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RESUMO

Brito, Juliana Ferreira dos Santos. Efeito da ezetimiba na absorsao
do colesterol através do transportador Niemann Pick como ferramenta de
controle de carrapatos: Seropédica, RJ. 2025. 63p. Dissertacao (Mestrado
em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

O uso de acaricidas quimicos € a principal forma de controle de infestacbes
de carrapato. Porém a falta de conhecimento ou até mesmo a forma errada de uso
desses produtos leva a uma populagao de carrapato mais resistentes a acaricidas
além do impacto ambiental causado por esses produtos quimicos. Dessa forma, é
importante conhecer todos os aspectos biolégicos do carrapato, no sentido de se
desenvolver novas ferramentas decontrole. Ha muita informagédo sobre o perfil
lipidico de outros artrépodes, porém pouco se sabe sobre esse perfil em carrapatos.
A ezetimiba € um farmaco muito usado no tratamento da hipercolesterolemia e age
como inibidor seletivo da absorgdo de colesterol onde prejudica o transporte do
mesmo. Este trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade celular, o perfil lipidico
de linhagens celulares embrionarias de duas espécies de carrapato antes e apés
tratamento com ezetimiba. Avaliar através de modelagem molecular a interagao da
ezetimiba com o transportador de colesterol, Niemann Pick, das duas epécies As
células utilizadas foram BMP36 e IDES8, de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
Ixodes scapularis, respectivamente. As placas de 12 pogos contendo as células
alvo possuiam uma concentracido pré-definida. Apés formagdo de monocamada
confluente as células foram tratadas com ezetimiba em trés concentracdes
diferentes (25 uM, 50 uM e 100 uM) e avaliadas em trés tempos diferentes de
contato (24, 48 e 72 horas). Ensaios de viabilidade foram realizados e as amostras
foram encaminhadas a extragao de lipidios e analise por cromatografia em camada
fina. No tempo de 24 horas foi observado uma diminuicdo na viabilidade da
linhagem IDE8 apenas na concentragdo mais alta, porém em 48 horas a
concentragcdo de 50 pM também apresentou diminuigdo significativa. Ja na
linhagem BMEP36 apenas apds 72 horas de tratamento foi possivel observar
diminuicao significativa exclusivamente na concentragao de 100 pM. O perfil lipidico
das linhagens celulares foi determinado e observou-se a presenga de colesterol
(CHO) e éster de colesterol (CHOE). Foi possivel constatar, que as células



embrionarias de carrapato sofrem influéncia com a adic&o do inibidor de colesterol
e o0s niveis de colesterol e éster de colesterol sdo diminuidos. Avaliando-se os
resultados, conclui- se que o perfil lipidico encontrado nas células embrionarias de
linhagens diferentes de carrapato é semelhante ao encontrado no corpo gorduroso
do carrapato. Portanto, pode-se afirmar que a ezetimiba, substancia utilizada para
inibir a absorcéo de colesterol em humanos, inibe a absorcao de colesterol afetando
também os niveis de éster de colesterol em células de carrapatos in vitro. Por fim,
foi realizado um estudo tedrico de docking molecular, utilizando a fungdo de
pontuacdo ChemScore, visando observar a interacdo da ezetimiba com modelos
de transpotador de colesterol de ambos os carrapatos, construidos a partir do molde
da proteina C1 de Niemann-Pick humana (NPC1L1). Verificou-se que o ligante
interage favoravelmente com a proteina presente no metabolismo do colesterol dos
carrapatos, tendo uma ligeira vantagem na interagdo com o modelo /. scapularis.
Contudo, estudos sobre a energia envolvida na formagédo dos complexos poderia

fornecer dados mais completos.

Palavras-chave: células embrionarias, transportador, lipidio, viabilidade

celular, modelagem molecular



ABSTRACT

Brito, Juliana Ferreira dos Santos. Effect of ezetimibe on cholesterol
absorption through the Niemann-Pick transporter as a tool for tick control:
Seropédica, RJ. 2025. 63p. Dissertation (Master Degree in Chemistry). Institute of
Exact Sciences, Department of Chemistry, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

The use of chemical acaricides is the main method used to control tick
infestations. However, a lack of knowledge or even incorrect use of these products
leads to a tick population that is more resistant to acaricides, in addition to the
environmental impact caused by these chemicals. Therefore, it is important to
understand all the biological aspects of ticks to develop new control tools. There is
much information about the lipid profile of other arthropods, but little is known about
this profile in ticks. Ezetimibe is a drug widely used in the treatment of
hypercholesterolemia that acts as a selective inhibitor of cholesterol absorption,
impairing its transport. This study aimed to evaluate the viability and lipid profiles of
embryonic cell lines of two tick species before and after ezetimibe treatment. To
evaluate, through molecular modeling, the interaction of ezetimibe with the cholesterol
transporter Niemann Pick of the two species. The cells used were BMP36 and IDE8
from Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Ixodes scapularis, respectively. The
12-well plates containing target cells had a predefined concentration. After the
formation of a confluent monolayer, the cells were treated with ezetimibe at three
different concentrations (25, 50, and 100 yM) and evaluated at three different contact
times (24, 48, and 72 h). Viability assays were performed, and the samples were
subjected to lipid extraction and analysis by thin-layer chromatography. At 24 h, a
decrease in the viability of the IDE8 lineage was observed only at the highest
concentration; however, at 48 h, the concentration of 50 uM also showed a significant
decrease. In the BMEP36 line, a significant decrease was observed only after 72 h of
treatment at 100 uM. The lipid profile of the cell lines was determined, and the
presence of cholesterol (CHO) and cholesterol esters (CHOE) was observed. It was
observed that tick embryonic cells were influenced by the addition of the cholesterol
inhibitor, and the levels of cholesterol and cholesterol ester were reduced. Evaluating
the results, it was concluded that the lipid profile found in embryonic cells of different
tick lineages was similar to that found in the tick fat body. Therefore, ezetimibe, a



substance used to inhibit cholesterol absorption in humans, inhibits cholesterol
absorption and affects cholesterol ester levels in tick cells in vitro. Finally, a theoretical
molecular docking study was performed using the ChemScore scoring function to
observe the interaction of ezetimibe with cholesterol transporter models of both ticks
constructed from the human Niemann-Pick C1 protein (NPC1L1) template. It was
found that the ligand interacts favorably with the protein present in the cholesterol
metabolism of ticks, with a slight advantage in the interaction with the I. scapularis
model. However, studies of the energy involved in the formation of these complexes

can provide more complete data.

Keywords: embryonic cells, transporter, lipid, cellular predictions, molecular
modeling
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1. INTRODUGAO

Os carrapatos sao ectoparasitas, hematofagos e apresentam grande preocupacgao
entre médicos e veterinarios pois enquanto se alimentam, se tornam vetores eficientes de
diversos patdogenos podendo causar doengas graves em animais e até mesmo pessoas.
Além de ser um vetor em potencial, durante sua alimentagao, o carrapato provoca danos
diretos aos seus hospedeiros, principalmente gados, causando grande impacto na

economia.

A principal forma de controle desses ectoparasiitas € o uso de acaricidas quimicos,
porém o uso desses quimicos apresentam diversas desvantagens ao meio ambiente, além
de deixarem residuos em produtos de origem animal e o surgimento de carrapatos mais
resistentes a esses quimicos. Por esse motivo, os carrapatos tem sido alvo de muitos
estudos, visando entender melhor sua fisiologia, bem como as moléculas que regulam a

interacao carrapato-hospedeiro e 0s mecanismos que participam desse processo.

A busca por novas metodologias de controle desses animais tem apresentado
resultados importantes relacionados ao metabolismo de lipidios desses animais, porém
ainda pouco se sabe sobre esse assunto. Estudos revelam o colesterol como lipidio mais
abundante no corpo gorduroso do carrapato, levando o colesterol a ser um alvo de
pesquisas como um possivel caminho na busca por novas metodologias para cotrole de

carrapatos.

O Colesterol é responsavel pela fluidez e permeabilidade das células e apresenta
papel importante na regulagdo da pressdo osmoética intracelular e extracelular. Os
carrapatos utilizam a proteina Niemann-Pick contendo dominio C1 (NPC1) para absorver
colesterol proveniente da dieta para posteriormente ser usado como precursor de moléculas
importantes para varios processos fisiologicos ( Xavier et al., 2021 ; Maritz-Olivier et al.,
2023). Porém é possivel encontrar uma vasta literatura relacionada ao metabolismo de
colesterol em insetos e outros ectoparasitas, mas para carrapatos os dados ainda sao

€SCasso0s.

Xavier e colaboradores (2021) destacam que ao inibir o metabolismo de colesterol

em fémeas de R. Microplus utilizando ezetimiba afeta diretamente o desenvolvimento de

13



embrides deixando os ovos mais sucetiveis a colonizacao de bactérias. De Dios-Blazquez

e colaboradores (2024) descrevem uma alta mortalidade em Ornithodoros moubata

adulto alimentado com sangue tratado com ezetimiba e demonstra que o metabolismo de

colesterol ao ser inibido causa efeitos prejudiciais ao carrapato.

Este trabalho propde gerar novos dados relacionados ao mecanismo de acgdo da
proteina Niemann-Pick utilizando de ferramentas como cultivo celular para avaliar a
viabilidade celular e o perfil lipidico de linhagens celulares embrionarias de carrapato antes
e apos tratamento com ezetimiba. Além de utilizar a modelagem molecular para prever
caracteristicas estruturais presentes na interacdo da ezetimiba com o transportador de
colesterol, Niemann Pick, a fim de entender melhor o impacto da inibicdo da absorgéo de

colesterol para esses ectoparasitas.

2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar linhagens celulares embrionarias de duas
espécies de carrapato antes e apods tratamento com ezetimiba. Avaliar através a interagao

da ezetimiba com o transportador de colesterol, Niemann Pick, das duas epécies.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular das células embrionarias tratadas e nao tratadas com

ezetimiba;

e Estudar imagens de morfologia celular das células indentificando diferencas pos

tratamento;

e Avaliar o perfil Lipidico das células embrionarias quantificando colesterol, éster de

colesterol em cada uma delas frente ao inibidor ezetimiba;

e Avaliar a interagdo da ezetimiba com o transportador de colesterol Niemann Pick das

duas espécies utilizando modelagem molecular.

14



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Viséo geral do carrapato

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe
Arachnida, Subclasse Acarina, Ordem Ixodida e distribuidos em trés familias:
Ixodidae, Argasidae e Nutalliellidae. A Familia Ixodidae € a que apresenta maior
numero de espécies quando comparada com as outras familias. Sdo mais de 720
espécies divididas em 14 géneros e sao conhecidos como carrapatos duros por terem
um escudo dorsal resistente. Outra caracteristica dessa familia € que os machos sao,
em maioria, menores que as fémeas. Os géneros da familia Ixodidae de maior
importdncia em relacdo a fauna brasileira sdo Rhipicephalus, Dermacentor,
Haemaphysalis, Ixodes e Amblyomma, cada um com caracteristicas morfoldgicas
diferentes. O género Ixodes, por exemplo, ndo possui olhos nem festdes e possuem
um sulco anal anterior ao anus. O género Amblyomma possui o aparelho bocal longo
e a espécie Rhipicephalus sanguineus é o carrapato marrom do cachorro
(GUGLIELMONE et al., 2010, GARCIA et al., 2019).

Carrapatos séo ectoparasitos, ou seja, vivem na superficie do corpo de seus
hospedeiros. Outra caracteristica importante do carrapato é ser hematéfago, o que
significa que se alimenta do sangue de aves, mamiferos, répteis ou anfibios e é
durante esse processo de alimentacdo que eles se tornam vetores de agentes
patogénicos como bactérias, virus, entre outros, afetando de modo geral a saude

publica e causando efeitos na economia devido ao impacto na pecuaria.

O carrapato Amblyomma sculptum (conhecido como carrapato-estrela) € um
exemplo de carrapato causador de grande impacto na saude publica por transmitir o
agente causador da febre maculosa que é letal. Outra espécie que possui grande
importancia € o carrapato /xodes scapularis (figura 1), conhecido popularmente como
carrapato de perna preta. E conhecido por ser vetor de sete patégenos causadores de

doengcas como a doenca de Lyme, anaplasmose, babesiose, doenca de Borrelia
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miyamotoi, doenga do virus Powassan e erliquiose associada a Ehrlichia muris
eauclarensis. (EISEN et al., 2018)

black-legged, or deer, tick
{ixodes scaputaris)

© 2012 Encyclop=dia Britannica, Inc.

Figura 1- Carrapato Ixodes scapularis. (Retirado de

https://www.britannica.com/science/Lyme-disease

O carrapato Rhipicephalus microplus (figura 2), conhecido popularmente
como carrapato do boi, apresenta grande importancia. Essa espécie tem como
principal hospedeiro o boi, porém também pode ser encontrada parasitando outros
animais como equinos e ovinos. Além do fato de serem responsaveis pela
transmissao de agentes causadores de doengas, a presenga dessa espécie em
animais pode levar a outros problemas como miiase, queda na producao de leite,
anemia, desvalorizacido do couro, irritacao, prostracdo e até mesmo levar o animal
a morte. O impacto econdmico causado por este ectoparasita na industria Brasileira
¢ estimado por GRISI et al.,, 2014 em US$ 3,24 bilhdes/ano. Essa espécie é
conhecida como vetor dos agentes da tristeza parasitaria bovina causada pelos
protozoarios Babesia bovis, Babesia bigemina e a riquétsia Anaplasma marginale
(SAREZ et al., 2011; LEAL et al., 2006)
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Figura 2 - O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus parasitando seu hospedeiro, o

boi ( Bos taurus). Retirado de www.icb.usp.br/~marcelcp/Boophilus.htm.

Quanto ao ciclo de vida do carrapato, de maneira geral, possui quatro
principais estagios, sendo eles: ovo, larva, ninfa e adulto (VECHTOVA et al., 2020).
Com excecgao do primeiro estagio, em todos os estagios o animal precisa de um
hospedeiro para se alimentar. Os carrapatos ixodideos se alimentam uma vez por
estagio e o tempo do ciclo de vida varia a cada espécie (BENDELE et al., 2019).
No caso do Rhipicephalus microplus, por exemplo, pode-se dividir seu ciclo de
vida em duas fases, parasitaria ou n&do parasitaria (figura 3). A fase nao parasitaria
se trata do periodo em que a teledgina se desprende do animal e cai no solo para
encontrar um lugar seguro e escuro para depositar seus ovos. Apds isso a fémea
morre, enquanto o macho vive por alguns dias Ao final da embriogénese ha
eclosdo e as larvas vao para as pontas das folhas agrupadas e ficam a espera de
um hospedeiro, podendo esperar por mais de oitenta dias. A fase parasitaria se
inicia no momento em que a larva encontra um hospedeiro em potencial e se
alimenta dando continuidade no ciclo e indo de larva para ninfa e apos 9 a 16 dias
vai para o estagio de adulto (GONZALES et al, 1974).
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Figura 3 — Representagao do ciclo do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus demonstrando a fase parasitaria e nao parasitaria (Retirado de Gonzales
et al., 1974).

Desse modo, € visivel e incontestavel a importancia de estudos relacionado a
busca de conhecimento de aspectos biolégicos do carrapato, devido aos impactos na
saude publica decorrentes destes parasitos, somado a prejuizos econébmicos para
criadores de gados, galinhas, entre outros animais (PEGRAM et al., 1990; TORINA et
al., 2014). Hoje, a principal forma de controle de infestagdes desse ectoparasitas se da
pelo uso de acaricidas, entretanto, a falta de conhecimento sobre aspectos biolégicos
do carrapato, ou até mesmo da forma correta da aplicagado desses produtos, podem
levar a populagdes de carrapatos mais resistentes a acaricidas (EUROPEAN et al.,
2018, Obaid et al., 2022 ). Além disso, o uso indevido de compostos quimicos causam,
também, contaminacdo ambiental e podem deixar residuais quimicos em produtos
derivados de animais tratados. (CASTRO-JANER et al., 2010, SHAKYA et al., 2020).

E crescente o nimero de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de
vacinas contra este parasito, porém ainda n&do ha registros de vacina eficaz até o
momento. O conhecimento aprofundado sobre a fisiologia do carrapato, assim como a
interacao parasito-hospedeiro e moléculas envolvidas em sua sobrevivéncia podem

levar a uma formulacao eficaz de vacina como controle de infestagdes de carrapato.

4.2 Metabolismo de lipideos em carrapatos

Os lipidios constituem basicamente os lipidios neutros e fosfolipidios. As
funcdes dos lipidios sdo muito estudadas em insetos, porém, pouco se sabe sobre
esse assunto em carrapatos.Os lipidios possuem uma variedade de funcdes
celulares, além de ser a forma principal de armazenamento de energia, sao
também, os principais constituintes das membranas celulares (LEHNINGER et al.,
2014). O contorno de uma célula € composta pela membrana plasmatica que
consiste em moléculas de lipidios e proteinas, que nao se ligam covalentemente,
formando ao redor da célula uma barreira fina, flexivel, resistente e hidrofébica
(MAXFIELD et al., 2002). Com o crescimento da célula, sdo inseridas novas

moléculas de proteinas e lipidios fazendo com que haja divisdo celular com formagao
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de duas células, cada uma com sua membrana plasmatica. Os lipidios presentes
na membrana sdo em sua maioria fosfolipidios e colesterol (QUARTACCI et al.,
2002; JIANG et al., 2019).

Estudos apontam um perfil caracteristico de lipidios no carrapato R.
microplus. Foram avaliados os lipidios nos ovos, hemolinfa e corpo gorduroso de
fémeas utilizando a cromatografia em camada delgada (Thin liquid cromatograph —
TLC). No corpo gorduroso de R. microplus, foram encontradas quantidades
significativas de triacilglicerol (TAG), colesterol esterificado (CHOE), e colesterol
livre (CHO) sendo o ultimo o mais abundante. Demonstrando a importancia da
molécula de colesterol no carrapato bovino Rhiplcephalus Boophilus microplus, o
qual é capaz de estocar colesterol livre e esterificado em tecidos de reserva
(IWUALA et al., 1979; ANGELO et al., 2013).

A busca por mais informagdes sobre a embriogénese do carrapato tem sido
muito importante para elaboragdo de novas metodologias para controle desses
vetores. Em embrides de R. microplus verificou-se que o0s principais lipideos
neutros e carregados sao utilizados em diferentes fases do desenvolvimento
embrionario deste carrapato. Detectou-se que os lipideos neutros presentes em
embrides em desenvolvimento sdo: monoacilglicerol (MAG), 1,3 diacilglicerol (1,3-
DAG), 1,2 diacilglicerol (1,2-DAG), acidos graxos (AG), triacilglicerol (TAG) e
colesterol esterificado (CHOE) (MORAES et al., 2007). Além disso, outros trabalhos
tem mostrado que a principal proteina da hemolinfa (sangue dos insetos) tem o
colesterol como principal lipidio transportado (MAYA-MONTEIRO et al., 2000).

O colesterol (figura 4) € uma molécula anfipatica e enquanto constituinte
estrutural de membrana, apresenta um grupo hidroxila C3, orientado para fora da
bicamada e pode formar ligagdes de hidrogénio com um grupo fosfato de um
fosfolipidio. A porgdo apolar apresenta estrutura triterpenoide tetraciclica e uma
cadeia de hidrocarbonetos que interagem com as cadeias apolares do fosfolipidio
organizando a membrana, sua fluidez e fluxo de moléculas (ALBERTS et al., 2002).
Essa fluidez e permeabilidade apresenta papel importante na regulagcéo da presséo
osmética intracelular e extracelular. E considerado um esterol, que consiste em
quatro anéis fusionados, trés com seis carbonos e um com cinco. Formado por 27
atomos de carbono, com uma cabeca polar e um corpo hidrocarbonado apolar
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constituido pelos quatro anéis do nucleo esteroide e pela cadeia alifatica lateral
ligada em C-17. E o principal esterol sintetizado no tecido animal (LEHNINGER et
al., 2014).

Cadeia lateral alquila
H 2 24 2

Grupo- Ucleo esteroide
P B

-cabeca 4 6
polar

Figura 4 — Estrutura quimica do colesterol com representacédo de anéis de A a D, grupo
cabeca polar. (LEHNINGER et al., 2014)

Um outro evento importante da molécula de colesterol € a formagéao de
regides denominadas de lift rafts na bicamada fosfolipidica e participam de eventos
de endocitose (GUAN et al., 2013; ZHUANG et al., 2002). Uma outra caracteristica
importante € o seu papel como precursor de horménios, mais especificamente
horménios sexuais, e outros relacionados ao metabolismo energético (ALBERTS et
al., 2002). Um dos horménios que é sintetizado a partir do colesterol é a 20-
hidroxiecdisona, envolvida com a muda, processo fisiolégico importante e que esta
associado ao desenvolvimento e manutencgao da vida dos artropodes (LAFONT et
al., 2005; MAURER et al., 1993; REWITZ et al., 2006; TIHIDI-ESFAHANI et al.,
2011).

Um ponto importante e que deve ser destacado, € que os artropodes em geral
nao sao capazes de sintetizar essa molécula, sendo dependente de fontes
exdgenas. Isso se deve ao fato desse grupo de animais ter perdido o gene que
codifica para a enzima que converte a molécula de farnesil pirofosfato em esqualeno
(SEEGMILLER et al., 2002; VINCI,XIA & VEITIA, 2008).
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4.3 Absorcao de Colesterol proveniente da dieta em carrapatos

Como nao sao capazes de sintetizar colesterol, o carrapato retira o que
precisa quando se alimenta. Os lipideos presentes no sangue sao triacilglicerol
(TAG), fosfolipideos (FL), éster de colesterol (COL-E) e acidos graxos (AG). A
digestéo e absorcao de lipideos em insetos hemato6fagos é realizada principalmente
no intestino gerando produtos como colesterol e acidos graxos livres. Porém, pouco
se conhece sobre esse processo e as etapas posteriores (MAJEROWICZ,
GONDIM, 2013).Segundo Godim e colaboradores (2018), apos a alimentagdo com
sangue, o inseto hematofago ativa o metabolismo de lipideos, devido a liberacao e
neuropepitideos e hormdnios, que atua em diferentes alvos. Um desses alvos € o
corpo gorduroso que tem grande importancia por ser responsavel por funcionar
como reserva de energia para suprir demandas como ovoogenise ou até mesmo a
necessidade de sobreviver a um longo tempo de jejum. (GODIM et al., 2018).0
processo de absorc¢ao de colesterol € muito mais conhecido em vertebrados do que

invertebrados.

Menos ainda se conhece em relagdo a absorcao de colesterol no carrapato,
a maior parte do que se sugere sdo baseados em outros artropodes ou vertebrados.
Em vertebrados, o triacilglicerol (TAG) provenientes de uma alimentacéo é
hidrolisado por lipases pancreaticas indo a monoacilglicerol (MAG), diacilglicerol
(DAG) acidos graxos (AG) e o éster de colesterol (CHO-E) é convertido em colesterol
livre (CHO) e AG. Os lipideos, em forma de micelas, sdo captados pela proteina
transportadora Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1). No interior das células, ocorre o
transporte para o reticulo endoplasmatico onde o colesterol pode ser reesterificado
ou voltar ao lumen intestinal (Figura 5) (NGHIEM-RAO; MAVIS; PATEL, 2014).
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Figura 5 — Mecanismo de agdo da ezetimiba e sobre a proteina
transportadora de membrana NPC1L1 na inibicdo da absorgcdo de colesterol.
(ANTHONY et al., 2015)

A proteina transportadora NPC1L1 tem papel fundamental no processo de
absorcdo de colesterol e uma vez inibida, o metabolismo de colesterol é
influenciado. Um farmaco muito utilizado responsavel por inibir essa absorcao € a
ezetimiba (EZE). E um farmaco muito usado no tratamento da hipercolesterolemia
e age como inibidor seletivo da absorgao de colesterol (LIOUDAKI et al., 2011). Se
caracteriza com um po branco, cristalino soluvel em etanol, metanol, acetona e

praticamente insoluvel em agua. Tem como ponto de fusdo aproximadamente

163°C, massa molecular de 409,41 g mol '1, € estavel em temperatura ambiente
com estrutura quimica mostrada na fugura 6 (BURNETT et al., 1994).

Figura 6 - Férmula molecular da droga ezetimiba (BURNETT et al., 1994)
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A ezetimiba pode ser usada sozinha ou em conjunto com estatinas inibindo o
transporte de colesterol. Existem estudos que utilizam esse farmaco em linhagens
celulares avaliando o comportamento delas frente ao inibidor e comprovam que a droga
interfere no transporte intracelular, reduzindo os percentuais de infeccdo da mesma por um
virus (LUCIFORA et al,, 2012). Além disso, outros autores relatam a ampla variedade de
aplicagdes relacionadas a ezetimiba. Como Andrade-Neto e colaboradores (2016) sugerem
que a ezetimiba interfere na biossintese de esterdis em parasitas Leishmania. Xavier e
colaboradores (2021) relatam que o uso da ezetimiba utilizando alimentagao artificial
inviabiliza o desenvolvimento do embrido além de deixar os ovos mais suscetivel a
colonizagdo por bactérias. Ahmed e colaboradores (2023) relatam as possiveis
propriedades anticancerigenas utilizando técnicas de viabilidade celular e docagem
molecular para explorar o efeito da ezetimiba em células cancerigenas. De Dios-Blazquez
e colaboradores (2024) mostra que a inibicdo da absor¢ao de colesterol com ezetimiba
resultou em até 77% de mortalidade em Ornithodoros moubata adulto, além de influenciar
o desempenho reprodutivo feminino em termos de numero e fertilidade dos ovos postos.
Todos esses autores evidenciam o grande potencial da ezetimiba para pesquisas in vivo e

in vitro.

4.4 Cultivo Celular de carrapatos

A técnica de cultivo celular de carrapatos consiste em manter e manipular células
controlando suas condi¢gdes para manter as caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas e
genéticas iniciais (SALATA at al., 2021). E utilizado no isolamento e propagacéo de
patégenos como Ehrlichia ruminantium (BELL-SAKYI et al., 2000), Ehrlichia canis
(EWING et al., 1995) e Anaplasma marginale (MUNDERLOH et al., 1996), entre outros
patogenos transmitidos por carrapatos. O uso de linhagens celulares tem sido muito
utilizado em estudos relacionados ao fornecimento de substratos para realizagao de
diagndsticos e produgao de vacinas, sobre mecanismo de ag¢ao de drogas, sinalizagao
celular, entre outros. Tem como vantagem a redugdo da necessidade de
experimentagdo animal na realizagdo de estudos, além disso, o cultivo celular € uma
ferramenta muito utilizada em estudos sobre mecanismo de ag¢do de drogas,
sinalizagao celular, produgao de vacinas, entre outros. o estudo da biologia de
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carrapatos e das doencas transmitidas por eles. E usado em todo o mundo e
apresenta grande importancia na medicina veterinaria permitindo o fornecimento de
substratos para realizagdo de diagndsticos e produgao de vacinas, além de reduzir a
necessidade de experimentacdo animal na realizacdo de estudos.

As linhagens celulares podem ter origem embrionarias ou provenientes de 6rgaos
como ovario e tubos de Malpighi. Os estagios do artropode mais utilizados para cultivo
de células s&o os de ninfa ou os ovos (KURTTI; BUSCHER 1979). A metodologia mais
comumente usada foi descrita por Kurtti e colaboradores (1988). As células
embrionarias sdo obtidas através de um macerado de ovos que precisam passar por
um processo de esterilizacdo de suas superficies, assim como € preconizada a
esterilizagdo da superficie dos carrapatos fémea antes mesmo de fazerem a postura.
A esterilizacdo é necessaria pelo fato do cultivo celular precisar ser livre de
contaminacgdes, e por isso faz-se uso de fluxos de capela laminar, instrumentos
autoclavados e meios de cultura filtrados. Quando os ovos sdo macerados e as células
passam a crescer em frascos de cultivo, essa cultura passa a ser chamada de células
primarias. Essas células conseguem manter as caracteristicas do tecido de origem
por um curto tempo, logo depois comegam a se degradar e suas caracteristicas
comegam a mudar. Conforme sao repicadas predominam as ceélulas de maior
capacidade de proliferacdo que ainda possuem caracteristicas do tecido de origem,
mas possuem alta proliferagdo. Assim, passam a ser chamadas de linhagem celular
continua e sdo muito usadas em pesquisas por terem a capacidade de serem
mantidas por um longo tempo (MOLINARO, 2010).

A primeira linhagem de célula de carrapato foi de Rhipicephalus appendiculatus
proveniente de tecidos de adultos em desenvolvimento (VARMA et al., 1975). Porém,
as linhagens celulares estabelecidas sao, em sua maioria, estabelecidas a partir de
células embrionarias, pois a capacidade de multiplicagdo nesse estagio de
desenvolvimento € maior. (BELL-SAKYI, 1991; MUNDERLOH et al., 1994)

E importante destacar que é necessario todo um cuidado para que as células
sobrevivam por tempo suficiente para serem feitos experimentos. Fatores como
temperaturas de armazenamento, meio de cultura especifico para cada linhagem, pH
ideal e ambiente estéril garantem que a célula continue viva e dando origem a outras

células. Outro fator essencial sdo os meios de cultura utilizados como fonte de
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nutrientes para as células. Esses meios sao solugdes ricas em nutrientes que contém
tudo o que a célula necessita para sobreviver de acordo com suas necessidades
metabdlicas, energéticas e estruturais. Para escolher o meio de cultivo ideal, €

necessario consultar a literatura e referéncias de bancos oficiais.

Outro item determinante para o crescimento da célula € a temperatura de
incubagcdo que pode variar de 28°C a 37°C. Para as células de Rhipicephalus
microplus, por exemplo, usa-se 28°C. Ja para células do carrapato /xodes scapularis
utiliza-se a temperatura de 30°C. Além disso, outro fator que influencia é o pH do meio
de cultura que deve ser semelhante ao ambiente de proliferacdo celular dentro de
larvas, ninfas e adultos em desenvolvimento. (MUNDERLOH; KURTTI, 1995)

Uma forma de controlar a saude da linhagem celular ou se existe algum efeito
de substancias em sua proliferacdo é a utilizacdo de testes de viabilidade celular. A
integridade da membrana celular tem grande importancia para a viabilidade da célula
que consiste na contagem de células saudaveis e metabolicamente ativas (ADAN
etal., 2016). Um exemplo, amplamente utilizado, de ensaio de viabilidade € a utilizagdo
de métodos de exclusdo de corantes, como o ensaio de exclusdo do corante azul de
tripano (Tripan).

O uso de linhagens celulares em pesquisas que visam novas formas de controle
de infestagdes de carrapato sdo cada vez mais usadas. A busca por conhecimento
sobre os mecanismos celulares ativados com o uso de acaricidas, além da modulacao
de genes envolvidos nesse processo podem beneficiar a busca por novos acaricidas.
(MANGIA et al., 2018).
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4.5 Modelagem Molecular

Devido a seu baixo custo e rapidez na geragao de resultados, o uso de métodos
e ferramentas computacionais no desenvolvimento de farmacos tem crescido nos
ultimos anos, pois podem ser aplicados em todas as etapas do mesmo, ou seja, desde
a triagem até os estagios pré-clinicos, reduzindo, assim, o risco de falhas. Uma dessas
ferramentas € a modelagem molecular, amplamente aplicada na Quimica Medicinal
moderna, que consiste em modelar e analisar estruturas tridimensionais de moléculas
e suas propriedades, incluindo biomacromoléculas e seus complexos com moléculas
bioativas (chamadas ligantes). (ARSHADI et al., 2020) (FORSTER, 2002)(GUIDO &
ANDRICOPULO, 2008) (SANT'ANNA, 2002) (SHAKER et al., 2021)

A modelagem molecular tem se mostrado uma ferramenta cada vez mais
poderosa e eficiente para constru¢ao de hipoteses e interpretacdo de dados que podem
ser comprovados experimentalmente. Desse modo, € muito importante que os dados
gerados na modelagem molecular sejam interpretados em paralelo com outros dados
da Quimica Medicinal, para se fazer uma comparagdo de resultados tedricos e
experimentais, sempre que possivel. Com isso, tem-se a garantia da qualidade do
modelo ou realizam-se possiveis modificagdes, se necessario. A principal razao para
utilizacdo de modelos moleculares € entender melhor as estruturas e suas propriedades
com auxilio da Quimica Teorica, que utiliza programas especificos para realizar os
célculos necessarios, e computacao grafica para construir e manipular os modelos. Na
pratica, partindo de um modelo inicial da estrutura molecular, os programas utilizam
modelos tedricos para gerar um sistema otimizado dessa estrutura. (SANT'ANNA,
2015).

No campo da descoberta de novos candidatos a farmacos, a modelagem
molecular é usada no Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (CADD -
Computer Aided Drug Design). O CADD utiliza ferramentas e técnicas computacionais
para o Planejamento de Farmacos baseado na Estrutura do Alvo (SBDD - Structure
Based Drug Design) ou Baseado nos Ligantes (LBDD - Ligand Based Drug Design). A
abordagem LBDD utiliza o conhecimento prévio sobre os compostos bioativos, tais

como estrutura e atividade, para construir modelos que relacionem ambos. Ela é
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empregada, em geral, quando a estrutura 3D da proteina alvo € desconhecida. A
vertente SBDD explora o modo de interagéo proteina-ligante, a fim de estudar fatores
estruturais que sejam importantes para a ligagéo e, assim, propor novos candidatos a
ligantes ou modificagbes naqueles ja conhecidos (SHAKER et al., 2021; SANT'ANNA,
2002; MENDES, 2023).

Tendo em vista a vertente SBDD, uma das técnicas que mais cresceu em
estudos de Quimica Medicinal nos ultimos anos foi a Docagem Molecular (conhecida
também como Ancoramento Molecular ou, ainda, no inglés Molecular Docking) que
permite prever o modo com que um ligante ira interagir com uma molécula alvo no seu
sitio de interacdo conhecido, geralmente uma proteina. (KUNTZ et al., 1982). Essa
abordagem da modelagem molecular possui alto potencial para prever se ha interagdes
energeticamente favoraveis entre moléculas, elucidando as razées moleculares
responsaveis pela agcédo de ligantes ou farmacos. Esse procedimento é feito em um
processo multietapas onde se busca a posicdo, orientacdo e conformagdo que
maximiza as interagdes intermoleculares, as chamadas “poses”. (FERREIRA 2017)
(Dong et al., 2018)

Um dos programas de docagem utilizados para minimizar as inumeras variaveis
do processo é o GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) (CCDC) (VERDONK
et al., 2003), que considera os ligantes flexiveis e a proteina rigida, mas com rotagao
livre para cadeias laterais de residuos doadores de ligacdo de hidrogénio. E possivel
também conferir rotagao livre para um numero limitado de outras cadeias laterais, se
necessario. No programa GOLD é utilizado um Algoritmo Genético (AG) para gerar os
modos de interagao entre um ligante e o alvo (JONES et al., 1997; KITCHEN et al.,
2004).

Uma variedade de estudos utilizando ferramentas computacionais para melhor
entendimento da relacdo do farmaco ezetimiba com seus resultados voltados ao
tratamento de doengas cardiovasculares e seu possivel potencial anticancerigeno tem
surgido nos ultimos anos. (UGWU et al., 2018) (SALGADO et al., 2021) (GU et al.,
2022) (AHMED et al. 2023).

5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 Manutencéo das células

O cultivo celular foi realizado no Laboratério de Doencas Parasitarias do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. As linhagens de células IDE8 e BMP36 foram cultivadas no laboratorio
de cultivo celular com todo o equipamento especifico para este fim. A linhagem de
células de carrapato /. scapularis (IDE8) foi mantida em meio Leibovitz’'s L15B
suplementado com soro fetal bovino inativado 5%, caldo de triptose fosfatada 10%,
lipoproteina bovina concentrada 0,1%, L-glutamina (200 mM) 1%, solugcéo de
antibidticos penicilina (10.000 Ul) e estreptomicina (10 mg/ml) 1%, com pH ajustado
para 6,8. Ja as linhagens de células do carrapato R. microplus foram mantidas em
meio Leibovitz’'s L15 suplementado com soro fetal bovino inativado 20%, caldo de
triptose fosfatada 10%, L-glutamina (200 mM) 1% e solugdo de antibidticos penicilina
(10.000 Ul) e estreptomicina (10 mg/ml) 1%, com pH ajustado para 6,8.

Tabela 1 — Componentes adicionados no meio Leibovtz L15, que depois de

suplementado passa a ser L15B.

Acido Aspartico 299 mg
Acido Glutamico 500 mg
Prolina 300 mg
Acido a-cetoglutarico 299 mg
D-glicose 2239 mg
Estoque de Minerais 1Tml

Estoque de Vitaminas 1ml
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L-15:

L-15 (Leibowvitz) medmm 70ml
Tryptose phosphate broth 10ml
Foetal calf serum (heat-inactivated) 20ml
L-glutamine 200mM 1ml
Pemcillin (10,000units)/ streptomycin (10,000pg) 1ml

L-15B: **Adjust final pH to a nice orange colour using sterile IN sodium hydroxide**

L-15B medmm (Munderloh & Kurtti, 1989)# 85ml
Tryptose phosphate broth 10ml
Foetal calf serum (heat-inactivated) 5ml
Bovine lipoprotein (ICN) 10% solution in L-15B 1ml
L-glutamine 200mM 1ml
Penicillin (10,000units)/ streptomycin (10,000pg) 1ml

Figura 7 — Suplementos para os meios L15 e L15B.

. , 2 ~
As linhagens celulares foram mantidas em frascos de 75 cm com renovagao
semanal do meio de cultura até que apresentasse uma confluéncia com formagao da

monocamada. Apds esse periodo, o frasco foi utilizado para preparo de um

concentrado de células contendo 5,Ox105 cel/mL de meio para o repique em placas
de 12 pocgos. Desse concentrado, 2 mL foram adicionados a cada po¢go em um total
de 4 placas de 12 pocos. Apds o subcultivo, as placas foram mantidas por 24 horas
em ambiente livre de contaminacdo e em suas respectivas estufas com as
temperaturas ideais. A contagem das células foi realizada utilizando Cé&mara de

Neubauer para normalizagdo dos resultados.

5.2 Tratamento de células com ezetimiba

Em 3 placas de 12 pocos foram preparados pocos com diferentes concentragoes
de ezetimiba diluida em etanol nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Além do tratamento,
foi preparado células controle de solvente contendo apenas etanol e uma quarta placa
foi preparada contendo apenas meio de cultura (figura 8).
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Figura 8 - Placa contendo apenas meio de cultura para ser utilizado como controle
(Cmeio). Cada fileira de pogos foi cuidadosamente manipulado em fluxo de capela laminar
para manter o cultivo sem contaminacgdes, possibilitando as analises nos diferentes tempos

(24h, 48h, 72h) em triplicata.

As concentragdes utilizadas foram 25 uM, 50 uM e 100 uM (figura 9).
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Figura 9 — Divisdo de pogos em concentrag¢des diferentes de tratamento com
Ezetimiba (EZE) com controle contendo meio e solvente (etanol). Foram
preparadas 3 placas dessa maneira, possibilitando as analises nos diferentes
tempos (24h, 48h, 72h) em triplicata.

A delineagao do experimento foi realizado de acordo com a figura 10.

Placa1l Placa2
24H 48H

Placa 3 Placa 4
72H Controle Meio

Figura 10 - Desenho experimental da divisdo de placas. Placas 1,2 e 3 contendo
células tratadas e controle de meio com etanol (Cetanol) e placa 4 apenas contendo meio de
cultura. Possibilitando, assim, obter amostras nos diferentes tempos (24h, 48h, 72h) em

triplicata.

A solucao estoque de ezetimiba foi previamente preparada utilizando 12 mg do
farmaco diluido em 3 mL de etanol para solubilizar, dando origem a uma solugao
concentrada. Para as concentragdes de 25 uM, 50 uM e 100 uM foram adicionados as
células 5 yL, 10 yL e 20 uL respectivamente dessa solugao concentrada em pogos

contendo células com 2 mL de meio de cultura.

ApoOs os respectivos tempos, as amostras foram preparadas para extracdo e
caracterizacao de lipidios. A solucéo retirada de cada poco foi transferida para tubos
Falcon de 15 mL onde foram separados 20 uL de cada pogo para determinar a
viabilidade celular com Azul de Tripan. O azul de tripano se trata de um corante
colorimétrico que permite a identificacdo da quantidade de células vivas (sem

coloragdo) e células mortas (coradas em azul) utilizando um hemocitémetro. E um
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teste rapido e simples, e por isso € muito utilizado para avaliar a saude de uma célula
antes de iniciar o experimento, ou até mesmo as condi¢des da célula apds tratamento

com qualquer estimulo citotéxico. (CROWLEY et al., 2016).

Os tubos foram submetidos a centrifugagdo por 10 minutos por 1400 rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi retirado permanecendo no falcon apenas um pellet de
células, foi adicionado 10 mL de PBS (tamp&o) e submetido a nova centrifugagao por
10 minutos a 1400 rpm. Dessa segunda centrifugagéo o sobrenadante foi descartado
e o sedimento transferido para tubo eppendorf com 1mL de PBS para posterior

centrifugagcédo e armazenamento das células a -20 °C.

A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer, contando-se os
quatro quadrantes das extremidades para cada célula. Para a viabilidade celular,
foi utilizado azul de tripam na proporcao de 1:1 de células A viabilidade foi analisada

em microscopio segundo Crowley e colaboradores (2018).

A morfologia das células tratadas e controles foi observada utilizando
esfregacos de citocentrifuga, que apés confeccionados foram fixados em metanol
durante trés minutos e corados em Giemsa (Sigma Aldrich® ) a 10% durante trinta e

cinco minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.3 Extracao de lipidios

A extracdo de TLC foi realizada no LBBMA do Departamento de Bioquimica,
Instituto de Quimica, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A extragao foi
feita segundo Bligh e Dyer (1959).

Colocou-se as amostras extraidas em um tubo cbnico e acrescentou-se agua
ultrapura, de forma que o volume final (H20 + tecido) alcangou um volume total de 500
uL. Em seguida, foi adicionado ao tubo 1 mL de metanol e 2 mL de cloroformio e
colocou-se por 2 minutos no vortex. Apds, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rpm, retirou-se a fase organica (parte inferior), e transferiu-se para
outro tubo devidamente identificado. Adicionou-se ao novo tubo 1 mL de metanol e
500 pL de agua ultrapura, a amostra foi novamente agitada em voértex por 2 minutos

e centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. Retirou-se a fase organica e transferiu-se
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para outro tubo para secagem em nitrogénio (N2). Por fim, as amostras foram

congeladas para futura separagéo através de cromatografia de camada fina TLC.

5.4 Cromatografia de camada fina (TLC)

Antes de comegar, colocou-se a placa de cromatografia em camada delgada para aquecer
para seca-la e ativa-la. Em seguida, os pontos onde as amostras seriam colocadas foram
devidamente identificados. Cada ponto foi estabelecido com 1 cm de distancia do ponto
adjacente, de 0,5 cm cada. A distancia para a corrida foi de 15 cm a partir dos pontos.
Utilizou-se diferentes concentragdes dos padrdes de colesterol (CHO) e éster de colesterol
(CHOE), diluidos em cloroférmio, para construgao de uma curva padrdo. Nos pogos
padrdes foram pipetados 2ug, 4ug, 12ug e 20ug de CHO, e 2ug, 4ug, 6ug e 10ug de CHOE.
Nos outros pogos, foram adicionados 10uL das amostras previamente diluidas em 30uL

de cloroférmio.

Na cuba de cromatografia, adicionou-se uma solugdo contendo 90 mL de
hexano + 60 mL de éter etilico + 1,5 mL de acido acético para a primeira corrida.
Fechou-se a cuba para a saturacao e apds meia hora inclinou-se a placa de maneira
que apenas a superficie inferior entrasse em contato com a solugao presente na cuba.
Ap0s finalizar a primeira corrida (a solugdo chegou aos 7,5 cm marcados inicialmente
na placa), preparou-se a segunda solugéo contendo 120 mL de hexano + 30 mL de

cloroférmio + 1,5 mL de acido acético para correr até os 15 cm.

Ap0s as corridas, a placa foi corada segundo Ruiz e Ochoa (1997), com solugéo
Cherring. Colocou-se a placa seca na estufa em alta temperatura e aguardou-se a
queima e evidenciagdo das bandas. As imagens foram obtidas por escaneamento

digital e a analise das bandas foi feita pelo programa Image Lab 6.0.1.

5.5Modelagem Molecular

Com a finalidade de se entender melhor a interacdo da ezetimiba com
transportadores de colesterol presente no metabolismo dos carrapatos Ixodes

scapularis e de Rhipicephalus microplus realizou-se um estudo de modelagem
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molecular, que foi executado pelo Laboratério de Modelagem Molecular - LabMol, da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, campus Seropédica.

Uma vez que ndo sao encontrados estudos na literatura descrevendo as
interagdo com a proteina inibidora de colesterol em carrapatos, este trabalho teve como
ponto de partida a proteina Niemann-Pick humana. A estrutura do complexo da proteina
C1 de Niemann-Pick humana (NPC1L1) com o inibidor ezetimiba, obtida por
criomicroscopia eletrénica com resolucdo de 3,58 A, foi extraida do Protein Data Bank
— PDB (https://www.rcsb.org/structure/7DFZ), com cédigo 7DFZ (Hu et al., 2021).

A redocagem foi realizada por meio do programa GOLD 2022.3.0 (CCDC), e
consistiu na extragao do ligante co-cristalizado com a proteina na estrutura 7DFZ para
ser, posteriormente, docado no mesmo sitio de ligagcdo do alvo. Essa estratégia foi
empregada com as quatro fungdes de pontuagao disponiveis no programa, a fim de
analisar qual delas forneceria o melhor encaixe proteina-ligante, com base na pontuagao
e no RMSD (Raiz do Desvio Quadratico Médio).

Para a docagem, foram construidos modelos referentes ao transportador de
colesterol dos carrapatos Ixodes scapularis € Rhipicephalus microplus, utilizando o
servidor Swiss-Model, tendo a proteina do complexo 7DFZ como molde. Com base nas
interacdes intermoleculares na estrutura cristalografica (7DFZ) (Figura 12), identificou-se
quais eram os residuos presentes no sitio de interagéo (Tabela 2) e estes foram relacionados
com seus respectivos correspondentes nos modelos /. scapularis e R. microplus, ao alinhar

as estruturas de referéncia e modelos, no Swiss-PDB-Viewer v4.1.0.

No GOLD, foram escolhidos os residuos Trp371 (/. scapularis) e o Trp523 (R. microplus)
como centro da cavidade de interagdo, por corresponderem ao residuo Trp383, que esta
proximo do meio da estrutura da ezetimiba no complexo molde (7DFZ) (Figura 11) e, definiu-
se um raio de 12 A para a cavidade de interagdo. Para fins de avaliacdo do comportamento
do ligante na regiao de interesse, alterou-se o grau de liberdade das cadeias laterais dos

residuos mais proximos a ele (Tabela 2, destaque em cinza), de fixas para livres.
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Val 380

Leu 382

Val 1166

Leu 1234

Figura 11: sitio de interagédo do transportador com a ezetimiba (sombreado), na

estrutura cristalografica de referéncia (PDB ID: 7DFZ).

Residuos correspondentes’ entre a referéncia e os modelos, no sitio de interagéo.

Residuo no transportador Residuo Residuo
de colesterol de H. sapiens correspondente em correspondente
(7TDFZ) I. scapularis em R. microplus

Val380 Val368 Val520

Leu382 Leu370 Leub522

Trp383 Trp371 Trp523

Leu621 1e593 lle757

lle625 Leu597 Leu761

Ser695 Thr667 Thr831

Val697 lle669 11e833
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l1e698 Val670 lle834
Val701 Val673 Val837
Ala768 Ala740 Ala904
Val769 Val741 Val905
Phe772 Phe744 Phe908
Leu871 Leu844 Leu1007
Asp872 Asp845 Asp1008
GIn873 GIn846 GIn1009
Glu874 Glug47 Glu1010
Leu875 lle848 Leu1011
Ala876 Ala849 Ala1012
Phe1101 Phe1071 Phe1230
Tyr1102 Tyr1072 Tyr1231
Val1166 Val1136 Val1295
GIn1233 GIn1203 GIn1361
Leu1234 Leu1204 lle1362
Phe1238 Phe1208 Phe 1366
Phe1239 Tyr1209 Tyr1367

1 Os residuos mais proximos ao ligante estdo destacados em cinza.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Viabilidade celular

O fraco de cultivo celular utilizado para repique nas placas de pogos apresentou

viabilidade maior que 95% em todos os experimentos, se mostrando apta para dar
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continuidade ao experimento. O repique foi feito de forma que a concentracao final de
células em cada pogo fosse de 5 x 10% cel/ml. Apds 24 horas do repique da cultura
celular para as placas, houve confluéncia da monocamada e foi visto um perfil de

célula saudavel.

Os tempos utilizados no experimento foram baseados no tempo de vida das
células apods tratamento na concentragao mais alta. Assim, os tempos utilizados foram
de 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento, visto que no tempo maior ja ndo havia mais
viabilidade da célula na concentragao mais alta (100 uM). além disso, vale ressaltar
que a concentragdo mais alta partiu do que ja foi visto segundo LUCIFORA e
colaboradores (2012).

Em geral, a viabilidade celular é medida pelo percentual de células saudaveis
presentes em um determinado grupo. Em grande parte da literatura o ensaio com Azul

de Tripan é utilizado devido a rapidez nos resultados e simplicidade na execucao. Este

ensaio visa avaliar a sobrevivéncia celular e permite realizar ensaios in vitro de
viabilidade e citotoxicidade sendo usado em diversas possibilidades de ensaios.
Consiste em contagem de células coradas e ndo coradas pois é excluido de células
intactas (vivas), mas pode corar, em azul, células com uma membrana comprometida
(Kerschbaum et al., 2021). Sendo, assim, possivel calcular o percentual de células

viaveis em cada poco.

Resultados na linhagem IDE8 sugerem que em 24 horas apos o tratamento ja
é possivel ver uma diminui¢do significativa na viabilidade celular relativa ao controle
na concentracdo de 100 pM, com uma diminuicdo de 51% nessa concentragao.
Enquanto que em concentragdo mais baixas ndo houve diferenga significativa no
tempo de 24 horas. Ja nos tempos seguintes, além de diminuir cerca de 80% da
viabilidade relativa ao controle na concentracao de 100 uM, também foi possivel
observar uma diminuicdo de 23% na viabilidade em células expostas a 50 uM de
ezetimiba. A concentragdo mais baixa ndo apresentou diferenga significativa em
relacdo aos controles. Vale ressaltar que os dados ndo apresentaram mudancas

quando comparados os tempos de 48 e 72 horas.(figura 12)
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Figura 12 - Viabilidade celular relativa ao controle da célula IDE8 analisada nos
tempos 24, 48 e 72 horas apos tratamento com ezetimiba. Foram utilizados trés grupos de
células tratas em diferentes concentragdes (25 uM, 50 uM, 100 uM), além de células
controle contendo apenas meio (C). Todos os grupos foram mantidos em estufa com
temperatura ideal da célula e todo o experimento realizado com seis amostras tratadas em

mesmas condicdes, onde os dados apresentados representam a média de cada grupo.

Ja quando observado os dados gerados da viabilidade da linhagem BMP36
proveniente do carrapato Rhipicephalus microplus, o perfil mudou significativamente.
Nos tempos de 24 e 48 horas apds tratamento nenhuma diferenga significativa foi
observada entre as diferentes concentracdes de EZE e os controles.

Mas quando observados os dados no tempo de 72 horas, a concentracdo de
100 uM apresenta uma diferenca de 36,4% (figura 13). Os dados citados sugerem uma
diferenca na resposta de cada linhagem celular ao tratamento com o inibidor de
colesterol. Isso sugere uma diferenga no mecanismo de absor¢gédo ou até mesmo uma

maior sensibilidade a droga da linhagem IDES.
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Figura 13 - Viabilidade celular relativa ao controle da célula BMEP36 analisada nos
tempos 24, 48 e 72 horas apoés tratamento com ezetimiba. Foram utilizados trés grupos de
células tratas em diferentes concentragdes (25 uM, 50 pM, 100 uM), além de células
controle contendo apenas meio (C). Todos os grupos foram mantidos em estufa com
temperatura ideal da célula e todo o experimento realizado com seis amostras tratadas em

mesmas condicdes, onde os dados apresentados representam a média de cada grupo.

Além de sua importancia como componente estrutural da membrana
responsavel pela permeabilidade e fluidez da célula, os lipidios também sao
precursores importantes de horménios (Ke, Chao, Abbas et al., 2020). Uma vez que
acontece uma mudanga do processo de absor¢cdo desse lipideo inibindo seu
transportados, pode impedir a formacao de moléculas com papel estrutural e hormonal

por exemplo levando esse animal a morte ou alterando processos fisioldgicos.

6.2 Alteracdo morfoldgica

Quando observados os resultados referentes a célula IDES8 (figura 14) apos
24 horas de tratamento é possivel visualizar células integras, com o citoplasma e
nucleo bem definidos, tanto no controle com meio quanto no controle com etanol.
Nas concentracdes de 25 e 50 yM também n&o apresentam diferenga neste tempo
em relagdo aos controles e as células continuavam, em sua maioria, integras. Ja
na concentracao de 100 uM o perfil observado € diferente apresentando células
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sem a citoplasma e muitas em destruicdo visivel e aumento da quantidade de

vacuolos.

No tempo de 48 horas nas células IDES8 tratadas com 50 uM de ezetimiba ja
€ possivel observar uma maior mortalidade nas células com o citoplasma
visivelmente destruido e presenca de muitos vacuolos, diferente do que foi visto no
tempo de 24 horas. Enquanto nos controles e nas células tratadas com 25 pM né&o
foi visto diferenga de morfologia quando comparado aos controles. Na concentragao
de 100 uM novamente um grande numero de células mortas podem ser observadas
por todo o campo com um numero alto de debris celulares (vestigios de células e

tecidos).

Passadas 72 horas de tratamento as células que receberam tratamento com
25 uM de ezetimiba ja apresentam vacuolos nos citoplasmas indicando um estresse
alto, porém as células permanecem bem definidas contendo citoplasma e nucleos
visiveis. Ja nas concentragdes de 50 e 100 uM ja n&o é visto mais células integras

e um grande numero de nucleos aparecem degradados por todo o campo.

Os dados de morfologia apresentados para células IDE8 reforcam o que foi
visto nos dados de viabilidade onde os tempos de 48 e 72 horas influenciam
diretamente na viabilidade das células nas concentragdes de 50 e 100 uM enquanto
a concentragdo de 25 pM n&o apresenta grande sensibilidade em nenhum dos
tempos.
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Figura 14: Células IDES tratadas com ezetimiba em diferentes

concentragdes nos tempos de 24, 48 e 72 horas, com os respectivos

controles contendo apenas meio de cultura (Cm) e controle com meio e

Ja em células BMEP36 € possivel observar que a integridade celular
se mantém ao longo do tempo tanto nos controles como nas concentragdes de 25
e 50 uM, apenas com o aumento do numero de vacuolos na concentragao de 50
MM durante os 3 tempos, quando comparada com o controle e as células na
concentracdo de 25 pM. Na concentragcdao de 100 uM o efeito da ezetimiba se
diferencia apenas no tempo de 72 horas onde ainda é possivel observar células
integras, porém contendo um numero maior de membranas fragmentadas,

inumeros vacuolos e nucleos se degradando.(figura 15)
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O perfil visualizado na morfologia para a célula BMEP36 esta de acoroo

com o perfil descrito na viabilidade celular onde existe uma diferenga significativa

apenas no tempo de 72 horas para a concentragao de 100 uM.

Figura 15: Células BMEP36 tratadas com ezetimiba em

diferentes concentracbées nos tempos de 24, 48 e 72 horas, com 0s

respectivos controles contendo anenas meio de cultura (Cm) e controle
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6.3 Analise do perfil lipidico

Foi observado que o perfil lipidico encontrado na linhagem BMEP36 é
semelhante ao encontrado no corpo gorduroso desse artrépode segundo observado
em Angelo e colaboradores (2013). Obteve-se grande densidade em colesterol e éster
de colesterol. As placas de TLC foram analisadas pelo programa Image Lab 6.0.1 e
os resultados foram transferidos para Excel para construcido da curva padrao e
determinacao da quantidade de colesterol e éster de colesterol das amostras controle
e tratadas com ezetimiba. E importante ressaltar, que apés normalizacdo dos célculos

o numero de células nao influencia no valor de densitometria.

No tempo de 24 horas ja é possivel observar uma diminuigdo de 72,75% na
concentracdo de colesterol apenas na maior concentragdo de ezetimiba. Nas
concentragdes de 25 uM e 50 uM, no entanto, ndo apresentaram diferenca significativa
em relagcdo aos controles. Ja no tempo de 48 horas é possivel observar uma
diminuicao significativa em todas as concentragdes de tratamento quando
comparadas com os controles sendo uma diminui¢c&o de 50,6%, 62,31% e 68,49% nas
concentragdes de 25 pM, 50uM e 100 pM respectivamente. (figura 16)
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Figura 16 — Quantificacao referente a célula embrionaria BMEP36 no periodo de 24
e 48 horas ap6s tratamento com ezetimiba. Foram utilizados trés grupos de células tratas em
diferentes concentragées (25 uM, 50 pM, 100uM), além de células controle contendo apenas
meio (C) e células controle contendo etanol, solvente da ezetimiba (Ce:.) Valores obtidos

através do programa Image Lab 6.0.1.
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Para os resultados de éster de colesterol (CHO-E), no tempo de 24 horas ja
apresenta uma diminui¢ao de 72,38% na concentracdo mais alta de EZE, porém em
48 horas é possivel observar essa diminuigdo também na concentragdo de 50 M
apresentando uma diminuigcédo de 69,54 % para a concentragao de 50 uM e 87,65%

em células tratadas com 100 pM (figura 17).
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Figura 17 — Quantificacéo referente a célula embrionaria BMEP36 no periodo de 24 e 48 horas
apos tratamento com ezetimiba. Foram utilizados trés grupos de células tratas em diferentes
concentragdes (25 uM, 50 uM, 100uM), além de células controle contendo apenas meio (C)
e células controle contendo etanol, solvente da ezetimiba (Ce:.) Valores obtidos através do

programa Image Lab 6.0.1.

O colesterol possui papel essencial nas membranas celulares tendo um papel
crucial no crescimento e desenvolvimento celular, além de outros diversos papeis na
fisiologia do carrapato. Os resultados descritos acima sugerem que existe uma acgao
da ezetimiba sobre as células embrionarias de carrapato quando observada sua
viabilidade e também na absorcdo de lipideos. Considerando os resultados
apresentados por Xavier e colaboradores (2021) que observou uma agao direta da
ezetimiba no desenvolvimento do embrido, e também de de Dios-Blazquez e
colaboradores (2024) que observou que a inteferéncia no metabolismo de lipidios
causa efeitos prejudiciais ao parasita, podemos reforgar que a inibicdo do metabolismo
de colesterol em carrapatos possui grande potencial para o desenvolvimento de novos
métodos de controle de carrapatos.
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Estudos mais detalhados sao necessarios para entender a diferénga de resultados

entre as duas linhagens de células, porém ¢é possivel sugerir que exista uma

resistencia maior por parte da célula BMEP36 uma vez que mesmo ocorrendo uma

diminuicdo na absorcéo de colesterol e colesterol éster sua viabilidade celular n&o é

influenciada.

6.4 Modelagem Molecular

Com base no valor de RMSD (Tabela 3), observado na redocagem, todas as

fungdes geraram bons resultados, visto que o valor da melhor pose, em cada caso,

encontra-se abaixo de 2 A e da resolucéo da estrutura cristalografica 7DFZ (3,58 A).

Um baixo RMSD indica uma maior semelhanca entre as poses do ligante docado e co-

cristalizado, assim, dentre todas as fun¢des, optou-se pela ChemScore, tendo em vista

o menor RMSD. A sobreposi¢cao da melhor solugéo, em cada fungdo, com a pose do

ligante de referéncia encontra-se nas figuras 18-21, nas quais é possivel observar que

de fato a fungao escolhida para a docagem € a que fornece um resultado mais préximo

da estrutura cristalografica.

Tabela 3: Parametros obtidos na redocagem da ezetimiba, realizado pelo

GOLD.
" Cadeia lateral dos .. .
Fungao - Solugao (pose) Pontuacgao RMSD (A)
1 40,96 9,50
fixa 2 40,80 948
x, 40,63 9,26
8 44 56 9.00
ChemScore
1 44 30 8,98
livre 9 43,90 8,80
14 43,74 1,24
1 43,64 8,92
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Figura 18: Redocagem da ezetimiba na proteina (7DFZ) com ChemPLP. Sobreposi¢céo da
melhor pose (atomos de C em laranja) e o ligante co-cristalizado (atomos de C em

verde).

Figura 19: Redocagem da ezetimiba na proteina (7DFZ) com GoldScore. Sobreposi¢cao da
melhor pose (atomos de C em laranja) e o ligante co-cristalizado (atomos de C em

verde).
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Figura 20: Redocagem da ezetimiba na proteina (7DFZ) com ChemScore.
Sobreposi¢cao da melhor pose (atomos de C em laranja) e o ligante co-cristalizado (atomos

de C em verde).

Figura 21: Redocagem da ezetimiba na proteina (7DFZ) com ASP.
Sobreposi¢gao da melhor pose (atomos de C em laranja) e o ligante co-cristalizado
(atomos de C em verde).

Na docagem, todas as solugdes apresentaram uma pontuagao semelhante
aquela obtida na redocagem feita com a fungdo ChemScore, indicando uma boa
interacao entre a ezetimiba e os modelos propostos. Contudo, apenas uma solugao
em cada modelo com as cadeias laterais livres teve um RMSD menor que 2 A e do que

a resolucao da estrutura do transportador de colesterol humano (7DFZ) (Tabelas 4 e
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5, destaque em cinza e Figura 22). Mesmo que as solugbes ndo sejam as de

pontuacdo mais alta, elas encontram-se entre as cinco primeiras colocadas e formam

interagdes intermoleculares mais semelhantes as do complexo de referéncia (Figuras

22 e 23). Algumas dessas interagdes intermoleculares e suas respectivas distancias

foram identificadas pelo servidor PLIP (https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-

web/plip/index) (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4: Pardmetros obtidos na docagem da ezetimiba no transportador de

colesterol de Ixodes scapularis.

Cadeia lateral dos

Funcao Solugao (pose) Pontuagao RMSD (A)
residuos
1 40,96 9,50
fixa 2 40,80 9,48
3 40,63 9,26
ChemScore 8 44,56 9,00
1 44,30 8,98
livre 9 43,90 8,80
14 43,74 1,24
11 43,64 8,92

48



Tabela 5: Pardmetros obtidos na docagem da ezetimiba no transportador de

colesterol de Rhipicephalus microplus.

Fungdo Cadeialateraldos  Solugio Pontuagio RMSD (A)
o residuos (pose)
4 42,55 8,90
5 42,09 8,87
fixa
2 42 01 8,87
3 41,31 9,40
ChemScore 3 44 47 9,08
5 43,60 9,17
livre 8 43,08 9,00
1 42 32 1,28
4 42,05 9,43

Figura 22: sobreposi¢cao da ezetimiba no sitio ativo do transportador de colesterol humano
e na cavidade do modelo: A) Ixodes scapularis (atomos de C na referéncia em verde;
solucdo 14, atomos de C em rosa claro (RMSD: 1,24 A); B) Rhipicephalus microplus

(4tomos de C referéncia em verde; solucédo 1, atomos de C em magenta (RMSD: 1,28 A).

Ambos com as cadeias laterais dos residuos livres (ver tabela 5).
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Figura 23: interagao da ezetimiba com os residuos do sitio de interagao do transportador de

colesterol A) no modelo Ixodes scapularis; B) no modelo Rhipicephalus microplus.
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Ao analisar as interagdes hidrofobicas do ligante com a proteina, no modelo
do carrapato R. microplus (11 interagdes, Tabela 6) o ezetimiba possui 3 pontos
de ancoramento a mais com a proteina, em comparagdo com o0 modelo do
carrapato Ixodes scapularis (8 interagdes, Tabela 5); em ambos os sitios, ocorre
uma ligacao de hidrogénio com a carbonila do ligante e, por ultimo, é vista somente
na cavidade do modelo /. scapularis (Tabela 5) uma interagao do tipo empilhamento
p entre um anel aromatico do ligante com a cadeia lateral do residuo Trp371. Esta
€ uma interacdo n&o covalente que ocorre quando dois anéis aromaticos se
empilham paralelamente. A interacdo é favorecida quando os sistemas p estao
deslocados, que é o que podemos observar na p-F-fenila do ligante. Esse tipo de
interagdo esta diretamente ligado a estabilidade da estrutura de proteinas e na
formacdo de complexos proteina-ligante. (FOKOUE et al. 2020).

Como pode ser observado nas tabelas 3 e 4, a diferenca na pontuagao entre
as solugdes de menor RMSD nos modelos foi minima, assim, cabe destacar que
nenhuma interagao intermolecular foi predominante para este fator. Nota-se que o
efeito total das interagcdes, em cada caso, é muito semelhante, com uma ligeira
vantagem para I. scapularis, tendo em vista que o PLIP ndo avalia energia dessas

interacgdes.

Visto isso, € possivel observar que além da interacdo da ezetimiba com a
proteina humana existe também uma interacdo com a proteina presente no
metabolismo de colesterol dos dois carrapatos. Dessa maneira, pode-se afirmar
que o ezetimiba também seria capaz de interagir favoravelmente com a proteina

transportadora de colesterol nesses organismos.
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Tabela 6: Interagdes intermoleculares identificadas na cavidade do modelo Ixodes

scapularis, pelo servidor PLIP.

Residuo Distancia
Interacao ]
da proteina (A)

Val 368 3,91

Val 670 3,51

Val 673 3,93
Hidrofébica Ala 740 3,92
(tracejado em amarelo) Leu 844 3,64

Leu 844 3,54

Ala 849 3,30

Leu 1204 3,20
Ligacdo de H

lle 848 3,0

(tracejado em ciano)
T-stacking Trp 371 3,90
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(tracejado em vermelho)

Tabela 7: Interacbes intermoleculares identificadas na cavidade do modelo

Rhipicephalus microplus, pelo servidor PLIP.

Residuo Distancia
Interacao
da proteina A)
Val 520 3,60
Leu 522 3,20
Hidrofébica
Trp 523 3,10
(tracejado em amarelo)
Ile 833 3,80
Ile 834 3,32
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Ala 904 3,20

Leu 1007 3,34

Ala 1012 4,00

Phe 1230 4,00

Val 1295 3,21

Ile 1362 3,52
Ligacdao de H

Leu 1011 2,90

(tracejado em ciano)

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados experimentais citados, conclui-se que o perfil observado nas
linhagens de células embrionarias do carrapato Rhipicephalus microplus é composto
majoritariamente por colesterol e éster de colesterol, semelhante ao descrito por
Angelo et al (2013) que observou o mesmo perfil no corpo gorduroso. A exposi¢ao das
culturas de células ao farmaco ezetimiba resulta na morte celular dependente da
concentragdo. Ou seja, quanto maior a concentragdo de ezetimiba maior a morte
celular. Além disso, é possivel observar que também apresenta influéncia na
quantificacdo de lipideos uma vez que os niveis de CHO e CHO-E apresentam
diminuicdo ao longo das horas. Estes resultados reforcam a utilidade das células de
carrapatos como um modelo de estudo da biologia destes artropodes em ambiente
controlado. Além disso, foi possivel observar que o método de cromatografia em

camada delgada ¢ eficiente para analises do perfil lipidico em células de carrapato.

Os resultados teodricos, obtidos pela modelagem molecular, mostram que a
ezetimiba tem a capacidade de interagir favoravelmente com os modelos construidos
da proteina transportadora presente no metabolismo de colesterol dos carrapatos
Ixodes scapularis e Rhipicephalus microplus. E possivel sugerir, também, que a

ezetimiba ligeiramente possui uma interagdo mais vantajosa com o transportador de
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colestrol do carrapato Ixodes scapularis quando comparado com a interagdo com o
modelo do Rhipicephalus microplus, porém um estudo sobre a energia dessas
interacbes e dos complexos formados poderia fornecer uma informagdo mais

detalhada sobre o comportamento observado.

Sobretudo, ainda sao necessarias analises complementares para melhor
elucidagao destes resultados, por isso, este trabalho é o ponto inicial para um conjunto

de analises adicionais.
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