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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a patologia neurodegenerativa mais frequente relacionada
a idade, cujas manifestacdes resultam em perda gradual de fungdes cognitivas. A doenca se
inicia apdés o processamento da proteina precursora amiloide mutada, gerando peptideos
amiloides téxicos (AB), que se agregam e formas as placas senis. A consequéncia dessa
toxicidade é perda progressiva de neurdnios em certas regides do cérebro, como o hipocampo,
responsavel pela memoria. Além disso, essas placas causam inflamacgéo crénica. A deposicao
de AR pode ativar a microglia, que libera mediadores proé-inflamatérios que contribuem para a
neuroinflamacgédo. A participagdo das caspases-1 e na montagem do inflamassomo da microglia
€ essencial para a liberacdo do mediador, e pode ser um interessante alvo terapéutico para a DA.
As catepsinas B também contribuem para a ativacdo da microglia, resultando na liberacdo de
mediadores inflamatoérios. A DA é incuravel, os tratamentos sdo somente para retardar a evolucéo
e preservar por mais tempo possivel as fungdes intelectuais, portanto a busca por alternativas de
tratamento e novos alvos terapéuticos sdo essenciais. Neste trabalho foi realizada a prospecc¢ao
de novos inibidores de caspase-1 e catepsina B a partir de extratos de animais invertebrados
marinhos da biodiversidade brasileira. Esses animais podem fornecer uma biblioteca de
moléculas que podem atuar em tais alvos e contribuir para a descoberta de medicamentos.
Extratos de 10 espécies foram testados quanto a atividade inibitéria sobre as caspase 1 e
catepsina B, utilizando enzimas comerciais e substratos sintéticos especificos. O extrato capaz
de inibir uma das enzimas foi fracionado por HPLC para a obtenc&o de uma molécula ativa pura,
gue foi analisada por espectrometria de massas. Foi possivel obter 2 extratos inibidores da
caspase-1 (Chiropsamus quadrumanus e Eudendrium carneum), que foram fracionados, e suas
fracbes testadas novamente no mesmo modelo enzimético. Duas moléculas puderam ser
identificadas — a trigonelina para C. quadrumanus e um novo composto de 307 Da no E. carneum
que sera elucidado. Com relacéo a catepsina B, 5 extratos inibiram a agédo da enzima, e foram
escolhidos os das espécies Zoanthus sociatus e Aipstasia pallida para fracionamento. As fracfes
de Z. sociatus ndo foram téo eficazes em inibir a enzima, enquanto que o extrato de A.pallida
apresentou 1 fragdo com inibig&o significativa. Andlises por espectrometria de massas revelaram
0 composto betaina como de provavel atividade inibidora da catepsina B. Os dois compostos ja
foram encontrados anteriormente em outras espécies de animais marinhos, € mostram uma
correlacédo de efeito biolégico que pode contribuir para o controle da neuroinflamacao, embora

inibicdo das enzimas estudadas nunca tenha sido descrita. Em conclusdo, foram obtidas



moléculas que inibem a caspase-1 e catepsina B, que pode auxiliar no controle da

neuroinflamacgéo na Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, neuroinflamacéo, catepsina B, caspase-1, inibidores,

animais marinhos
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most frequent age-related neurodegenerative disease,
whose manifestations cause gradual cognitive disability. The disease begins after the processing
of mutated amyloid precursor protein, generating toxic amyloid peptides (AB), which aggregates
and form senile plagues. As a consequence of this toxicity, there is a progressive loss of neurons
in certain regions of the brain, such as the hippocampus, which controls memory. Besides, these
plagues cause a chronic inflammation. AB deposition can activate microglia, which release pro-
inflammatory mediators that contribute to neuroinflammation and contribute to AD. The
participation of caspases-1 and in the assembly of the microglia inflammasome is essential for the
release of the mediator, which may be an interesting therapeutic target for AD. Cathepsins B also
contribute to microglial activation, resulting in the release of inflammatory mediators. The disease
is incurable, treatments are aimed at slowing down its evolution and preserving intellectual
functions for as long as possible thus the search for new molecules and molecular targets are
essential. In this work we performed a screening of new inhibitors of caspase-1 and cathepsin B
from extracts of marine invertebrates from Brazilian biodiversity. These animals can provide a
library of molecules that can act on such targets and contribute to the discovery of drugs for this
incurable disease. Extracts from 10 species were tested for inhibitory activity on caspase 1 and
cathepsin B, using commercial enzymes and specific synthetic substrates. The extract capable of
inhibiting one of the enzymes was fractionated by HPLC to obtain a pure active molecule, which
was analyzed by mass spectrometry. It was possible to obtain 2 extracts that inhibit caspase-1
(Chiropsamus quadrumanus and Eudendrium carneum), which were fractionated and fractions
testes in the same enzyme model. Two moelcules could be identified — trigonelline in C.
quadrumanus and a new 307 Da compound in E. carneum, which will be elucidated. Regarding
cathepsin B, Zoanthus sociatus and Aipstasia pallida were selected for fractionation. Fractions
from Z. sociatus were not able to efficiently inhibit the enzyme, while A.pallida showed 1 fraction
with significant inhibition. Mass spectrometry analysis revealed that betaine is probably the active
compound. Both identified molecules were already found in marine animals and have shown a
correlation between the biologic effect found here, which can contribute to the control of
neuroinflammation, although inhibition of caspase-1 and cathepsin B have never been described
for such compounds. In conclusion, molecules that inhibit caspase-1 and cathepsin B were

obtained, which may help to control neuroinflammation in Alzheimer's Disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencade Alzheimer

Doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas pela degeneracdo dos neurbnios, que
ocorre de forma irreversivel. A doenca neurodegenerativa mais frequente associada a idade € a
Doenca de Alzheimer (DA), cujas manifestacdes resultam em perda de fungdes cognitivas. Ao
final da doenca, sintomas como a apatia, lentificacdo, dificuldade de concentracdo, perda de
peso, insbnia e agitacdo em algumas situacdes podem ocorrer (CAETANO et al., 2017,
SERENIKI; VITAL, 2008).

A doenca tem uma origem genética, principalmente baseada na mutacdo da proteina
precursora amiloide (APP), que sofre processamento de secretases, que por sua vez geram
peptideos amiloides. Esses peptideos sao toxicos, e causam morte neuronal. Além disso sao
hidrofébicos e tendem a se oligomerizar em um ambiente aquoso, formando entdo placas senis,
que também induzem toxicidade, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e inflamacao
HARDY; SELKOE, 2002).

Em nivel histopatoldgico, a DA é caracterizada pela morte neuronal, e consequentemente
perda sinaptica. em regides cerebrais responsaveis pela funcdo cognitiva, incluindo o cértex
cerebral, hipocampo, cértex entorrinal e estriado ventral. Além disso, € observada deposi¢éo de
placas senis, acimulo de filamentos anormais de proteina tau e posterior formacédo de
emaranhados neurofibrilares (NFTs) e inflama¢&o (SERENIKI; VITAL, 2008).

Muitos estudos tém sido conduzidos para o melhor entendimento, e consequentemente,
tratamento da DA. No entanto, os tratamentos atuais estdo longe de ser satisfatérios. A
exploracdo de novos mecanismos, como 0 proposto neste trabalho, leva diretamente a
descoberta de novos medicamentos que possam retardar ou mesmo bloquear a evolugdo da

doenca.

1.2. Neuroinflamacgéo

A neuroinflamacao é definida como uma resposta inflamatdria que ocorre no cérebro ou na
medula espinhal, mediada pela producao e liberacao de citocinas, quimiocinas, espécies reativas

de oxigénio e mensageiros secundarios (DISABATO et al., 2016).
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Os mediadores inflamatérios sdo produzidos pela glia residente do SNC (microglias e
astrdcitos), células endoteliais e células imunes derivadas perifericamente. Existem
consequéncias imunologicas, fisioldgicas, bioquimicas e psicolégicas dessas respostas
neuroinflamatorias. Além disso, o grau de neuroinflamacgéo depende do contexto, duragéo e curso
do estimulo primario ou insulto (DISABATO et al., 2016).

A inflamacao crénica esta relacionada a DA, cuja progressdo consiste em agregacao de
peptideos amiloides, que gera placas amiloides, e hiperfosforilagdo da proteina Tau, que causam
ativacdo da glia do SNC, infiltracao de células imunes periféricas, dano, morte neuronal e atrofia
neuronal ao longo do tempo (BUCCIANTINI et al. 2002, SOKOLOVA et al. 2009).

A liberacéo de citocinas pré-inflamatorias tem sido relatada na DA, e pesquisas recentes
apontam para a participacéo de catepsina B e caspase-1 nesse processo. O principal mecanismo
€ pela montagem do inflamassomo pela via NLRP3 na microglia. O AR oligomérico e estresse
oxidativo da DA ativam catepsina B, que induzem a producgéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Além disso, AB induzem a ativagdo mediada por catepsina B do inflamassomo NLRP3
para iniciar o processamento de pro-caspase-1 em caspase-1 e subsequente converséo de pro-
IL-18 em fator inflamatdrio IL-1( ativo. Detalhes dessas vias estdo apresentados a seguir.

1.2.1. Caspase-1

Caspase-1, conhecida como enzima conversora da interleucina 1B, € uma enzima do tipo
cisteinopeptidase, ativa em humanos por processar formas inativas da IL-1p e IL-18 para torna-
las ativas. E bastante estudada em varias patologias, como Infec¢es bacterianas e virais, além
de esclerose lateral amiotréfica (RAWLINGS et al., 2018).

A caspase-1 esta presente na formacao no inflamassomo, clivando a pré-IL-183, pro-IL-18 e
a proteina gasdermina D (GSDMD), liberando as formas ativas das proteinas (VOET et al., 2019;
GHAYUR et al., 1997).

Inflamassomos sdo complexos proteicos citosoélicos que causam a liberacao de mediadores
da imunidade inata. A via de montagem do inflamassomo se inicia com a ligacdo de padrdes
moleculares associados ao perigo (DAMPS) ou padr6es moleculares associados a patégenos
(PAMPs) em receptores de membrana similares a NOD. Um dominio central, o NATCH, favorece
a oligomerizacdo do receptor, de forma dependente de ATP. Em sua porcdo N-terminal, o

receptor contém um dominio de recrutamento de caspase (CARD) ou um dominio pirina (PYD),
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que estdo implicados na interacdo proteina-proteina. Desta forma, o0s receptores, quando
ativados, recrutam pré-caspases (DAVIS; WEN; TING, 2011).

O inflamassomo proteina 3 contendo por¢cédo C-terminal rica em repeticdes de NOD-leucina
e dominio pirina (NLRP3) € um complexo que contém, além de NLRP3, a proteina similar a speck
associada a apoptose, contendo um dominio CARD (ASC) e pro-caspase-1. Em condi¢des
normais, NLRP3 é mantido na sua forma inativa no reticulo endoplasmético e o ASC localizado
na mitocondria. Quando ativado, ocorre a interacdo entre as NLRP3 e ASC pela polimerizacéo
de filamentos de PYD e ASC, e esse complexo leva ao recrutamento da pro-caspase-1 via CARD,
levando a clivagem e ativacdo, e consequente liberacao de caspase-1, que por sua vez irda ativar
o fator nuclear- kB (NF- kB), resultando no aumento da expressao de citocinas pro-IL-1B e pro-
IL-18 (HANSLIK; ULLAND, 2020; ZHANG et al., 2020).

Uma outra via de montagem do inflamassomo e ativacdo de caspase-1 é a ruptura dos
lisossomos e/ou disfuncdo mitocondrial, que resulta na liberacdo de espécies reativas de
oxigénio, célcio e DNA mitocondrial, que ativam o inflamassomo (STROWIG et.al, 2012).

A ativacao do inflamassomo e consequente liberacdo de mediadores inflamatérios tem sido
descrita em varias células do sistema nervoso central, como microglias, neurénios e astrécitos. A
liberacdo prolongada de citocinas causa neurotoxicidade, e por isso esta relacionada a varias
doencas do sistema nervoso central, como DA, trauma cerebral, injuria da medula espinhal e
epilepsia (FREEMAN; TING, 2016).

O inflamassomo NLRP3 foi co-localizado em placas amiloides em paciente com a DA. Ja
foi demonstrado que a ativacdo de NLRP3 aumenta a agregacéo de AB. Foi visto que a proteina
Tau também é capaz de ativar o NLRP3 e a via da formacéo do inflamassomo (ZHANG et al.,
2020).

A figura 1 ilustra as vias de ativagdo e formagéo do complexo pelos peptideos amiloides e

proteina Tau.
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FIGURA 1 — Formacédo do inflamassomo apés a ativagao de NLRP3 por oligdémeros amiloides Af e

proteina Tau, causadores da Doenca de Alzheimer. FONTE: Adaptado de Zhang et al. (2020).

1.2.2. Catepsinas B

As catepsinas sdo subdivididas em clas, baseadas na composi¢cdo do sitio ativo, que
confere especificas atividades cataliticas. Esses clas sao cisteinopeptidases (B, C, F, H, K, L, S,
V, X), serinopeptidases (A e G) e aspartilpeptidases (D e E) (RAWLINGS et al., 2018).

As catepsinas B sdo as cisteinopeptidases de mamiferos, presentes na maioria das células
e tecidos. S&o enzimas lisossomais que atuam na degradacéo intracelular de proteinas, porém
podem agir extracelularmente quando liberadas em determinadas circunstancias, degradando

componentes da matriz extracelular (BRIX et al., 2008).

Em geral, as catepsinas B estdo envolvidas em vérios processos fisiologicos e
fisiopatol6gicos, como a regulacédo do ciclo celular, desenvolvimento de cancer, autofagia e
neuroinflamacao (YAN; SLOANE, 2003). A enzima também esta envolvida em varias doengas do
sistema nervoso central, como a DA, hemorragias intracerebrais e lesdes cerebrais traumaticas
(CATALDO; NIXON, 1990; HOOK et al., 2005, 2014; MUELLER-STEINER et al., 2006; KINDY et
al., 2012).
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Em condicdes fisioldgicas, a catepsina B é ativa em endossomos iniciais e lisossomos
(TARALP et al., 1995), porém em pH baixo exerce atividade de carboxipeptidase na proteina
percursora amiloide (APP) e AR (MACKAY et al., 1997).

A formacdo intracelular de peptideos amiloides causa rompimento na membrana dos
lisossomos, que leva ao extravasamento da enzima do compartimento para o citosol. Foi visto
que em humano que possui a DA, a concentracdo de catepsina B estd aumentada em localizacéo
citoplasmética, em contraste com a sua localizacdo nos lisossomos, sendo a enzima re-
distribuida na patologia (ZANG, 2006).

A enzima citosélica entdo causa morte celular dependente de caspase, pela clivagem da
proteina anti-apoptotica Bcl-2 e remocao da proteina que previne apoptose, Bcl-xl, causando
morte celular. Além disso, a catepsina B aumenta a produc¢dao de citocinas inflamatérias IL-1B pela
via no neuroinflamassomo (AMPDEN RI, 2019).

Ainda néo é claro qual é o substrato da catepsina B citosélica, mas € sabido que ela cliva
Bid para gerar tBid, que leva a liberacdo de citocromo ¢ da mitocéndria, causando apoptose
(ZHOU et al., 2017).

A superexpressao de catepsinas B, L e X tem sido relatada na DA (PISLAR e KOS, 2013).
Muitos estudos encontraram niveis altos de catepsina B ou sua atividade aumentada no plasma
e liguido cefalorraguidiano (SUNDELOF et al.,2010). Além disso, 0 aumento de niveis
plasméticos de catepsina B esté relacionado com a disfungcdo cognitiva da DA (ASSFALG-
MACHLEIT et al., 1990).

No hipocampo a catepsina B foi vista super expressa, em niveis de mRNA, como é
mostrado na figura 1. Outras catepsinas também atuam nesse sistema, mas o aumento dos niveis
de catepsina B sdo muito mais significativos em funcdo do periodo de desenvolvimento, em

comparagdo com outras catepsinas (HOOK et al., 2020).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2020.615740/full#B68
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2020.615740/full#B38
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FIGURA 2-Superexpressédo da catepsina B no cérebro de humanos. (A) Expressao de catepsina B no
cortex, cerebelo e hipocampo de humano adulto. (B) Aumento dos niveis de mRNA de catepsina B no
cortex e hipocampo em periodos de desenvolvimento, em comparagdo com expressao de outras
catepsinas. Fonte: Adaptado de Hook et al. (2020).

Em modelos animais geneticamente modificados para expressar a APP mutada, causadora
da DA (APP KM670/671NL, Swedish; APP (716V, Florida; APP V171l, London)), a concentragéo
de catepsina B foi avaliada em niveis proteicos e génicos, e estiveram aumentados em torno de
50% no cortex e hipocampo, comparado a um grupo controle, sem a mutagdo (SUN,2015).
Quando o gene que expressa a catepsina foi silenciado, foi verificada uma melhora no déficit de
memoria, que eram observados nos animais com modelo da doenga (KINDY, 2012).

De fato, a geragao de peptideos amiloides A 2-x truncados na sua por¢cédo N-terminal que
saem dos astrécitos foi demonstrada estar associada com a catepsina B da membrana celular.
Além disso, a catepsina B lisossomal parece estar envolvida na degradacgao de AB 1-x em células
de neuroglioma, mas ndo em astrocitos. Assim, em nivel intracelular, a enzima pode ter um papel

importante na clivagem de certos peptideos -amiloides (FRIEDMAN et al., 2015).
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1.3. Animais marinhos como fonte de novas moléculas bioativas

As moléculas bioativas provenientes de animais marinhos, normalmente diferentes
daquelas descritas para animais de ambiente terrestre, atualmente somam mais de 13000 novas
moléculas descritas nos ultimos anos, sendo que 3000 delas sdo biologicamente ativas nos
sistemas testados pelos respectivos autores dos trabalhos (VIGNESH et al., 2011). Sendo assim,
esse ambiente pouco explorado representa a fronteira do conhecimento de novas moléculas, que
esta longe de estar saturado, e pode nos oferecer um novo repertério de moléculas (CUNHA,
2019)

O ambiente marinho corresponde a cerca de 70% da superficie da Terra, sendo possivel
encontrar uma vasta diversidade de animais que sintetizam moléculas para defesa quimica contra
predadores, microrganismos e digestao da presa. Neste sentido, podemos utilizar essa “biblioteca
de moléculas” previamente selecionada pela evolugdo a favor da biotecnologia, descobrindo
novas estruturas funcionais, que podem atingir alvos terapéuticos relevantes (HENDLER et al.,
1995).

Devido ao insucesso da industria de encontrar novas estruturas quimicas derivadas dos
modelos de design racional de moléculas e da quimica combinatéria, houve o aparecimento dos
medicamentos biol6gicos — proteinas recombinantes e anticorpos monoclonais. Os anticorpos
monoclonais, ja disponiveis no mercado, foram muito bem-sucedidos no tratamento de diversas
doencas. No entanto, alguns problemas séo levantados, como o alto custo de producéo (e
consequentemente venda) e possiveis efeitos adversos que possam aparecer a longo prazo
(MORROW; FELCONE, 2004).

Por outro lado, varias moléculas de baixa massa molecular, de origem marinha, estdo em
fases avancadas de desenvolvimento para inimeras doencas, como cancer, infeccdes virais, dor,

inflamacao e doengas neuroldgicas (MALVE, 2016).

Cerca de um terco dos medicamentos mais vendidos no mundo sdo derivados de produtos
naturais, dentre elas plantas e animais, e diversos outros estdo em fases avancadas de
desenvolvimento para inUmeras doencas, como céancer, infecgbes virais, dor, inflamacédo e
doencas neurologicas (MALVE, 2016; RAWAT et al., 2006; NEWMAN e CRAGG, 2007). A tabela
1 mostra exemplos de medicamentos utilizados na clinica, baseados em moléculas de animais

marinhos.
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TABELA 1- Exemplos de agentes terapéuticos obtidos a partir da biodiversidade marinha

Substéancia Fonte Nome popular Doencga
Trabectedina Ecteinascidia turbinata Tunicado de mangue Céancer
Zicinotideo Conusmagus Cone magico Dor neurapatica
Hemiasterlina Hemiasterella vasiformis var. Esponja Cancer
Ziduvudina (AZT) Algas vermelhas Algas Virus da
Imunodeficiéncia
humana
Briostatina Bugulaneritina Briozoario marrom Cancer
Discodermolideo Dicodermia dissoluta Esponja marinha Cancer
Aplidina Aplidium albicans Ascidia Céancer
kahalatido F Elysia rufescens Lesma do mar Cancer
Halichondrina B Halichondria okadai Esponja marinha Cancer
Jamaicamidas A-D Lyngbya majuscula Cianobactéria Cancer
filamentosa

Fonte: Adaptado de CechinelFilho;Zanchett, 2020.

Atualmente existem alguns farmacos relacionados a substancias de origem marinha em
uso clinico — como anticancer [ara-C (Citarabina®) e trabectedina (Yondelis®)], antiviral [ara-A
(Vidarabina®)] e analgésico neuropatico [ziconotideo (Prialt®)]. Ara-C é usada principalmente na
terapia da leucemia aguda néo linfoblastica, enquanto que ara-A é utilizada na forma de colirio
para tratamento de infecgdes oftalmolégicas com o virus Herpes simplex. A Trabectedina (ET-
743, Yondelis®) é um alcaloide tetra-hidroquinolinico isolado da ascidia caribenha Ecteinascidia
turbinata e cujo mecanismo de alquilagdo de DNA difere da grande maioria dos outros agentes
alquilantes (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Trabectedina foi o segundo prototipo desenvolvido pela PharmaMar e o primeiro farmaco a
ser aprovado para uso clinico no tratamento de sarcoma de tecidos moles, atualmente, segue
cumprindo outros protocolos de ensaios clinicos e encontra-se em fase 3 para tratamento de
cancer de ovario e em fase 2 para cancer de prostata e mama, osteossarcoma e tumores sélidos
pediatricos (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

O ziconotideo ou w-conotoxina MVIIA (Prialt®) € um peptideo de 25 aminoacidos isolado

do molusco Conus magnus, com propriedades analgésicas. Este farmaco é administrado para o


https://en.wikipedia.org/wiki/Filamentous_cyanobacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Filamentous_cyanobacteria
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controle da dor severa, incluindo aqueles pacientes refratarios a tratamentos com opioides
(COSTA-LOTUFO et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, o Brasil passa por um processo de envelhecimento da populacdo - a faixa
etaria de 60 anos ou mais passou de 3,1%, em 1970, para 10,8%, em 2010, ou seja, quase
dobrou, e estima-se que esse percentual alcancara 24% em 2040 (IBGE, 2018). Considerando
esse quadro, tem-se observado a alta prevaléncia de doencas neurodegenerativas na faixa etaria
idosa, o que eleva os gastos com esta doenca pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

Com o aumento da expectativa de vida da populacao mundial, o nimero de acometidos por
deméncias aumentou significativamente. Assim, as sindromes demenciais constituem atualmente

um grande problema de saude publica mundial e no Brasil (APRAHAMIAN et al, 2009).

Em 2010, o SUS gastou 2,4 bilhdes de reais com internacgdes hospitalares por doencas
cronicas (diabetes, hipertensao arterial, neoplasias, doengas respiratdrias, cardiovasculares, do
aparelho locomotor, endécrinas nutricionais e metabolicas) (SOTO et al., 2015). No periodo de
2008 a 2013 foram gastos pelo SUS mais de R$ 90 milhdes em medicamentos para o tratamento
da DA (COSTA et al., 2015).

A Doenca de Alzheimer acometeu 48 milhdes de pessoas no mundo em 2015, sendo a 72
causa de morte e estima-se que esse numero chegue a 131,5 milhdes em 2050 (Organizagéo
Mundial da Saude, 2015). Considerando que o tratamento para a doenga ndo promove uma cura,
mas somente 0 aumento da expectativa de vida, novas propostas para um tratamento sao

essenciais.

Para o tratamento da DA, o SUS disponibiliza gratuitamente os medicamentos donepezila,
galantamina e rivastigmina, por meio do Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica
(CEAF), e seu fornecimento esta sujeito ao cumprimento dos critérios e normas estabelecidos

pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) da doenca (LIMA, 2008).

Desta forma, a busca por novas moléculas, e que atuem em novos alvos terapéuticos é
essencial para uma alternativa ao tratamento da DA. Inibidores de caspases-1 e catepsinas B

sao estudados para outras doencas, e pouco considerados para a DA.

Algumas moléculas com atividade em catepsinas ja foram isoladas de animais marinhos,
como a aspiropterina, um inibidor de catepsina B isolado da esponja marinha Asteropus simplex

(MURAYAMA et al., 2008). Esses achados amostram que a biodiversidade marinha tem um
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grande potencial par o fornecimento de novas moléculas inibidoras de enzimas, o que

proporciona grandes chances de novas opc¢oes de terapia.
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3. OBJETIVOS

Prospectar novas moléculas com atividade inibidora de caspase-1 e/ou catepsina B, a

partir de extratos de animais marinhos brasileiros.

3.1. Objetivos especificos
- Obter novos extratos a partir de animais marinhos invertebrados brasileiros;
- Fracionar extratos por HPLC, visando a obtencdo de moléculas ativas puras;

- Analisar as fragfes por espectrometria de massas para avaliagdo de pureza e identificacao

molecular;

- Testar extratos e moléculas isoladas em ensaios enziméticos de inibicao de caspase-1 e
catepsina B.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencdo dos animais e extratos

Espécimes marinhos de 10 diferentes espécies (tabela 2) foram coletados por mergulho
autébnomo na Ponta do Jaroba, Sdo Sebastido, Sao Paulo, Brasil (23°49°44°’S; 45°25"23""W) sob
a licenca ICMBIo n°® 68917-1. ApGs a amostragem, os animais foram lavados com agua do mar
filtrada e os demais animais e plantas foram removidos manualmente. Os animais foram imersos
em metanol contendo 0,1% de &cido acético por 24 horas em temperatura ambiente. O extrato
resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi submetido a um
evaporador rotativo para remocao do solvente. O conteudo restante foi entdo dissolvido em agua
ultrapura e entdo armazenado a -20°C. Do ourigo-do-mar, foi obtido o liquido celémico por meio
de inser¢cdo de agulha na cavidade peristomial. O liquido foi centrifugado a 3000 rpm e o

sobrenadante armazenado em -20°C.

Tabela 2 — Espécies coletadas para o estudo, cujos extratos e secrecdes foram utilizados em
ensaios de inibicdo das enzimas caspase-1 e catepsina B

Espécie Nome popular Foto

Cnidaria — Anthozoa

Aiptasia pallida Anémona-do-mar




Antholoba achates

Anthopleura cascaia

Carijoa riisei

Palythoa caribbaeorum

Renilla reniformis

Anémona-do-mar

Anémona-do-mar

Coral floco de neve

Hexacoralia baba-de-boi

Octocoral rim-do-mar

"r e

)

o0
tﬂ
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Zoanthus sociatus Hexacoralia

24

Cnidaria - Hydrozoa

Eudendrium carneum Hidroide

Cnidaria - Cubozoa

Chiropsalmus quadrumanus Agua-viva de caixa

Equinodermos

Lytechinus variegatus Ourigo-do-mar lilas

Fotos: Cifonauta — Banco de imagens de biologia marinha ou arquivo pessoal.
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4.2, Ensaio de viabilidade celular

Os extratos provenientes de animais marinhos foram testados em cultura de neurénios
SH-SY5Y por 48 horas, em concentracdes de 0,1 a 100 pg/mL. As células foram mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido em meio de cultura DMEM/F12
contendo 10% de soro fetal bovino, 2 mM glutamina e 1% de penicilina / estreptomicina. As
células foram diferenciadas pela adi¢cdo de 10 uM de &cido retindico por 10 dias. Apos isso, foram
avaliados pelo método do MTT (em triplicata e dois experimentos independentes), para verificar

se as amostras teriam capacidade de induzir alguma toxicidade.

Para essa avaliagdo, uma solucdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) 5 mg/mL foi adicionada as células e mantido por 3 horas. O meio de cultura foi retirado
e a solucao foi adicionado dimetilsulféxido (DMSO) para dissolugdo dos cristais de formazan. A
densidade Optica foi determinada em espectrofotdmetro, em um comprimento de onda de 540

nm.
O célculo utilizado para determinar a porcentagem das células viaveis foi:
100 x [(TA-TO)/(T1-TO)]
sendo TA = absorbancia final, TO = absorbéncia inicial e T1 = absorbancia do controle negativo.

Um grupo controle (células sem tratamento), foi comparado aos grupos tratados pelo teste
ANOVA, com pés teste de Tukey, para avaliacdo de significancia estatistica. A significAncia foi

estabelecida se p <0,05.

Esse teste foi feito em colaboragdo com o Dr. Hugo Vigerelli, do Instituto Butantan.

4.3. Cromatografialiquida de alta performance (HPLC)

Foram coletadas fracdes dos extratos dos animais marinhos apds cromatografia liquida de
alta eficiéncia, em um equipamento Agilent 1260 Infinity. Aliquotas de 80 uL foram inseridas no
equipamento, com uma coluna Phenomenex C18 (4,6 x 250 mm, 300 A) acoplada. A eluicéo se
deu pelo gradiente de 0 a 100% B em 30 minutos, sendo a fase mével A = Acido trifluoroacético
0,1% em agua ultrapura e B = acetonitrila/ agua Milli Q/ acidotrifluoroacético 0,1% (900:100:1
v/viv), em fluxo constante de 1,0 mL/min. O contetdo eluido foi monitorado por absorbéncia em

214 nm e os picos foram coletados manualmente, de acordo com o cromatograma obtido.
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No caso do re-fracionamento, o mesmo equipamento foi utilizado, porém a coluna foi C8
(4,6 x 150 mm, 300 A), com fluxo constante de 1,0 mL/min e elui¢do isocratica, utilizando acido
trifluoroacético 0,1% em agua ultrapura. A deteccéao foi feita pela medida da absorbéncia em 214

nm e os picos foram coletados manualmente, de acordo com o cromatograma obtido.

4.4. Espectrometria de massas

As fragBes coletadas apds a cromatografia foram analisadas por espectrometria de massa
(Xevo GS nQToF, Waters, Co). Aliquotas de 5 uL foram inseridas no equipamento, sem coluna
cromatogréfica. A eluigéo foi realizada com 50% de acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico.
O equipamento foi ajustado em modo de ionizacdo ESI positivo e os dados foram coletados em

uma varredura completa MS variando de 100 a 1000 m/z.

Os dados brutos foram analisados pelo software Progenesis Ql (Waters Co.) para
identificac@o de compostos de baixa massa por meio de comparagdo com banco de dados GNPS

ou Vaniya/Fiehn Natural Products, ambos com tolerancia de até 5 ppm para o0 precursor.

4.5, Ensaios enziméaticos

Os ensaios em caspase-1 foram conduzidos em placas de 384 pocos, em triplicata, com
um volume final de reagéo de 20 pL usando o kit de ensaio de triagem de inibidor de Caspase-1
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, EUA). As amostras (10 ug) foram previamente incubadas com
enzima (caspase-1 recombinante humana) tratada com 2 mM de DTT por 10 minutos em
temperatura ambiente. Tampao foi adicionado aos po¢os e, em seguida, o substrato sintético (Ac-
VEID-AFC, 4 uM). Um conhecido inibidor de caspase-1, Z-VEID-CHO (10 uM, Cayman Chemica),
foi usado como controle positivo. O aumento da fluorescéncia 2 horas ap6s a incubacao foi
medido por um fluorimetro, no comprimento de onda de excitagdo de 400 nm e comprimento de
onda de emissédo de 505 nm (GloMax®, Promega). Todos os valores de fluorescéncia foram

subtraidos do fundo (tamp&o) e a porcentagem de inibi¢cdo foi calculada da seguinte forma:

%inibic&do = [(atividade inicial — atividade final) / atividade inicial] x 100
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Os ensaios de catepsina B foram conduzidos em placas de 384 pocos, em triplicata, com
volume final de reacao de 20 pL, utilizando o Cathepsin B Inhibitor Screening Kit (Sigma-Aldrich,
St. Loius, MO, EUA). As amostras (10 pg) foram previamente incubadas com enzima (catepsina
B recombinante humana) tratada com 2 mM de DTT por 10 minutos em temperatura ambiente.
Adicionou-se tampao aos pocgos e, em seguida, o substrato sintético (Ac-RR-AFC 10 mM). Um
inibidor conhecido, FFFMK (10 uM), foi usado como controle positivo. O aumento da fluorescéncia
50 minutos apo6s a incubacédo foi medido por um fluorimetro, no comprimento de onda de
excitacdo de 400 nm e comprimento de onda de emissdo de 505 nm. O calculo foi realizado
conforme mencionado acima para a caspase-1 (SCIANI et al., 2013).

Os resultados estdo mostrados como porcentagem de inibicdo = erro padrdo de 3
experimentos.
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5. RESULTADOS

5.1. Viabilidade de neurbnios (neuron-like) com o tratamento com extratos de
animais marinhos

As células SH-SYS5Y diferenciadas com &cido retindico foram incubadas com 4

concentracdes de extratos marinhos e as células foram avaliadas quanto a sua viabilidade, como

mostrado na figura 3. Foi verificado que 8 extratos ndo causaram toxicidade celular, e alguns

deles aumentaram a viabilidade dos neurbnios. Somente 2 deles causaram diminuicdo da

viabilidade celular, porém somente com uma alta concentracdo (100 pg/mL).
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Figura 3 — Ensaio de viabilidade celular apés incubacédo dos extratos de animais marinhos
em neurdnios SH-SY5Y diferenciadas. Os dados estdo mostrados como média + desvio

padréo. *p<0,05.
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5.2. Efeito dainibicdo da caspase -1 por extratos de animais marinhos
Dez extratos foram testados quanto a atividade enzimatica da caspase-1, utilizando
substrato sintético especifico e enzima recombinante. Para a triagem, foi medido um valor de
fluorescéncia apdés um periodo de 2 horas, e uma porcentagem de inibicdo foi calculada, e

comparada com um controle positivo, um inibidor conhecido.

Com o ensaio enzimatico foi possivel identificar 2 extratos que inibiram a caspase-1: C.
quadrumanus e E. carneum (figura 4).
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FIGURA 4 - Atividade enzimética de extratos de invertebrados marinhos sobre caspase-1

A seguir, estdo mostrados o fracionamento e 0s novos testes de inibicdo enzimética da

caspase-1 das fraces coletadas apds cromatografia liquida, separadas por espécie:

5.2.1. C. gquadrumanus

O perfil cromatografico e as fragdes coletadas apos separacao por HPLC do extrato de C.
guadrumanus estdo mostrados na figura 5A. Foi possivel observar a presenca de varios picos ao

longo do gradiente de acetonitrila, indicando um extrato complexo, mas capaz de ser separado
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por cromatografia C18 de fase reversa. Doze fracdes foram coletadas, conforme indicado no

cromatograma, foram liofilizadas e testadas hovamente na atividade da caspase-1.

Dentre as 12 fracdes de C. quadrumanus, 4 foram identificadas como inibidoras (fracdes 1,
2, 4 e 6), como mostra a figura 5B. As fracdes 1 e 2 estdo proximas e pode ter ocorrido

contaminacédo cruzada durante a coleta.

A fracdo 2, por ser a mais intensa no cromatograma, foi analisada por espectrometria de
massas. Foi possivel verificar que ndo estava pura, tendo a presenca de varios ions (figura 5C),

apesar do pico ser intenso, simétrico e estreito.

Essa fracdo foi entdo submetida a uma nova etapa cromatografica, em coluna C8, utilizando
eluicdo isocratica em 0% B. O cromatograma obtido esta mostrado na figura 5D, em que dois
picos foram coletados (2a e 2b) e testados novamente na inibicdo da caspase-1 (figura 5E). Foi
possivel observar que somente uma delas, a de menor intensidade no cromatograma, nomeada

Cqg2b, foi a que causou inibicdo da caspase-1.

Essa fracao foi analisada por espectrometria de massas, e foi visto que os ions 118 e 155
m/z se mantiveram, sendo agora o0 155 mais intenso. O ion 118 m/z também foi detectado no pico
22, que se mostrou inativo na inibicdo da caspase-1. Portanto, o ion 155,0627 foi analisado por

comparagdo com banco de dados para identificagéo.

O software indicou o 4cido N-metilnicotinico, conhecido como trigonelina (C-H;NO2) como

0 composto de maior score (39), com erro de 2,02 ppm.
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FIGURA 5 — Fracionamento e atividade de moléculas de C. quadrumanus. A =Perfil cromatografico por
HPLC e fracionamento (os ndmeros indicam as frages coletadas). B = Atividade das fracdes de C.
guadrumanus, apés RP-HPLC na inibicdo de caspase-1. C = Analise por espectrometria de massa da
fracdo 2, ativa no ensaio inibitério de caspase-1. D = re-fracionamento da amostra 2, coletada na primeira
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cromatografia (os numeros indicam as fracfes coletadas). E = teste das fracdes coletadas em D na inibicédo
da caspase-1. F = Andlise por espectrometria de massa da fragcdo 2b.

5.2.2. E.carneum

Em relacdo ao E. carneum, outro extrato que inibiu a caspase-1, também foi realizado o
fracionamento e as fracdes coletadas para posterior reteste da mesma enzima. O cromatograma
RP-HPLC C18 é mostrado na figura 6A, bem como o esquema de coleta das fragdes. Como o C.

guadrumanus, os picos foram bem separados, e 12 fragfes puderam ser coletadas.
As fragBes foram testadas na atividade enzimatica da caspase-1, e algumas fragdes foram

identificadas como ativas, ou seja, inibiram a enzima, conforme figura 6B. As fracdes 7 e 8 foram

as mais potentes e foram conduzidas para analise por espectrometria de massas.

As duas fracdes tiveram espectros muito parecidos, sendo o ion mais intenso o 308,9160
m/z, indicando essa como provavelmente a molécula ativa (figura 6C). Por meio de comparacédo
com banco de dados, nédo foi possivel se obter uma identificacédo. Este ion entdo foi analisado no
software MassLinx para deducdo da férmula molecular. Foi estimada a férmula CsHO.7, com
massa calculada em 308,9214, diferenca de 17,5 ppm da massa experimental.

il
2
il
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FIGURA 6 — Fracionamento e atividade de moléculas de E. carneum. A =Perfil cromatogréfico por HPLC
e fracionamento (os nimeros indicam as fracdes coletadas). B = Atividade das fracdes de E. carneum,
ap6s RP-HPLC na inibigdo de caspase-1. C = Analise por espectrometria de massa da fragdo 8.
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5.3. Efeito dainibicdo da catepsina B com extratos de animais marinhos

Os mesmos extratos foram testados quanto a sua capacidade de inibicdo da catepsina B.
Além de atuar na caspase-1, o extrato de E. carneum inibiu 100% da atividade da catepsina B

(figura 7). Aléem de E. carneum, outros extratos marinhos foram capazes de inibir tal enzima, como
mostrado na figura 7.
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FIGURA 7 -Atividade enzimética de extratos de invertebrados marinhos sobre a inibicdo da
catepsina B.

Considerando essa importante inibicdo, dois extratos foram escolhidos para posterior
avaliagcdo, devido a abundéancia de material disponivel: Zoanthus sociatus e Apstasia pallida.

Estes foram fracionados por HPLC, conforme cromatogramas apresentados a seguir.

5.3.1. Z.sociatus

As fracdes de Z. sociatus foram coletadas conforme o cromatograma mostrado na figura
8A. As fracOes foram analisadas quanto a inibicdo da catepsina B e foi observada uma fraca
inibicdo de catepsina B com as fragbes de Z. sociatus (figura 8B), o que pode indicar o efeito

sinérgico de mais de uma molécula.

Maiores investigacfes sdo necessarias para aliar o pico 1, o de maior atividade, para
realmente avaliar o seu potencial inibitério.
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5.3.2. A.pallida

Em relacdo ao A. pallida, foram coletadas 11 fraces, conforme mostrado no cromatograma
da figura 9A. Uma importante inibicdo da catepsina B foi observada com a incubacao da fracédo 1
(figura 9B), além de serem identificadas outras fracdes ativas. A fracdo 1 foi analisada por

espectrometria de massas (Figura 9C), sendo pouco complexa, com ion mais abundante
118,0887 m/z.

Este ion foi submetido a andlises para identificacdo, e foi observada uma correlagdo com

betaina, em alto score (38,43) e similaridade de espectros, além de erro de 2,96 ppm.

FracOes Z. sociatus
80

60
40
20 I
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inhibitor Zs1 752 Zs3 Zs4 Zs5

inibicdo catepsina B (%)

FIGURA 8 — Fracionamento e atividade de moléculas de Z. sociatus. A = Perfil cromatografico por
HPLC e fracionamento (0s numeros indicam as fracGes coletadas). B = Atividade das fracbes de Z.
sociatus, ap6s RP-HPLC na inibi¢do de catepsina B.
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FIGURA 9 - Fracionamento e atividade de moléculas de A. pallida. A = Perfil cromatogréfico por HPLC
e fracionamento (os nimeros indicam as fragdes coletadas). B = Atividade das fragdes de A. pallida, apds

RP-HPLC na inibicdo de catepsina B. C = Andlise por espectrometria de massa da fracdo 1, ativa no ensaio
inibitério de catepsina B.
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6. DISCUSSAO

Moléculas provenientes de animais marinhos estdo em estudo, em nivel pré-clinico e clinico
para o tratamento da DA, com a interacdo com diferentes alvos moleculares. Muitas delas tem

enzimas como alvos, principalmente colinesterase.

A anabaseina, um alcaloide isolado de um verme marinho, por meio da sua atuagdo como
agonista parcial de receptores nicotinicos de acetilcolina (a7-nAChR), melhorou a funcgéo
cognitiva de animais. O peptideo AR tem a capacidade de se ligar a este receptor, causando a
sua inibicdo, além de induzir a hiperfosforilacdo de a proteina Tau. Desta forma, um agonista
pode ser efetivo no tratamento da DA (BRIGGS et. al, 1997).

Diterpenoides da classe das gracilinas, derivados da esponja marinha Spongionella gracilis
demonstrou efeito inibitorio da fosfolipase Az, exercendo uma atividade anti-inflamatéria. Além
disso, exerce efeito neuroprotetor e antioxidante por ter como alvo proteinas antioxidantes, como
superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase (NIRMAL; PRABA; VELMURUGAN,
2008).

A neuroinflamagédo é uma condigdo presente na Doenca de Alzheimer, causada pela
liberacdo de mediadores inflamatorios apds uma cascata de sinalizagcéo, disparada por peptideos
amiloides. A inflamacdo associada a DA interfere no metabolismo da APP e mecanismos de
agregacdo do peptideo amiloide (HENEKA, 2007). Assim, a busca por novos compostos que
diminuam a neuroinflamacao é essencial para o tratamento da doenca. Para isso, dois alvos

moleculares foram considerados neste trabalho: caspase-1 e catepsina B.

A ativacdo da caspase-1 € controlada pelo inflamassomo, formado apds a ativacdo de
NLRP3 pelo peptideo amiloide (HALLE, et. al, 2008). De fato, a caspase-1 j& foi observada em
alta atividade no cérebro de pacientes com DA, comparado ao grupo controle, sem a doenca,

resultado consistente com a ativacao do inflamassomo (HENEKA, et. al, 2013).

Experimentos utilizando camundongos knockout para caspase-1, APP, PS1 e NLRP3
demonstraram que a inflamacdo mediada pela via NLRP3 e caspase-1 contribuem com a
disfuncdo cognitiva e comportamental da DA (HENEKA, et. al, 2013). Desta forma, acredita-se
gue terapias que causem a inibicdo da formacédo do inflamassomo podem contribuir com a

diminuic&do da progresséao da DA.
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O CrmA, uma serinopeptidase da familia da serpina, foi o primeiro inibidor de caspase-1
descoberto, como um produto do virus da variola bovina (RAY et al., 1992). A patrtir disso, outros

inibidores comecaram a ser descobertos e estudados.

O inibidor de caspase-1 mais conhecido € o peptideo Ac-YVAD-CHO, no entanto tem uma
limitada permeag¢do em membranas celulares, baixa estabilidade e poténcia. Para contornar esse
problema, fluorometilcetonas (FMK) foram inseridos para a obtencéo do inibidor Z-YVAD-FMK, e
apesar de ser permeavel as células, é um inibidor enzimatico irreversivel, o que tem potencial de
causar efeitos adversos quando administrado sistemicamente em um humano (o inibidor Z-VAD-

teve os estudos descontinuados por alta toxicidade in vivo) (VAN NOORDEN, 2001).

Embora alguns inibidores tenham sido estudados, poucos estdo focados na DA. O inibidor
VX-765 foi estudado em camundongos e foi visto que ele era capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, e ndo demonstrou toxicidade. Além disso, reverteu comprometimento de
memdaria especial e episédica, de maneira dependente de dose. Esses efeitos observados foram
de encontro com reducao da deposicao de peptideos beta-amiloide e reverteu a neuroinflamagéo
(FLORES et al., 2018).

Em um modelo de esclerose mdltipla, o VX-765 reduziu a formacao do inflamassomo no
sistema nervoso central, prevenindo injuria de axb6nio, com consequente melhora do
comportamento (MCKENZIE et. al, 2018). No momento, essa molécula esta sendo testada em
estudos clinicos para epilepsia e psoriase, e tem demonstrado efeitos adversos leves. Estudos

para Alzheimer ainda nédo foram iniciados com esse composto.

Esta é a primeira vez, ao nosso conhecimento, que moléculas extraida de animais marinhos
mostraram efeitos inibitérios de caspase-1. Este trabalho demonstrou a presenca de uma
molécula proveniente de uma agua-viva (C. quadrumanus), com efeito inibitério da caspase-1.
Devido a dificuldade de coleta de animais, esta espécie é pouco estudada do ponto de vista

bioquimico e de bioprospeccéo.

Nosso grupo vem estudando o extrato de C. quadrumanus (Cq) em neurdnios em diversos
aspectos. Demonstramos que diferentes concentra¢cdes do extrato metandlico ndo causaram
efeito toxico sobre a linhagem diferenciada de neuroblastoma humano SH-SY5Y, um modelo de
cultura de células neuronais comumente utilizado para investigacbes de doencas
neurodegenerativas. Verificou-se que o extrato de Cq altera as estruturas dos neurbnios
relacionadas aos neuritos, causando um alongamento, ndo afetando a proliferagédo, necrose ou
apoptose das células (ARRUDA et al., 2021).
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Além disso, 0 extrato metandlico ndo mostrou influéncia sobre o corpo celular, mas
aumentou as juncdes ramificadas conectadas as células (ARRUDA et al., 2021). Esses dados
indicam que existem moléculas potenciais que podem ser usadas para aumentar a conexao do
neurénio, (til para doencas neurodegenerativas, como Alzheimer. Somado a essa melhora da
rede, o extrato pode ter o potencial para reverter a neuroinflamacao, conforme demonstrado aqui,
pela inibicdo da caspase-1 e consequentemente a inibicdo da formacéo do inflamassomo e a

liberacdo de citocinas pro-inflamatérias

Além disso, avaliamos o0 mesmo extrato metandlico de C. quadrumanus na
neurotransmissao autondémica, pois pudemos verificar que o extrato ndo causou nenhum efeito
toéxico para o tecido (incluindo neurdnios), mas altera a neurotransmissdo baseada na
noradrenalina. Esses dados reforcam a seguranca de tais moléculas e sua capacidade de
interagir com os receptores dos neurbnios, afetando somente a neurotransmisséao, o que pode

contribuir com um restabelecimento da rede neural (BUENO et al., 2021).

A molécula de C. quadrumanus identificada neste trabalho como inibidora da caspase-1 foi
a trigonelina, que € um alcaloide do grupo das piridinas, comumente encontrado em plantas, e

tem uma conhecida propriedade de diminuigéo da glicemia (MATHUR; KAMAL, 2012).

Este composto ja foi encontrado em animais marinhos. Na anémona-do-mar Anemonia
sulcata (ACKERMANN, 1953), em ourigo-do-mar da espécie Arabacia pustullosa e na agua-viva
Velella spirans (O’'NEIL, 2013). Em hidroides do género Hydractinia, ele se mostrou ser
importante para a metamorfose (BERKING, 1987). Como uma importante molécula de defesa
contra predarores, esta presente na esponja Xestospongia sp e em nudibranquio Jorunna
funebris por recaptacéo a partir da esponja (WU et al., 2021), e no siri-azul Callinectus sapidus
(POULIN et al., 2019).

A trigonelina foi capaz de inibir a caspase-3, e proteger células beta pancreética a entrarem
em apoptose. Além disso, demonstrou efeito anti-inflamatério, com a reducéo de IL-6 e IL-1B.

Além disso, teve acdo no aumento da atividade de enzimas antioxidantes (LIU et al., 2018).

No sistema nervoso, aumentou a porcentagem de axénios e tamanho de dendritos (TOHDA
et al., 2005), assim como vimos no extrato de C. quadrumanus em nossos estudos anteriores.
Também j& foi relatado efeito na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase, alvo de tratamento
atual da DA (GRABOWSKA et al., 2010).

Por ser um alcaloide polar, é soluvel em agua e alcool, e insolavel em cloroférmio e éter

(MOHAMADI et al., 2017). Nosso extrato foi preparado com metanol e acido acético, solventes
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compativeis para a solubilizacdo do composto. Além disso, por ser polar, é esperado que o
composto tenha pouca interacdo com a coluna C18, o que justifica a sua eluicdo logo no inicio

do gradiente.

Inicialmente, foi testada uma condicdo de gradiente de 0 a 100% de solvente B em um
coluna C18, um método genérico para separac¢ao de moléculas bioativas, segundo a experiéncia
do grupo nesse tipo de material. Nestas condi¢cdes foi possivel se obter uma separacdo
adequada, e, portanto, 0 método ndo foi modificado. No entanto, para a re-purificacdo da
molécula de C. quadrumanus, foi utilizada uma outra coluna, a C8, que possui menor
hidrofobicidade, uma vez que a fracao ativa era pouco hidrofébica (segundo pico coletado). Desta
forma, a trigonelina pdde ser separada e identificada por espectrometria de massas.

Sua massa neutra é 137,0480, também foi observada no espectro obtido, sendo o ion
presente de 138,0389 m/z. O ion 155 m/z, portanto, é observado na forma de aduto.

Uma prova de conceito com a molécula sintética ainda se faz necessério para confirmacao

da atividade por esse composto.

O extrato de E. carneum também causou atividade inibitéria de caspase-1. E. carneum €
um hidroide comumente encontrado nos costdes rochosos brasileiros, também pouco explorado
do ponto de vista bioquimico. Moléculas bioativas foram extraidas de hidroides, como
Macrorhynchia phillipina, uma espécie relacionada: macrofilonas com efeito citotdxico em
linhagens de células cancerigenas (YAN et al., 2018; ZLOTKOWSKI et al., 2017) e isololiélidos

com atividade antitripanossomal (LIMA et al., 2019).

Recentemente nosso grupo verificou a abundancia de compostos no extrato metanélico
acido dessa espécie, alguns deles com atividades biolégica relacionadas a rea¢des inflamatorias,
compativeis com o quadro de envenenamento pela espécie, de forma branda (BANAGOURO et
al., 2022). Nao foram descritas moléculas isoladas desta espécies com atividade inibidora de

qualquer enzima.

Pelas técnicas de espectrometria de massas, nao foi possivel se obter a identificacdo da
molécula, e portanto, deve se tratar de uma nova estrutura, ainda ndo depositada em banco de
dados. Desta forma, experimentos espectroscépicos serdo necessarios para a deducdo da

estrutura da molécula.

Além de moléculas inibidoras de caspase-1, foram encontradas moléculas inibidoras de

catepsina B.
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Tem sido estabelecida uma correlacdo entre a montagem do inflamassomo e a catepsina
B. Trabalhos mostram que a catepsina B citosélica, decorrente do rompimento dos lisossomos
apos a acdo de peptideo amiloide, causa ativacao da caspase-1 (HENTZE, 2003). Outros estudos
apontam para a liberagcdo da catepsina B para o citoplasma somente apdés a ativacdo do
inflamassomo NLRP3 (ANGELIQUE et. al., 2020). De qualquer forma, foi demonstrado que a
interacdo entre catepsina B e NLRP3 ocorre fora do lisossomo ou mitocdndria, de forma
transiente, e ndo como parte do inflamassomo ou com ligacdo com ASC ou pro-caspase-1
(HENSTZE, et. al, 2003).

A catepsina B ainda pode induzir o estresse oxidativo, conhecido na DA, e que pode permitir
a interacdo da proteina tiorredoxina (TRX) com o NLRP3, e o ativar, o que refor¢ca a interagéo
entre as duas enzimas objeto do estudo na neuroinflamacao (ZHOU, 2010).

Estudos mostram que as catepsinas B sdo ativas nas micréglias para liberacdo de
mediadores inflamatérios, desenvolvendo um papel central na inflamacgédo cronica. Tais
mediadores podem induzir a apoptose, causando perda neuronal e declinio cognitivo, além da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, que também podem ser tOxicas para os neurdnios.
(CARRILLO-MORA et al., 2014; TANEO et al., 2015).

A hipétese de que o vazamento lisossomal de catepsina B patogénica para o citosol resulta
em neurodegeneracgdo e déficits comportamentais de DA, é apoiado por amplas evidéncias de

estudos em modelos clinicos e animais com DA (HOOK et al., 2020).

A inibicdo da catepsina B, na microglia, por meio da sinalizacdo de RNA, resultou na
reducdo dos efeitos toxicos causados pela AR (GAN et al.,, 2004). Assim, novos inibidores,
principalmente os reversiveis, sdo importantes a serem descobertos, visando o tratamento da

Doenca de Alzheimer.

A administracdo oral de E-64d, um potente inibidor de catepsina B, em camundongos
APP/Lon resultou em melhora do déficit de memaria e redugéo nos niveis de AB(1-40) e AB(1-
42), assim como peptideos truncados pGlu-ABR(3—40) e pGlu-AB(3-42) (pGlu = piroglutamato).

No entanto, tal inibidor é pouco seletivo, e inibe outros tipos de catepsina (HOOK G, 2014).

Outro inibidor, o CA-074, potente e seletivo para catepsina B, foi administrado na sua forma
de pro-droga (CA-074Me) em camundongos geneticamente modificados para DA causou
melhora da memoria e reduziu AB(1-40) e AB(1-42) no cérebro(HOOK VY, 2008). No entanto,

os dois inibidores séo irreversiveis e podem causar sérios efeitos adversos (MURATA M, 1991).
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Algumas moléculas inibidoras de catepsinas B ja foram identificadas a partir de animais
marinhos. A shishicrellastatina A e B, dois esteroides isolados da esponja marinha

Crellaspinulata, demonstraram inibicdo da enzima com valor de IC50 de 8 ug/mL.

A partir de uma outra esponja, a Theonellaaff. Mirabilis, um outro inibidor foi identificado,
com IC50 de 29.0 ng/mL.

Neste trabalho identificamos, por espectrometria de massas, a presenca de betaina como
um possivel inibidor da catepsina B. De acordo com o PubChem, a férmula molecular da betaina
€ CsHioNO2 e massa monoisotépica 117,078978594, 0,0098 Da de diferenca para a massa
experimental encontrada, 117,0887 Da.

A betaina j& foi descrita em animais marinhos do filo Cnidaria (o qual pertence a A. pallida):
em corais, aguas-vivas e anémonas, inclusive do género Aiptasia. Alguns trabalhos apontam a
presenca do composto também em algas simbiontes. Nesses animais, a betaina exerce uma

funcéo de regular a pressédo osmotica celular (YANCEY et al., 2010).

A betaina ja foi descrita como inibidora da atividade de algumas enzimas, como
colinesterase (ZHUKOVSKII et al., 1996). Trabalhos também mostram a inibi¢cdo de catepsinas K
pela betaina, atenuando a osteoatrite, uma vez que essa catepsina esta envolvida na reabsorcao

Ossea e osteoclastogénese (YAJUN et al., 2021).

Além disso, um trabalho mostrou que a betaina inibiu a agregacéo do peptideo amiloide e
toxicidade causada por enzimas transglutaminase e lisil oxidase, in vitro, o que demonstra o seu
potencial de diminuir a formagé&o de fibrilas mediada por enzimas de matriz extracelular e estresse
oxidativo (ISMAIL et al., 2018).

A reducdo do estresse oxidativo tem sido bastante descrita pelo uso da betaina. Em um
modelo animal de Parkinson, a administragdo de 1,5% w/w de betaina por via oral aumentou a
concentragcdo de homocisteina, glutationa e melhorou a atividade de glutationa peroxidase,
superoxido dismutase e catalase. Esses efeitos foram atribuidos as propriedades de transferéncia
de grupo metil via enzima betaina homocisteina metil transferases (ALIREZAEI et al., 2015).

A estrutura da betaina se assemelha em partes do E-64, o principal inibidor da catepsina
B, o que indica a sua atividade. No entanto, uma prova de conceito é importante para fundamentar
essa descoberta.

A crescente compreensdo do sistema proteolitico da catepsina B na micréglia pode

contribuir para o desenvolvimento de inibidores especificos da catepsina B permeéveis a barreira
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hematoencefalica, de compostos oralmente ativos como intervencfes terapéuticas contra

doencas inflamatorias cerebrais e envelhecimento cerebral, como a DA.

Desta forma, a obtencdo de novos inibidores de enzimas comprovadamente importantes
para o desenvolvimento da neuroinflamacédo na Doenca de Alzheimer, como é o caso da caspase-
1 e da catepsina B, a partir de produtos naturais nunca estudados, representa a descoberta de
novos protétipos que podem contribuir com a reducdo da neuroinflamacdo e ser um dos

tratamentos dessa doencga sem cura.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel obter extratos e moléculas capazes de inibir tanto a caspase-1 quanto a
catepsina B, enzimas importantes para o desenvolvimento da neuroinflamacéo causada por

placas amiloides na Doenca de Alzheimer.

Duas moléculas conhecidas foram identificadas - trigonelina para caspase-1 e betaina para
catepsina B. No entanto, outras moléculas ndo puderam ter a sua estrutura elucidada, por se

tratar de compostos inéditos, que serdo explorados em um préximo estudo.

Desta forma, novos prototipos foram obtidos como inibidores de enzimas pouco
consideradas para a DA, e que podem se tornar importantes alvos terapéuticos, e poderdo

contribuir para o controle dessa doenga sem cura.
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