petréleo mostraram aproxima-
damente entre 32,85 e 78,43% de atividade inibitéria. Enquanto os extratos de
hexano, diclorometano, metanol e agua ndo demonstraram inibicdo. Os extratos
de benzeno e cloroférmio receberam destaque no trabalho, pois demonstraram
inibicao significativa (p< 0,01). Sendo de 78,43% de inibicdo para benzeno e
56,78 + 2,13% para o cloroférmio, com ICso de 163,01 + 85,35 pg/ml e 375 +
17,170 ug/ml, respectivamente. Porém, um ponto negativo do artigo € que alguns
dados foram apresentados de modo que nao os deixou totalmente esclarecido,
abrindo espago para ambiguidades. Em primeiro lugar, foi apresentado a por-

centagem de inibicdo para o extrato de acetona na tabela (29,11 + 3,83%), mas
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em nenhum momento houve mencéao sobre este no texto, nem comparacdo com
o controle. Em segundo lugar, é descrito ao longo do texto que o nivel de signi-
ficancia da atividade dos extratos de benzeno e cloroférmio foi de P<0,05, porém
na tabela esta descrito como como P<0,01. De qualquer modo, a conclusao a
respeito da significancia € a mesma, porém o nivel ficou ambiguo. Outra questao
€ a respeito do controle utilizado, no texto nao fica claro se a diferencga significa-
tiva que foi observada em relagcéo ao controle, diz respeito a um controle negativo
ou positivo. Porém, pode-se deduzir que os autores estavam comparando com
um controle negativo, pois na tabela apresentam o valor de inibigdo obtido com
o controle positivo e relatam que ele demonstrou inibicdo significativamente
maior do que os extratos. Em contrapartida, como o extrato de benzeno inibiu de
modo significativo ambas as colinesterases, foi realizada uma analise de sua
composicao. Através de cromatografia em camada fina (TLC) foi possivel obser-
var a presenca de alcaloides e terpendides, enquanto uma analise mais refinada
com a técnica GC-MS, demonstrou que o extrato possui uma quantidade consi-
deravel de diferentes tipos de terpendides. Como terpendides isolados de outros
organismos ja haviam demonstrado atividades bioldgicas distintas, incluindo
neuroprotetoras, os autores atribuiram a atividade anti-BChE do extrato de G.
acerosa a presenca dos diferentes tipos de terpendides do extrato. Posterior-
mente, 0 mesmo grupo realizou outros dois trabalhos que demonstraram o po-
tencial antioxidante e anti-amiloidogénico de G. acerosa (SUGANTHY et al.,
2013; SYAD; SHUNMUGIAH; KASI, 2013b). Pelo fato de o extrato apresentar tal
atividade neuroprotetora, a investigacao de G. acerosa foi estendida para fraci-
onar o extrato de benzeno e identificar os compostos bioativos responsaveis pela
atividade (SYAD et al., 2016). Utilizando as diferentes fragdes, foi possivel obter
uma inibigado também significativa de BChE, com 5 fragbes obtidas com benzeno
e acetato de etila em diferentes razdes. O valor maximo de inibigdo de 72,39 +
10,05 % foi atingido, com valor de 1Cso de 44,80 £ 2,02 mg/ml, utilizando a fragao
de benzeno e acetato de etila na razédo de 3:1. Como as mesmas fragdes (ben-
zeno:acetato de etila) que demonstraram potencial anti-BChE, também exibiram
potencial antioxidante, elas foram reunidas e suas atividades foram novamente
mensuradas. Dessa maneira, também exibiram atividade antioxidante e inibitoria
de BChE significante, porém foi obtido o maximo de 54,15 £ 5,84% de inibicao

de BChE, na concentracao de 200 ug/ml. Depois, as fragdes bioativas agrupadas
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foram analisadas por espectrometria liquida da cromatografia de massa (LC-
MS), que identificou o fitol, o alcool cumarilico, o alcool sinapilico e o acido citra-
malico como seus principais compostos. Devido ao fato de que ja haviam sido
descritas atividades bioldgicas para o fitol, 0 mesmo foi também sujeito a analise
de atividade antioxidante e anti-BChE. Os resultados obtidos demonstraram que
o fitol possui atividade antioxidante significativa e atividade inibitéria de BChE de
74,21 + 3,57%, com valor de ICso de 5,798 + 0,72 pg/ml. O fitol € um alcool
diterpendide aciclico, sob formula molecular C20H400, que faz parte da molécula
de clorofila e é utilizado para a sintese de formas sintéticas das vitaminas K1 e
E (PUBCHEM, 2021a; SYAD et al., 2016). Além de existirem varias atividades
descritas para o fitol, tais como citotdxicas, antioxidante, antiansioliticas, anti-
inflamatadrias, antimicrobianas, entre outras. Também ja ocorre seu uso como
fragrancia na industria cosmética (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010; ISLAM et al.,
2018). Assim, é possivel afirmar que o fitol € um forte candidato ao desenvolvi-
mento de medicamentos neuroprotetores, que atuem como inibidor de BChE.
Pois o fitol isolado do extrato de G. acerosa, nao apenas possui uma potente
atividade numa baixa concentragcdo, como também é um composto abundante
na natureza e amplamente estudado (SYAD et al., 2016). Depois, os autores
realizaram ainda um estudo in vivo, no qual administraram o peptideo A 25-35
em camundongos, para investigar o potencial neuroprotetivo do extrato de G.
acerosa. Os resultados demonstraram que o extrato benzénico de G. acerosa
exibiu capacidade antioxidante contra o stress oxidativo induzido por A 25-35,
reduziu e/ou inibiu a atividade das enzimas colinesterases, B-secretase e MAO-

B, demonstrou potencial anti-apoptético e ndo-toxicidade (SYAD; KASI, 2017).

A espécie Padina gymnospora apareceu em dois artigos da busca reali-
zada. Em um deles, foi utilizado seu extrato metandlico, o qual ndo apresentou
inibicdo de BChE (NATARAJAN; SHANMUGIAHTHEVAR; KASI, 2009). E, no
segundo artigo em que apareceu, foi relatado que uma triagem inicial demons-
trou que o extrato acetdnico de P. gymnospora possuia atividade antioxidante e
anticolinesterasica (SHANMUGANATHAN et al., 2015). Porém, os dados dessa
triagem n&o foram apresentados. O que foi demonstrado no artigo, € que o ex-
trato acetbnico de P. gymnospora, exibiu propriedades anti-amiloidogénicas,
através da inibigdo da agregacao de AB. Além do fracionamento do extrato, com
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vistas a investigagdo de suas respectivas atividades biolégicas. Dentre as 18
fracdes que foram obtidas com solventes de polaridade crescente, a fragao de
acetato de etila e metanol (na razao de 9:1), foi a que demonstrou o melhor po-
tencial inibidor colinesterasico, apresentando 88% de inibigdo de BChE, similar
aos 91% obtidos com o controle positivo donepezil, na concentragao de 1 mg/ml.
Os percentuais de inibicdo das outras fragdes nado foram apresentados, mas é
possivel obter um valor aproximado a partir de um grafico que foi exposto no
artigo. A fragao ativa, que demonstrou o melhor potencial inibidor, foi sujeita a
analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequen-
cial (LC-MS/MS), a qual identificou a presenca de dipeptideo L-Carnosina, 6leo
essencial alfa-bisabolol, analgésico propoxifeno, cafeina, plastificante ftalato de
dibutilo, herbicida foramsulfuron e um metabdlito humano d-manitol 1-fosfato. Os
autores optaram por testar a atividade anti-ChE de alfa-bisabolol, L-carnosina e
cafeina sozinhos e também, de alfa bisabolol em conjunto com L-carnosina (1:1)
e alfa bisabolol em conjunto com cafeina (1:1). Nao foram demonstrados os va-
lores de inibicdo obtidos para todos os tratamentos, mas novamente é possivel
ter uma nogao aproximada devido a um grafico que foi apresentado. O trata-
mento com alfa-bisabolol foi destacado pois exibiu os melhores resultados. Na
concentracao de 50 ug/ml, o alfa-bisabolol atingiu sua atividade maxima, che-
gando a alcangar 66% de inibicao. Porém, ja na concentracéo de 10ug/ml o alfa-
bisabolol chegou a atingir pelo menos 50% de inibi¢do, tanto para AChE, quanto
para BChE. Por outro lado, é possivel observar que todos os tratamentos de-
monstraram inibi¢cao significativa de BChE, na concentragao de 50ug/ml (p<0,1),
com excegao da cafeina. Como a cafeina sozinha demonstrou inibigado descon-
sideravel de BChE, é possivel inferir que a inibicao observada no tratamento de
cafeina em conjunto com alfa-bisabolol, se deve a atividade inibidora do alfa-
bisabolol. Por fim, os autores atribuiram a atividade anti-amiloidogénica obser-
vada, ao alfa-bisabolol presente no extrato, devido a atividade por ele apresen-
tada (SHANMUGANATHAN et al., 2015). O alfa-bisabolol € um alcool sesquiter-
peno monociclico que foi isolado pela primeira vez da planta da camomila
(KAMATOU; VILJOEN, 2010).

A espécie Hizikia fusiformis, uma alga comestivel que possui proprieda-

des nutricionais e farmacologicas, apareceu em apenas um artigo. Embora o
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foco principal estivesse voltado para a enzima BACE1, sua atividade anticolines-
terasica também foi mensurada, através da utilizacao tanto de seu extrato meta-
nolico, quanto de compostos isolados do mesmo (WAGLE et al., 2018). O extrato
de H. fusiformis nao apresentou atividade inibidora de BChE até a concentragéo
de 400 pg/ml, mas apresentou atividade inibitéria de BACE1. Com o fraciona-
mento do extrato, a atividade das fragdes isoladas foi testada apenas para a
enzima BACE1. Porém, a glicirrizina isolada de H. fusiformis e seus metabdlitos,
acidos 18a- e 18B-glicirretinico foram testados para inibicdo de BChE. Os auto-
res consideraram que os trés compostos demonstraram inibicdo moderada. No
entanto, é possivel considerar que os valores de ICso obtidos com os compostos
isolados foram muito superiores aos do controle positivo utilizado: ICso > 150 uM
para glicirrizina, 162,62 + 2,51 uM para 18a- e 216,78 £ 4,87 uM para 183-glicir-
retinico; comparados ao valor de 9,69 £ 0,18 yM obtidos com o controle positivo
berberina. Ja para BACE1, a glicirrizina e o acido 18p3-glicirretinico demonstra-
ram valores de ICso muito proximos ou até mesmo melhores do que o controle
quercetina (20,12 £ 1,87 uM, 8,93 + 0,69 uM e 20,18 = 0,79 uM, respectiva-
mente). A glicirrizina € um &cido triterpendide pentaciclico, comumente encon-
trado na raiz da leguminosa Glycyrryza glabra L (GRAEBIN; VERLI,
GUIMARAES, 2010). Utilizado mundialmente como adogante e aromatizante,
possui também relatos de seu uso na medicina tradicional para o tratamento de
problemas do sistema respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular, urinario, de
pele e dos olhos (FIORE et al., 2005; ZEECE, 2020). E de fato, muitas atividades
farmacoldgicas ja foram formalmente descritas para a glicirrizina e seus metabé-
litos, tais como expectorante, gastroprotetora, antioxidante, antiinflamataéria, an-
tidiabética, antiviral, entre outras (FIORE et al., 2005; ASL; HOSSEINZADEH,
2008; SEN; ROY; CHAKRABORTI, 2011; WAGLE et al., 2018).

Tratando de microalgas, foram obtidos extratos metandlicos da biomassa
de quatro linhagens pertencentes ao filo Chlorophyta: duas do género Nan-
nochloris, uma Picochlorum sp. e uma Desmochloris sp.; que ja haviam sido
apontadas como matérias-prima para biodiesel (PEREIRA et al., 2015). Todos
os extratos foram testados em diferentes concentragées (1-10 mg/ml) e apresen-

taram atividade inibitéria de BChE. Porém, os autores ndo apresentaram valores
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de ICs0, apenas demonstraram as porcentagens de inibigdo obtidas com os dife-
rentes extratos, que variou de 41,2% a 69%, resumidamente. A maior atividade
inibitoria, foi obtida com o extrato da biomassa de Picochlorum sp., que variou
de 66-69% e apresentou o maior conteudo fendlico total. Através de HPLC de
fase reversa, os acidos galico, cumarico e salicilico foram identificados nas
amostras. Sendo que o acido cumarico foi o unico acido fendlico comum a todas
as cepas. Em relagdo aos carotendides: neoxantina, violaxantina, zeaxantina,
luteina e B-caroteno foram identificados nos extratos de todas as cepas também.
Em Picochlorum sp., a cepa que apresentou a maior inibicdo de BChE, o acido
salicilico foi o principal fendlico detectado e o carotendide cantaxantina foi exclu-
sivamente identificado neste. O acido salicilico € um acido monohidroxibenzdico,
comumente utilizado em cosméticos devido a sua acao esfoliante e a cantaxan-
tina é& um pigmento carotenona comumente utilizado na alimentacéo
(PUBCHEM, 2021d, 2021e). Logo, a biomassa de microalgas além de possuir
compostos com alto valor de mercado, também pode fornecer compostos bioa-

tivos de interesse farmacéutico (PEREIRA et al., 2015).

6.2 PORIFEROS E CNIDARIOS

O género Latrunculia, € conhecido por ter alcalbides do tipo discorhabdi-
nes e derivados, biologicamente ativos (SAMAAI; KELLY, 2002). Esses alcaloi-
des séo pigmentos nitrogenados, constituidos por unidades de piroloiminoqui-
nona e espiro-ciclohexanona azacarbociclica (HU et al., 2011). As espécies La-
trunculia biformis e Latrunculia bocagei, pertencentes ao género, foram investi-
gadas a respeito de seu potencial IChE (BOTIC et al., 2017). Mais especifica-
mente, do extrato metandlico de L. biformis foram isolados os compostos (+)-
Discorhabdin G e (-)3-dihydro-7,8-dehydrodiscorhabdin C e, do extrato metand-
lico de L. bocagei, foram isolados os compostos discorhabdin B e L. Os dois
ultimos n&o apresentaram uma boa inibicdo de BChE, com valores de ICso proé-
ximos de 137 uM e 531 uM, respectivamente. Por outro lado, os compostos iso-
lados de L. biformis apresentaram melhores resultados, com valores de ICso de
aproximadamente 7,0 uM para (+)-Discorhabdin G e de 15,8 uM para (-)3-di-
hydro-7,8-dehydrodiscorhabdin C. A analise cinética da inibicdo revelou que os
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compostos atuam como inibidores reversiveis e competitivos. Em comparacao
com o inibidor controle que foi utilizado no estudo, o salicilato de fisostigmina
(ICs0 de 28,5 uM), os compostos exibiram uma forte atividade contra BChE, es-
pecialmente o (+)-Discorhabdin G, que também foi capaz de inibir AChE. O dis-
corhabdin G pertence a classe das discorhabdinas que apresentam auséncia do
atomo de enxofre em sua estrutura (Figura 9). E devido a atividade apresentada,
foram conduzidos experimentos eletrofisiolégicos, que demonstraram que o
mesmo nao prejudica a transmissdo neuromuscular e a fungdo do musculo es-
quelético, sendo um bom candidato para estudos posteriores in vivo (BOTIC et
al., 2017). Além da inibicao de colinesterases, ja havia sido demonstrado anteri-
ormente atividades citotoxicas, antimicrobianas, antivirais, antimalaricas, imuno-

moduladoras e entre outras, provenientes das discorhabdinas (HU et al., 2011).

Da esponja Geodia barretti, foram isolados quatro compostos monobro-
minados: barettin, 8,9-dihidrobarettin, bromoconicamina e um novo indol bromi-
nado (OLSEN et al., 2016). Os valores de ICso obtidos a respeito da inibigdo de
BChE foram de 26, 38, 14 e 222 uM, respectivamente. E, para efeitos de com-
paracao, foi utilizado o controle positivo fisostigmina, que exibiu um valor de ICso
de 4 uM para BChE. Tendo em vista que a estrutura indol brominada € comum
aos quatro compostos isolados, foram construidos analogos sintéticos para in-
vestigar sua atividade anti-BChE. No entanto, nenhum deles demonstrou ativi-
dade semelhante aos compostos naturais, demonstrando que a presenga do in-
dol brominado nao é suficiente para uma alta atividade. Logo, considerando que
o foco do trabalho era voltado para AChE e que os compostos barretin e 8,9-
dihidrobarettin apresentaram atividade inibidora para ambas as enzimas, os dois
foram destacados. Na tentativa de explicar a atividade observada, foi mencio-
nado que ambos 0s compostos se comportam como antagonistas para subtipos
do receptor de serotonina humana (HEDNER et al., 2006), e que somado a isto,
€ conhecida uma atividade inibitéria de AChE, proveniente da serotonina
(KHORANA et al., 2012). Desse modo, os autores especulam que esses meca-
nismos de inibicdo de colinesterases dos compostos encontrados na esponja,

podem ter se desenvolvido como mecanismo de defesa (OLSEN et al., 2016).

A partir de uma triagem inicial in silico, dois compostos foram previstos
para possuir uma atividade multi-alvo (AChE/BChE/BACE-1) para DA: 2-amino-
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3,9-dimetil-5-metilamino-3H-1,3,4,6-tetrazaciclopente[e]azuleno (uma pseu-
dozoantoxantina) e a estevensina (um alcaloide bromo-pirrol) (VITALE et al.,
2018). O primeiro é proveniente de um cnidario zoantideo que nao foi identificado
e 0 segundo é da esponja Axinella verrucosa. A pseudozoantoxantina demons-
trou uma atividade inibitoria de BChE, com valor de ICso de 14,6 uM, enquanto a
estevensina teve ICso de 141,6 yM. Ambos os compostos também demonstraram
atividade inibitéria de AChE, de BACE-1 e potenciais amiloidogénicos, inibindo
a formacao de fibrilas AR e causando a desagregacao das ja formadas. No en-
tanto, a pseudozoantoxantina, foi mais ativa na inibicdo de BChE e também em
reduzir e reverter a agregacgao das fibrilas. Além disso, a pseudozoantoxantina
também foi utilizada para uma investigacao in vivo, que demonstrou sua capaci-
dade de restaurar a conectividade funcional colinérgica corticohipocampal, apos
uma lesdo do nucleo basal de Meynert; o qual é afetado na DA (VITALE et al.,
2018). A pseudozoantoxantina (1,3,5,7-tetrazacyclopent[e]azulene) € uma das
formas que os pigmentos fluorescentes conhecidos como zoantoxantinas pos-
suem (BRAUN; BUCHI, 1976). Pelo fato de demonstrar uma natureza multi-alvo,

€ um composto interessante para aprofundamento nos estudos.

O veneno da agua viva Pelagia noctiluca, foi isolado a partir de seus ne-
matocistos. Tanto o veneno bruto, quanto duas fracdes, separadas de acordo
com seus picos de absorbancia no perfil de eluicdo, foram testados acerca de
seu potencial inibidor de BChE (AYED et al., 2012). A fragéo 2, que exibiu um
pico maior, foi a que demonstrou o melhor potencial inibidor, com valor de ICso
de 58 ug/ml, enquanto o veneno bruto demonstrou ICso de 77,5 pg/ml. Compa-
rado aos 67,5% de inibigao obtidos com o controle positivo galantamina, a per-
centagem de inibicdo obtida com a fragao mais ativa foi consideravelmente ele-
vada, atingindo aproximadamente 68% de inibigdo. No entanto, ao comparar os
valores de ICs0, 0 da galantamina foi bem inferior (7,9 pg/ml). Por outro lado,
através de analise realizada com camundongos, o veneno de P. noctiluca tam-
bém exibiu efeitos analgésicos sem induzir toxicidade aguda. Porém, a purifica-
¢ao e elucidagcao dos compostos responsaveis pelas atividades observadas per-
manecem sob investigacdo (AYED et al., 2012).

Por fim, o fascaplysin, um alcaldide bis-indol, anteriormente isolado de es-

ponjas do género Fascaplysinopsis, foi testado acerca de seu potencial IChE.
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Porém, o composto exibiu uma baixa atividade contra BChE, com valor de I1Cso
de 90,47 uM, comparado com aproximadamente 5,52 uM de donepezil
(BHARATE et al., 2012).

6.3 ARTROPODES

A espécie Lophozozymus incisus, conhecida como caranguejo de Mon-
tagu, foi a unica do filo Arthropoda a ser testada como inibidora de BChE. A
analise da composi¢cao de seu extrato etandlico revelou a presenca de aminoa-
cidos (tanto essenciais, quanto ndo essenciais), acidos graxos (saturados, mo-
nosaturados e poliinsaturados), colesterol e carotendides (fucoxantina, astaxan-

tina, luteina, zeaxantina e b-caroteno) (OLIVEIRA et al., 2019).

O extrato etandlico de L. incisus, demonstrou atividade inibitoria de coli-
nesterases de maneira dose-dependente, sendo mais efetivo contra BChE, com
valor de ICs0 de 4,177 mg/ml. A ocorréncia da atividade inibidora observada foi
explicada pela presenca dos acidos graxos e carotendides, tendo em vista que
outros estudos ja demonstraram atividade IChE a partir de compostos encontra-
dos no extrato, tais como acidos palmitico e linoleico (FANG et al., 2010). Além
da atividade anti-BChE, o extrato também demonstrou atividade inibitéria de mo-
noamina oxidase A e a-glucosidase. No entanto, a atividade do extrato foi inferior
a dos controles positivos utilizados: galantamina, clorgilina e acarbose
(OLIVEIRA et al., 2019).

6.4 CORDADOS

Um derivado do acido fenilacético brominado, a pneumarina B, que havia
sido anteriormente isolada da ascidia Synoicum pulmonaria e demonstrado ati-
vidade inibitéria de AChE (TADESSE et al., 2014), foi sintetizada por outro grupo
de estudo que estudou sua influéncia na atividade de BChE (CHENG et al.,
2018). A pneumarina B possui a férmula molecular C17H27Br2N202* e demonstrou
atividade inibitoria também para BChE, sob valor de ICso de aproximadamente

30,70 yM. Porém, apesar de a pneumarina B também ter demonstrado atividade
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contra a agregacgédo AP auto-induzida e induzida por AChE e ndo hepatotoxici-
dade contra células Hep-G2; a atividade anticolinesterasica observada foi muito
inferior a do controle utilizado, tacrina (ICso = 0,046 uM) (CHENG et al., 2018).
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7. CONCLUSOES

A natureza é uma fonte abundante de produtos naturais com potenciais
farmacoldgicos. No entanto, observa-se que a grande maioria das pesquisas de
interesse farmacoldgico buscam compostos bioativos provenientes de plantas,
sendo que existem diferentes grupos de organismos que podem servir como mo-

delo de estudo.

O ambiente marinho fornece uma ampla gama de produtos complexos e
estruturalmente diversos. Muitas pesquisas ja demonstraram diferentes ativida-
des bioldgicas a partir de extratos ou de substancias isoladas de algas, poriferos,
cnidarios, entre outros. Inclusive, a grande maioria dos organismos que foram
utilizados nos artigos presentes na atual revisdo, ja tinham alguma bioatividade

demonstrada a priori.

Dentre as espécies marinhas que foram investigadas a respeito de seu
potencial inibidor de BChE, as algas representam o grupo com maior numero de
estudos, inclusive algumas espécies se repetem em diferentes artigos. Resulta-
dos consideraveis de inibicdo foram observados para os 3 filos de algas (Rho-
dophyta, Chlorophyta e Ochrophyta), tanto para extratos, quanto para substan-
cias isoladas. Com destaque para as substancias florotaninas e para o fitol (iso-
lados de algas) que além de demonstrarem boa inibigdo de BChE, também apre-
sentam uma atividade multi-alvo para DA. Resultados interessantes de inibicdo
também foram observados para organismos de outros grupos: as substancias
Discorhabdin G e pseudozoantoxantina (isoladas de poriferos e cnidarios, res-
pectivamente), além de apresentarem uma atividade inibidora de BChE conside-
ravel, também demonstraram uma atividade nao prejudicial as fungdes colinér-

gicas.

Cabe ressaltar que alguns dos organismos marinhos relatados na revisao
demonstraram potencial inibidor comparavel e até mesmo mais forte, do que de
inibidores colinesterasicos que estao disponiveis atualmente no mercado. No en-
tanto, existe a necessidade da condugao de experimentos mais aprofundados,
que demonstrem a toxicidade, seguranca e eficacia destes extratos ou substan-

cias isoladas, para que entao possam ter suas atividades avaliadas clinicamente.
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Os organismos que aqui foram destacados demonstram uma atividade interes-
sante, o que justifica a continuagao de seus estudos. Mas também existe ainda
uma infinidade de organismos marinhos que podem ser investigados. Além
disso, nao foi encontrado nenhum trabalho que comparou o potencial inibidor
dos organismos nas diferentes variantes de BChE. Como ja é estabelecido que
elas influenciam na atividade da enzima e também na sensibilidade a inibidores,
sugere-se que os proximos trabalhos avaliem a atividade inibidora dos organis-

mos também, nas principais variantes de BChE.

Considerando que a Doencga de Alzheimer é dita como o mal do século
XXl e que os tratamentos disponiveis atualmente possuem grandes efeitos cola-
terais, o estudo em busca de inibidores colinesterasicos pode levar ao preenchi-
mento de lacunas importantes, que resultem em um novo medicamento nao pre-

judicial a qualidade de vida dos pacientes.
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