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Resumo
Introducdo: Carrapatos sdo ectoparasitos hematdfagos responsaveis pela transmissao de
diversos agentes patogénicos. O controle quimico continua sendo o0 método mais eficaz para
a supressao do parasita, mas o uso de acaricidas leva a sele¢do de populages resistentes de
carrapatos. O aumento da biodegradagéo do acaricida por enzimas detoxificadoras, como as
glutationa S-transferases (GST), é um dos mecanismos de resisténcia, por biotransformar
compostos toxicos, facilitando a eliminacdo dessas moléculas. Objetivo: Analisar in vitro o
efeito de compostos sintéticos sobre a atividade da enzima GST de cinco diferentes espécies
de carrapato: Rhipicephalus microplus (RmGST), Haemaphysalis longicornis (HIGST),
Amblyomma variegatum (AvGST), Rhipicephalus decoloratus (RAGST) e Rhipicephalus
appendiculatus (RaGST). Métodos: Para expressar as enzimas GST em sistema heterélogo
de Escherichia coli (E. coli) na forma recombinante, foi utilizado plasmideo pET-43
contendo as ORF (open reading frames) que codificam as GST de cada espécie. As proteinas
foram purificadas através de cromatografia de afinidade a glutationa e testadas para os
substratos CDNB (1,2-dicloro-4-nitrobenzeno) e DCNB (3,4-dicloronitrobenzeno) na
presenca do co-substrato glutationa. Inicialmente, foram testadas 60 moléculas com relacao
aos efeitos na atividade da enzima rRmGST. Os compostos que apresentaram inibi¢cdo maior
que 50% foram testados contra as GST de outras espécies de carrapato: rHIGST, rAvGST,
rRAGST e rRaGST. Resultados e discussdo: As GST recombinantes com massa molecular
de 25 kDa foram expressas a 30 °C com 1 mM de IPTG e purificadas por cromatografia de
afinidade a glutationa. Todas as enzimas tiveram atividade com o substrato CDNB, mas nédo
contra DCNB. O composto 795 apresentou uma capacidade de inibicdo de 58,1% para
rRmGST, 27,8% para rAvGST, 2,3% para rHIGST, 23,9% para rRdGST e 31,9% para

rRaGST, enquanto o composto 1258 inibiu em 59,4% a atividade da rRmGST, 6,2% da



rAvGST, 24,3% da rHIGST, 1,9% da rRAGST e 100% da rRaGST. A moléculas sintéticas
795 e 1258 pertencem as classes quimicas dos curcominoides e esteroides, respectivamente.
Concluséo: Os resultados identificaram um grupo de possiveis compostos com potencial de
ser usado para o controle do carrapato, necessitando de mais estudos para melhor avaliagéo

deste efeito.

Palavras-chave: Carrapatos. Inibidores. Atividade acaricida. Glutationa S-transferase.



Abstract
Introduction: Ticks are hematophagous ectoparasites responsible for the transmission of
numerous diseases. Chemical control remains the most effective method for suppressing the
parasite, but the use of acaricides leads to the selection of resistant tick populations. The
increased biodegradation of the acaricide by detoxifying enzymes, such as glutathione S-
transferase (GSTs), is a mechanism of resistance mediated by the biotransformation of toxic
compounds facilitating the excretion of these molecules. Objective: To analyze the in vitro
effects of synthetic compounds about the activity of the enzyme GST of five different tick
species: Rhipicephalus microplus (RmGST), Haemaphysalis longicornis (HIGST),
Amblyomma variegatum (AvGST), Rhipicephalus decoloratus (RdGST) and Rhipicephalus
appendiculatus (RaGST). Methods: For expression of recombinant GSTs enzymes in
heterologous E. coli system, the plasmid pET-43 containing GST ORFs (open reading
frames) that codify GSTs of different species were used. Proteins were purified by
glutathione affinity chromatography and activity tested against the substrates CDNB (1,2-
dichloro-4-nitrobenzene) and DCNB (3,4-dichloronitrobenzene) in the presence of the co-
substrate glutathione. Firstly, 60 molecules were tested against the rRmGST enzyme.
Compounds that inhibited the enzyme activity in more than 50% were test with rHIGST,
rAVvGST, rRAGST and rRaGST. Result and discussion: Recombinant proteins with a
molecular weight of 25 kDa were expressed at 30°C with 1mM of IPTG and purified with
glutathione affinity chromatography. All enzymes showed activity against the CDNB
substrate, but not against DCNB. Compound 795 inhibited the enzymatic activity in 58.1%
for rRmGST, 27.8% for rAvGST, 2.3% for rHIGST, 23.9% for rRAGST and 31.9% for
rRaGST, while compound 1258 inhibited 59.4% of rRmGST, 6.2% of rAvGST, 24.3% of

rHIGST, 1.9% of rRAGST, 100% of rRaGST activity. The synthetic molecule 795 and 1258



belong to the chemical class of curcominoids and steroids, respectively. Conclusion: These
results identified a group of possible compounds with the potential to be used for tick control,

requiring further studies for a better evaluation of these effect.

Keywords: Ticks. Inhibitors. Acaricidal activity. Glutathione S-transferase.
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1 Introdugéo
1.1 Carrapatos

Carrapatos séo ectoparasitos hematdfagos de vertebrados, como mamiferos, anfibios,
répteis e aves e pertencem a classe Aracnidia, subclasse Acari, ordem parasitiformes e
subordem Ixodida (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008; SONENSHINE; ROE, 2014). Sdo
classificados em trés familias: Ixodidae com cerca de 700 espécies, também conhecidos
como carrapatos duros, Argasidae, representada por mais de 200 espécies, chamados de
carrapatos moles, e Nutalliellidae, que possui uma Unica espécie (NAVA et al., 2017).

Os carrapatos possuem potencial para a transmissdao de uma grande variedade de
agentes patogénicos, incluindo fungos, virus, bactérias e protozoarios (MADISON-
ANTENUCCI et al., 2020). Algumas espécies de carrapato, como Dermacentor e
Amblyomma, séo responsaveis por causar paralisia, reacdes alérgicas e toxicoses atraves de
sua picada (CARTER et al., 2016; ESPINOZA-GOMEZ et al., 2011; SONENSHINE; ROE,
2014).

Em animais domésticos e em humanos, a importancia das doencas causadas pelos
patdgenos que sdo transmitidos por carrapatos sdao medidas através da morbidade e
mortalidade, enquanto os impactos na industria pecuaria estdo associados aos efeitos diretos
causados pelo parasitismo e pelo papel do carrapato como vetor de patégenos (DANTAS-
TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012; JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

Os carrapatos utilizados neste estudo pertencem a familia Ixodidae. Algumas
espécies dessa familia possuem o ciclo de vida de um hospedeiro, também chamado de
monoxeno, no qual os ectoparasitas realizam o seu ciclo evolutivo em apenas um hospedeiro,
ou seja, permanecem no hospedeiro durante todo o ciclo parasitico. No ciclo de vida de dois

hospedeiros, o carrapato infesta o primeiro hospedeiro onde ocorre a muda de larva para



ninfa. A ninfa se destaca do individuo apds a alimentagdo de sangue e se transformara em
adulto que iré se alimentar em um segundo hospedeiro para completar seu ciclo parasitario.
Ja o ciclo de vida de trés hospedeiros, que é realizado pela maioria das espécies pertencentes
a familia Ixodidae, é caracterizado pela larva ingurgitada que se destaca do hospedeiro,
transforma-se em ninfa no ambiente, e procura por outro hospedeiro, ap6s a alimentacéo se
destacam ingurgitadas e se tornam fémeas adultas, finalizando seu ciclo de vida em um

terceiro hospedeiro (Figura 1) (NAVA et al., 2017; ROBERT; DEBBOUN, 2020).
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Figura 1: Trés ciclos basicos de carrapatos Ixodidae: ciclo de vida de um,

dois ou trés hospedeiros. Adaptado: NICHOLSON et al., 2019.

Esses artropodes podem ser encontrados em diversas regides do mundo, porém sao

mais comuns em regides tropicais e subtropicais. A incidéncia de espécies varia de acordo

10



com a ecologia do local (DE LA FUENTE et al., 2008). Rhipicephalus microplus,
comumente chamado de carrapato-do-boi no Brasil (Figura 2), possuem ampla ocorréncia
na América do Sul, Africa e Oceania (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019; ADAKAL
et al., 2013; CUTULLE; JONSSON; SEDDON, 2009). E um carrapato monoxeno € seu
principal hospedeiro é o bovino, mas pode parasitar, eventualmente, outros vertebrados
como equinos e ovinos (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019). Esse carrapato é
responsavel pela transmissdo agentes patogénicos como Anaplasma marginale, Babesia
bovis e Babesia bigemina, causadores de um complexo de doencas chamado tristeza
parasitaria bovina (CAPELLI-PEIXOTO et al., 2017; HUSSEIN et al., 2019; MAIORANO

etal., 2019).
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Figura 2: Fémea do carrapato Rhipicephalus microplus. Fonte: XAVIER

(2018), imagem cedida pela autora.

Haemaphysalis longicornis (Figura 3) esta distribuido em paises do leste da Asia e
Australia (WANG et al., 2019). E um carrapato de trés hospedeiros e parasita animais
selvagens, animais domésticos e até o homem. Esse ectoparasita transmite uma grande
diversidade de microrganismos patogénicos, como Theileria spp., causador de teileriose
(HAMMER et al., 2015), flebovirus SFTSV, causador de febre severa com sindrome da
trombocitopenia (SFTS) (LUO et al., 2015) e também Rickettsia japonica, causador da febre

maculosa japonesa (JSF) (TABARA et al., 2011).
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Figura 3: Carrapato da espécie Haemaphysalis longicornis. A esquerda

uma ninfa e a direita uma fémea adulta. Fonte: GATHANY (2018) CDC

ID#22871.

Amblyomma variegatum (Figura 4) é um carrapato de trés hospedeiros que parasita
principalmente bovinos, mas também infestam ruminantes menores como cabras e ovelhas.
E um artropode de grande importancia veterinaria na Africa Ocidental (MANDARA, 2018),
além de ser vetor do patégeno Erilichia ruminantium, o agente da cowdriose (CANGI et al.,
2017). Sua saliva causa o desenvolvimento de uma doenca bacteriana na pele dos animais,

a dermatofilose aguda grave (NDHLOVU; MASIKA, 2014).
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Figura 4: Imagem do macho de Amblyomma variegatum visto

dorsalmente. Fonte: WALKER (2011) CC BY-AS 3.0.

Rhipicephalus decoloratus, também chamado carrapato azul africano (Figura 5)
(HORAK et al., 2018), é um carrapato de um hospedeiro presente na regido da Africa
Austral. Ele parasita bovinos, ovelhas, equinos e cabras (CHOUDHURY; BOSHE, 2013;
SUNGIRAI et al., 2018). Responsavel pela transmissdo de protozoarios como Babesia spp.

e riquétsias como Anaplasma spp.

14



Figura 5: Carrapatos da espécie Rhipicephalus decoloratus, macho a

esquerda e fémea a direita. Adaptado: ANIPEDIA, (2018) CC BY-NC 4.0.

Rhipicephalus appendiculatus (Figura 6) é o principal vetor de Theileria parva, o
agente causador de teileriose bovina, também conhecida como Febre da costa leste da Africa
(ue causa prejuizos ao setor pecuario (OLDS; MASON; SCOLES, 2018). E um ectoparasito
de trés hospedeiros e esta amplamente distribuido em todo leste, centro e sul da Africa

(LETA,; DE CLERCQ; MADDER, 2013).
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Figura 6: Carrapatos da espécie Rhipicephalus appendiculatus fémea

(esquerda) macho (direita). Fonte: DAKTARIDUDU, (2016). CC BY-SA

4.0.

1.2 Impactos econdmicos causados pelos carrapatos

Os carrapatos sdo 0s principais agentes transmissores de patdégenos causadores de
doengas infecciosas a humanos e animais, juntamente com o0s mosquitos, afetando
significativamente a economia pecuaria bovina dos paises onde estdo presente
(SONENSHINE; ROE, 2013). Cerca de 80% das populagdes de bovino no mundo correm
risco de infestacbes por carrapatos (FAO, 2004). O impacto econdmico do carrapato na
indUstria pecuéria pode ser avaliado através do impacto decorrente da morbidade e
mortalidade dos bovinos e as perdas de producgéo, assim com o0s custos para controle do
parasito e das doencas causadas pelos parasitos transmitidos (GACHOHI et al., 2012).

Na Australia, os efeitos estimado da perda de peso de bovinos por cada fémea de R.
microplus foi 1,37g (JONSSON, 2006). Um estudo no México indicou um impacto anual de
U$ 573,61 milhdes causado pelo parasitismo de R. microplus baseando-se em potenciais

perdas de leite e carne (RODRIGUEZ -VIVAS et al., 2017). Outro estudo também no
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Mexico reportou um custo médio anual da estratégia de controle quimico por animal em
408,29 pesos mexicanos. Sendo a perda potencial calculada em 12.248,7 milhdes de pesos
mexicanos devido ao controle quimico usado para evitar R. microplus (DOMINGUEZ
GARCIA; TORRES AGATON; ROSARIO-CRUZ, 2016).

No Brasil, um estudo realizado em Minas Gerais, observou em um rebanho com 74
vacas, que o parasitismo causou um decréscimo de 90,24 L por vaca em lactagdo, em um
ano (RODRIGUES; LEITE, 2013). Em todo o Pais considerando o nimero de cabecas de
gado e as perdas econdmicas potenciais causadas pelo carrapato-boi foi estimado uma perda

de 3,4 bilhGes de dolares anualmente (GRISI et al., 2014).

1.3 Métodos de Controle
1.3.1 Controle biol6gico e imunoldgico

Controle biolégico consiste no uso de organismos vivos que sdo capazes de suprimir
a densidade populacional de espécies consideradas pragas (SAMISH; GINSBERG;
GLAZER, 2004). Inimigos naturais do carrapato incluem aves (HORNOK et al., 2016),
vespas parasitoides (COLLATZ et al., 2010), nematdédeos (SAMISH; GLAZER, 2001),
bactéria Bacillus thuringienses (FERNANDEZ-RUVALCABA et al., 2010) e, 0 mais
utilizado como agente de biocontrole, o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
(WASSERMANN et al., 2016). Esse método de controle é atrativo devido ao aumento da
preocupacdo com a seguranca ambiental e também ao aumento da resisténcia dos carrapatos
aos acaricidas, mas ha a necessidade de mais estudos. Em geral, os predadores naturais de
carrapato possuem uma capacidade limitada para serem utilizados como estratégia controle

(SAMISH; GINSBERG; GLAZER, 2004).
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O controle imunoldgico, com o uso de vacinas contra os carrapatos, € um método
alternativo. Uma glicoproteina protetiva de R. microplus, denominada de Bm86, descoberta
na década de 80, foi utilizada como base para duas vacinas: TickGARD®, desenvolvida na
Australiae GAVAC®, desenvolvida em Cuba (WILLADSEN, 2008; WILLADSEN; KEMP,
1988). Atualmente, a vacina GAVAC® é a tinica disponivel comercialmente contra carrapato
(SCHETTERS et al.,, 2016), no entanto a variabilidade existente na sequéncia de
aminoacidos de Bm86 resultou em uma vacina que apresenta uma variacdo de eficécia,
dependendo da populacdo de carrapato, condi¢do nutricional do hospedeiro e da regido
geogréfica onde a vacina foi testada. Como demonstrado por De La Fuente (1999), a eficcia
da vacina GAVAC® contra R. microplus testada em diferentes locais (Brasil, Cuba,
Argentina e México) variou de 51 a 91%. Devido a esses fatores e a necessidade de mais de
uma dose em um ano, o uso desse antigeno é limitado, o que dificulta sua utilizacdo como
método alternativo no controle do carrapato. Assim, para o desenvolvimento de novas
vacinas eficazes contra carrapato, é necessario identificar antigenos adequados, embora esse
processo possa ser longo, complicado e muitas vezes, economicamente inviavel

(LANKENAU, 2016; MERINO et al., 2013).

1.3.2 Controle quimico

No final do século XIX estratégias baseadas no uso de quimicos foram desenvolvidas
para auxiliar no controle de parasitos agricolas e até hoje continuam sendo o método mais
usado para reduzir a populagéo de carrapatos e impedir sua multiplicagdo. No entanto o uso
de acaricidas resultada na selecéo de populagdes de carrapatos resistentes (KLAFKE et al.,

2017, MUYOBELA et al., 2015; VUDRIKO et al., 2016).
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Os primeiros tratamentos eficazes contra a infestacdo por carrapatos se deram atraves
do uso de produtos rudimentares como substancias oleosas, combinagéo de banha e enxofre
ou banha e querosene e emulséo de querosene 10%. Essas misturas eram aplicadas duas ou
trés vezes por semana nos locais mais afetados nos bovinos (FRANCIS; CURTICE, 1892).

Mas o uso de acaricidas iniciou-se em 1896 quando foi relatado uma formulacédo de
arsénico utilizada para imersdo de gado na Australia, conhecida como “Queensland Dip”
que foi importante para o controle do parasita. Por mais de meio século, os compostos
arsenicais continuaram sendo a base dos esforgcos para erradicar os carrapatos, mas com o
uso dessa formulacdo populacdes de carrapatos resistentes ao arsénico foram selecionadas
(ANGUS, 1996).

Novos produtos quimicos foram desenvolvidos para fornecer alternativas para 0s
compostos que se tornaram ineficazes e assim os arsénicos foram substituidos por
hidrocarbonetos clorados (GRAHAM; HOURRIGAN, 1977). Mas devido a alta toxicidade
desses compostos, os organofosforados foram introduzidos por volta de 1950
(SHANAHAN; HART, 1966). Com o tempo, outros produtos foram sendo disponibilizados
para o controle do carrapato como piretroides sintéticos e compostos com amidina
(GEORGE, 2006; KUNZ; KEMP, 1994).

Atualmente, seis principais classes de acaricidas séo utilizados e incluem preparacdes
com compostos organofosforado (ex. clorpirifos, clorfenvinfés), carbamatos (ex. carbaryl),
formamidinas (ex. amitraz), piretroides (ex. cipermetrina), lactonas macrociclicas (ex.
ivermectina), fenolpirazoles (ex. fipronil) e benzoilfeniluréia (ex. fluazuron) (NICHOLSON

etal., 2019; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2014).
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1.3.2.1 Resisténcia aos acaricidas

Os carrapatos que afetam bovinos tém mostrado uma resisténcia detectavel a maioria
dos compostos disponiveis comercialmente, prejudicando os produtores de bovinos
(RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). A definicio de resisténcia
desenvolvida pela World Health Organization Scientific Group (1965) foi de: “a capacidade
de uma cepa do parasito sobreviver e/ou se multiplicar apesar da administragcéo e absorgédo
de um medicamento administrado em doses iguais ou superiores as geralmente
recomendado, mas dentro dos limites de tolerancia do sujeito”.

Alguns carrapatos pertencentes a uma certa populacdo podem sobreviver apds o uso
de um acaricida quimico e serem selecionados. A resisténcia ndo é uma adaptagdo que se
desenvolve devido a exposi¢do continua ao acaricidas, mas ela se amplia entre a populagédo
devido a remocéo dos individuos suscetiveis e o favorecimento de carrapatos com genétipos
resistentes (ABBAS et al., 2014).

Os bioensaios de identificacdo de populacdes de ectoparasitas resistentes permitem
um diagndstico confiavel e capaz de padronizacdes em laboratdrios, alem de serem simples
e baratos (FAO, 2004). Dois principais testes in vitro sdo utilizados com frequéncia em
laboratdrios de diagnostico de resisténcia: o teste de pacote de larva (TPL) (FAO, 1984) e o
teste de imersdo de adultos (TIA) (DRUMMOND et al., 1973).

Para verificacdo do nivel de suscetibilidade dos carrapatos adultos é utilizado o
ensaio de teste de imersdo de adultos que sdo imersos em principios ativos e acaricidas
comerciais em uma unica dose discriminante (KOLLER et al.,, 2009), no qual sdo
comparadas com a mortalidade dos carrapatos controle (ndo tratados). Apds avalia-se

também a fecundidade e fertilidade resultante do tratamento (ABBAS et al., 2014).
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O teste do pacote de larvas é baseado na exposicao de larvas de carrapatos a papéis
filtros que sdo impregnados com o acaricida quimico e a mortalidade ou incapacidade das
larvas de andar é quantificada ap6s 24h, resultando no diagnoéstico da resisténcia (ABBAS
et al., 2014). Entretanto esses testes ndo sdo sensiveis o suficiente para identificar a
resisténcia durante os estagios iniciais e também ndo proporcionam conhecimentos sobre o0s
mecanismos genéticos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia (ABBAS et al., 2014).

E necessario identificar e desenvolver novos compostos quimicos de forma rapida e
precisa, para limitar a dependéncia de produtos associados ao controle quimico; entretanto
novos compostos néo sdo ofertados na mesma velocidade com que a resisténcia se consolida
nas populacées (VERISSIMO, 2015).

A identificacdo de populagBes resistentes também pode ser feita através da
identificacdo de potenciais marcadores genéticos associados a resisténcia. O conhecimento
adquirido pode ser Util para o estabelecimento de medidas para reduzir o desenvolvimento e
dispersdo de populagdes resistentes (NICHOLSON et al., 2019)

Diversos mecanismos podem causar a resisténcia de carrapatos aos acaricidas (Figura
7), mas dois, em especial, foram bem estudados: a insensibilidade ao sitio alvo e a resisténcia
metabolica, porém o papel de outros mecanismos como a resisténcia cuticular também ja foi
descrito. A modificacdo cuticular é ocasionada pela penetracdo mais lenta do acaricida,
devido ao espessamento da cuticula, reduzindo a concentracdo de produto no interior do
carrapato (COLES; DRYDEN, 2014).

A insensibilidade do sitio alvo ocorre quando a mudanca de nucleotideos no gene
resulta na substituicdo de aminoacidos conferindo menor afinidade a ligac&o dos acaricidas.
Essas mutacOes sdo chamadas de mutagOes kdr (knock-down resistance) (COLES;

DRYDEN, 2014; KUMAR; KLAFKE; MILLER, 2020; NKYA et al., 2013).
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A resisténcia metabdlica estd relacionada com o sistema de detoxificacdo dos
organismos que levam a metabolizacéo de moléculas toxicas, como acaricidas. Esse método
consiste em elevar o nivel ou aumentar a atividade de enzimas detoxificadoras, resultando
em moléculas de acaricidas sendo metabolizadas antes de atingir seu sitio de acdo
(FEYEREISEN; DERMAUW; VAN LEEUWEN, 2015; NKYA et al, 2013;
RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Enzimas detoxificantes como
citocromos P450, esterases e glutationa S-tranferases (GST) sdo algumas das responsaveis

pela metabolizacdo de compostos (LE GALL; KLAFKE; TORRES, 2018).

Penetracdo

Transporte Modificagao
cuticular

Detoxificacao
(enzimas)

Excrecao
Insensibilidade

z 7kdr do sitio alvo

Figura 7: Os trés principais mecanismos associados a resisténcia a
acaricidas nos carrapatos: modificagéo cuticular, mutagdes kdr (knock-
down resistance) e detoxificagdo enzimatica. Adaptado: NKYA et al.

(2013).
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1.4 Glutationa S-transferase

Os carrapatos se adaptaram ao estilo de vida hematdfago no qual estdo naturalmente
expostos a moléculas tdxicas exdgenas e endogenas. Devido a isso, 0s ectoparasitos
desenvolveram uma série de defesas enzimaticas que permitiram lidar com os desafios
toxicos. Esses mecanismos auxiliam tanto na manutencdo da homeostase fisiologica do
parasito para evitar 0os danos oxidativos gerados por espécies reativas de oxigénio (EROs),
muitas vezes ocasionados pela ingesta de sangue, como também auxiliam o parasito a lidar
com o crescente uso de acaricidas (FREITAS et al., 2007; GALAY et al., 2015; OAKLEY,
2011).

As glutationa S-transferases (E.C. 2.5.1.18) compdem uma familia de enzimas
detoxificadoras com papel chave na fase Il do processo de biotransformacdo na qual
catalisam a conjugacdo de uma ampla variedade de compostos eletrofilicos reativos ao
atomo de enxofre nucleofilico do grupamento tiol do tripepetideo glutationa (GSH) quando
na forma reduzida (Figura 8). Os compostos resultantes dessa biotransformacdo sdo mais
hidrossoluveis e consequentemente mais facilmente excretados da célula (ALLOCATI et al.,
2012; OAKLEY, 2011; SHAHEIN; ABOUELELLA; HAME, 2013; TOWNSEND; TEW,

2003; WU; DONG, 2012).
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Figura 8: Catélise da adicdo da glutationa a um xenobiético genérico (R)
apos a acdo da enzima glutationa S-transferase (GST). Adaptado:

BRENDA (2020).

As GST estdo presentes em organismos eucarioticos e procarioticos. Em eucariotos
as GST estdo divididas em trés grupos principais com base na localizacdo celular:
microssomal, citosolico e mitocondrial. Essas enzimas compreendem uma superfamilia
enzimatica complexa subdividida em um numero cada vez maior de classes definidas com
base em suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas (ALLOCATI et al., 2012;
OAKLEY, 2011; SHEEHAN et al., 2001). GST presentes em mamiferos (principalmente
humanos, ratos e camundongos) foram caracterizadas e classificadas de acordo com a
estrutura primaria (Figura 9). Enzimas pertencentes a mesma classe compartilham 40% ou
mais de identidade na sequéncia de aminoacidos. Entre classes diferentes as enzimas tém
menos de 25% de identidade. Sete principais classes citosélicas foram reconhecidas: alfa,
mu, pi, teta, zeta, Gmega e sigma (WU; DONG, 2012). Em insetos a classe épsilon foi
identificada (DING et al., 2003) e nas plantas estdo presentes as classe phi e tau (DIXON;
LAPTHORN; EDWARDS, 2002). As GST mitocondriais sdo denominadas kappa, e as
microssomais, conhecidas como MAPEG (proteinas associadas a membrana envolvidas no
metabolismo dos eicosandides e da glutationa), sdo proteinas integrais da membrana que nao

sdo evolutivamente relacionadas as outras classes principais (ALLOCATI et al., 2018).
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Figura 9: Classificagdo das GST humanas: citosolicas (alfa, mu, pi, teta,
zeta, Omega, sigma), mitocondriais (kappa) e microssomal. Adaptado:

WU; DONG, 2012

As GST citos6licas formam dimeros compostos de subunidades idénticas ou
estruturalmente relacionadas. Cada subunidade tem uma massa molecular de cerca de 25
kDa. Dois dominios distintos sdo reconhecidos em cada monémero de GST, cada um
contendo dois sitios de ligacdo, um sitio G altamente conservado presente no N-terminal da
proteina que se liga ao tripeptideo glutationa, e um sitio H, divergente presente no C-
terminal, local de ligacéo ao substrato hidrofobico. A grande variabilidade dos co-substratos
de GST reflete-se nas diferentes formas dos sitios H permitindo que as GST reajam com uma
grande variedade de substratos (ALLOCATI et al., 2018; DANIELSON; MANNERVIK,

1985).
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1.4.1 Metabolismo de xenobidticos

A principal fungdo da enzima é metabolizar e detoxificar produtos quimicos
eletrofilicos, incluindo drogas, agentes cancerigenos ambientais e produtos do estresse
oxidativo, tornando-os mais predispostos a eliminacdo pela célula. Isso ocorre durante o
processo de biotransformacdo que é subdividido em trés fases: fase I, Il e II.

Compostos toxicos ao entrar nas células podem ser alvo de enzimas chamadas de
enzima do metabolismo da Fase I, como citocromo P450, que catalisam diversas reagoes
como hidroxilacao, oxidacéo e redugdo. Subsequentemente, os xenobioéticos modificados na
fase Il seréo conjugados com GSH pelas GST que realizam o principal papel dessa fase. Essa
reacdo resulta em um produto mais hidrossollvel que seré transportado por bombas de efluxo
transmembranar para fora da célula, sendo esse o processo de fase Il (Figura 11)

(ALLOCATI et al., 2018).
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Figura 10: Vis&o geral da biotransformacgédo de xenobioticos na célula.

Adaptado: ALLOCATI et al. (2018).

As GST tém sido relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia aos acaricidas e,
portanto, ndo é surpreendente que altos niveis de GST serem relatados em populacdes de
carrapato resistentes (HERNANDEZ et al., 2018). Uma enzima GST de Rhipicephalus
sanguineus foi selecionada para estudos com RNA de interferéncia (RNAI) que foi
sintetizado e depois injetado em fémeas de carrapato. Grupos de carrapatos silenciados
foram expostos por 12h a diferentes doses de permetrina. Subsequentemente, as fémeas
foram postas para se alimentar em ovelhas. Os carrapatos fémeas submetidos ao
silenciamento por RNAI se mostraram mais suscetiveis a intoxicacéo por permetrina do que

os controles néo tratados (DUSCHER et al., 2014).
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R. microplus resistentes a piretrdides sintéticos (PS) e organosfofatos (OP) foram
coletados na India para analisar o perfil enzimatico de GST. Esse perfil apresentou atividades
enzimaéticas elevadas de GST, se comparado com os carrapatos suscetiveis (CHIGURE et
al., 2018). Uma populacdo de fémeas adultas de Rhipicephalus annulatus, totalmente
ingurgitadas, chamada AM-29, foi coletada em bovinos no Ird e monitoradas para definir
seu status de suscetibilidade aos acaricidas cipermetrina e A-cialotrina. 53,57% dessa
populagéo foi resistente ao tratamento com cipermetrina e 17,86% foram resistentes a A-
cialotrina. Essa populagdo demonstrou uma elevagéo de 2,39 vezes na atividade de GST em
relacdo a populacéo suscetivel de referéncia (GM-3) (ZIAPOUR et al., 2017).

Em outros artrépodes também foi demonstrada a associacdo da enzima GST com
resisténcia. O tratamento com alguns produtos quimicos como B-cipermetrina, isoprocarb,
sulfofoxaflor e malation foram realizados no hemiptera Rhopalosiphum padi e os niveis de
MRNA de GST da classe dmega foram mensurados. O nivel de transcri¢cdo da GST foi maior
quando ocorreu a exposicao a B-cipermetrina, isoprocarb e malation com uma dose de LC50
apos 12h. Mas com sulfoxaflor o nivel de expressdo foi maior quando a dose de exposi¢do
foi de LC25 do que LC50 (BALAKRISHNAN et al., 2018).

Um estudo com Sarcoptes scabiei analisou o nivel de transcri¢do de seis genes de
GST (mu 1, mu 2, mu 3, delta 1, delta 2, delta 3) em cepas resistentes a permetrina.
Observou-se que a transcricdo dos genes GST mu 1, GST delta 2 e GST delta 3 foram
reguladas positivamente em cepas resistentes a permetrina, se comparando com cepas
suscetiveis. Enzimas recombinantes das seis GST foram expressas e a analise de “molecular
docking ” sugeriu gque todas as enzimas, exceto GST mu 3, poderiam se ligar e metabolizar

permetrina (MOUNSEY et al., 2010).
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1.4.2 Inibidores de GST como potenciais parasiticidas

A importancia das propriedades funcionais da GST na biotransformacdo de
compostos toxicos leva essas enzimas a serem consideradas um potencial alvo terapéutico
para novas drogas acaricidas. Com o aumento do conhecimento sobre a estrutura e fungéo
das GST, inibidores foram projetados para inativar o efeito de detoxicacdo desta enzima e
promover uma maior eficicia dos acaricidas (ALLOCATI et al., 2018; MATHEW,
KALYANASUNDARAM; BALARAMAN, 2006).

A supresséo da atividade de uma enzima pode ser causada pela ligagéo de um inibidor
a molécula enzimatica, resultando no impedimento da reacdo catalitica. Os inibidores
funcionam bloqueando ou distorcendo o sitio ativo enzimético e também podem funcionar
esgotando o cofator GSH (GOMES; ROCHA-SANTOS, 2019; LOPINA, 2017; ROBERTS;
GIBB, 2013).

Uma variedade de inibidores de GST ja foram investigados por modular a resisténcia
a medicamentos em células tumorais humanas. Um inibidor comum de GST é o &cido
etacrilico (EA) que se liga diretamente ao sitio de ligacdo da enzima ao substrato, e também
esgota o cofator através da ligacdo covalente ao GSH formando o complexo GSH-EA
(Figura 12). No entanto, essa molécula apresenta fortes propriedades diuréticas e ndo é
adequada para uso clinico. Novos derivados de EA foram projetados e 0s novos testes
mostram eficientes atividades antiproliferativas contra células cancerigenas humanas

(MIGNANI et al., 2016).
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Figura 11: Estrutura quimica do Acido Etacrilico. Adaptado: MIGNANI

et al. (2016).

Outro inibidor utilizado € a etacraplatina, que foi desenvolvida para contornar a
resisténcia a cisplatina mediada pela GST. Esse composto pode inibir a atividade da GST
irreversivelmente na célula e aumentar o acumulo de cisplatina. Um novo estudo mostrou
que etacraplatina encapsulada aumentou a eficacia em células resistentes a platina (LI et al.,
2017).

No carrapato R. annulatus foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar a
atividade da GST sob efeito in vitro do acido tanico, hematina e diferentes extratos vegetais
(ricos em acido tanico). Para isso, um screening de inibicdo foi realizado e o valor de IC50
determinado. O &cido tanico foi o inibidor mais eficaz da rRaGST com IC50 de 4,57 uM. A
hematina mostrou um efeito consideravel de inibicdo, com IC50 de 7,5 uM. Os dois
compostos — &cido tanico e hematina — inibiram a atividade da enzima de forma competitiva
em relacdo ao CDNB (GUNEIDY et al., 2014).

Foi descrito a presenca da enzima GST em diferentes espécies de Plasmodium
(SRIVASTAVA et al., 1999). A inibicdo da atividade da GST com hemina — produto da
oxidacdo do heme — potencializou o acimulo de metabdlitos antimaléaricos, como a
cloroquina. Nesse estudo, foi observado uma inibigdo completa das atividades de GST nas

concentragOes de 2,5 uM e 5 uM.
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Um estudo in silico da GST de Brugia malayi foi realizado a fim de obter possiveis
interacOes antifilariais através de uma simulacdo de acoplamento com dietilcarbamazina,
albendazol, hidroxianisol butilado e chalconas (antifilariais disponiveis). Albendazol e a
chalcona apresentaram a menor energia de ligacéo e o sitio de interagdo proximo ao sitio de
ligagdo ao substrato. Assim, o0 mapeamento do sitio de ligacdo destes compostos a GST pode

auxiliar na triagem e design de novos medicamentos antifilariose (YADAV et al., 2010).
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2 Objetivo
Analisar in vitro o efeito de compostos sintéticos sobre a atividade da enzima GST de cinco
diferentes espécies de carrapato: Rhipicephalus microplus (RmGST), Haemaphysalis
longicornis (HIGST), Amblyomma variegatum (AvGST), Rhipicephalus decoloratus
(RAGST) e Rhipicephalus appendiculatus (RaGST).
Os objetivos especificos:

e Expressar as GST de forma recombinante em sistema heterol6go usando Escherichia

coli;

e Purificar as enzimas GST recombinantes;

e Determinar a atividade enzimatica das proteinas com CDNB e DCNB;

e Testar o efeito de um painel de 60 moléculas sintéticas sobre rRmGST;

e Testar o efeito das moléculas selecionadas sobre rAvGST, rHIGST, rRaGST e

rRAGST.
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3 Resultados

Novel tick glutathione S-transferase (GST) inhibitors as promising acaricidal compounds
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Abstract

Ticks are important ectoparasites of worldwide distribution. The most commonly used
method for tick control involves the use of synthetic acaricides. The main problem is that
the use of acaricides has led to selection of resistant populations. Resistance may be the
result of increased acaricide biodegradation due detoxifying enzyme activities. Glutathione
S-transferases (GST) are enzymes that play an important role in the detoxification of several
types of compounds used in commercial products. This work aims to find new bioactive
molecules through in vitro assays with a panel of 60 molecules with putative inhibitory
activity on the GST enzyme of five tick species: Rhipicephalus appendiculatus (RaGST),
Rhipicephalus decoloratus (RAGST), Amblyomma variegatum (AvGST), Rhipicephalus
microplus (RmGST) and Haemaphysalis longicornis (HIGST). Purified recombinant GSTs
were tested for activity with substrates CDNB (1,2-dichloro-4-nitrobenzene) e DCNB (3,4-
dichloronitrobenzene) in presence of glutathione co-substrate. rRmGST was used for the
initial screening assay against molecules. Compounds that inhibited activity in more than
50%, were chosen for further assays in vitro with rAvGST, rHIGST, rRAGST and rRaGST.
Recombinant GSTs have a predicted molecular weight of 25 kDa and showed activity
against CDNB, but not against DCNB. Compound 795 inhibited activity of 58,1% of
rRMGST, 27.8% of rAVGST, 23.9% of rRAGST, 2.3% of rHIGST and 31.9% of rRaGST.
The compound 1258 inhibited activity of 59.4% de rRmGST, 6.2% of rAvGST, 24.3% of
rHIGST, 1.9% of rRAGST and 100% of rRaGST. This study showed a group of molecules
with potential acaricidal activity, but it is still necessary to evaluate the effects of these

compounds in vitro and in vivo tests with ticks.

Key-words: ticks; GST; inhibitors; acaricidal activity.
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1. Introduction

Ticks are hematophagous ectoparasites of great veterinary importance that could harm
a variety of host species mainly the cattle. Their blood-feeding behavior can result in loss of
weight and consequently, decrease in milk and meat production. Moreover, they could
transmit infectious agents to the host that include viruses, bacteria and protozoa (Jongejan
and Uilenberg, 2004; Léger et al., 2013).

Rhipicephalus microplus is the main vector of Anaplasma marginale, Babesia
bigemina and Babesia bovis. This tick is responsible for the greatest impact in South
America, Africa and Oceania (Amorim et al., 2014; Bilhassi et al., 2014; Grisi et al., 2014;
Adakal et al., 2013). Haemaphysalis longicornis originally from northeast Asia is
responsible for the transmission of Theileria spp. that cause theileriosis (Fujisaki et al., 1985;
Luo and Lu, 1997) Amblyomma variegatum is widely distributed in sub-Saharan Africa and
transmits Ehrilichia ruminantiun that cause cowdriosis(Beati et al., 2012). In southern and
southeastern African countries, two ticks are found: Rhipicephalus appendiculatus that is
the vector of Theileria spp. (Zachary; McGavin, 2017) and Rhipicephalus decoloratus that
transmits Anaplasma spp. and Babesia spp. (AL-Hosary et al., 2018; Abbas et al., 2014).

Currently, the main method used for tick control is through the application of synthetic
acaricides, but their use results in additional selective pressure (Zachary; McGavin, 2017).
Acaricide resistance may be a consequence of three mechanisms: reduced penetration of the
acaricide into the cuticle, reduced sensitivity at the site of action in the nervous system and
enzymatic metabolism of the acaricide. Enzymatic detoxification occurs increases levels of
enzymatic activity, resulting in more efficient detoxification of such acaricide (Al-Hosary et

al., 2018). Tick resistance to various classes of acaricides has been reported in countries of
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South America, Asia and Africa (Abbas et al., 2014; Enayati et al, 2010; Klafke et al., 2017
Rosario-Cruz et al., 2009).

Glutathione S-transferase (EC 2.5.1.18) is a superfamily of proteins involved in the
detoxification process that catalyze the conjugation of reduced glutathione (GSH) with a
broad variety of endogenous and exogenous electrophilic compounds, protecting the cell
from oxidative damage (Allocati et al., 2018). Thus, glutathione S-transferase (GST) may
favor parasite survival by neutralization of toxins. Overexpression of GST was associated
with drug resistance (Rodriguez-Vivas et al., 2006; Vudriko et al., 2016). In ticks, several
authors described the involvement of GST in the metabolism of endo and xenobiotic
compounds through the increase of enzyme activity or transcription level of the GST gene
(Freitas, 2008; Hernandez et al., 2018; Ziapour et al., 2017). These biological functions make
GSTs attractive targets for new small molecules chemotherapies for a new acaricidal drug.

Enzyme inhibitors are molecules that modify the catalytic properties of enzymes,
decreasing the catalytic activity or even stopping the catalysis during biochemical reaction
(Balakrishnan et al., 2018; Roberts; Gibb, 2013). This work aims to find new bioactive
molecules with putative acaricidal function, analyzing a panel of molecules with inhibitory
activity on the GST enzyme of five economically important tick species: Rhipicephalus
microplus, Haemaphysalis longicornis, Amblyomma variegatum, Rhipicephalus
appendiculatus and Rhipicephalus decoloratus. For this, in this work 60 synthetic molecules
belong to an in-house chemo-library were tested for the GST inhibition potential using in

Vitro assays.

2. Materials and methods
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2.1 Recombinant GST expression

Rhipicephalus microplus GST (RmGST), Haemaphysalis longicornis GST (HIGST),
Rhipicephalus decoloratus GST (RdGST), Amblyomma varigatum GST (AvGST),
Rhipicephalus appendiculatus GST (RaGST) full-length coding sequences were cloned in
previous studies of our research group (Da Silva Vaz et al., 2004; Ndawula et al., 2019; Rosa
de Lima et al., 2002).

Escherichia coli BL21 (DE3) and E. coli AD494 (DE3) were transformed with
pPET43a_AvGST, pET43a HIGST, pET43a_RdGST plasmids and pET43a_RmGST,
pPET43a_RaGST plasmids, respectively. Transformation was performed using the heat shock
method. The transformed cells were cultured during 12 hours, at 37°C in plates containing
Luria Bertani agar media and ampicillin (50 pg.uL™). One colony was isolated and pre-
inoculated during 16 hours in five mL LB media containing ampicillin (50 pg.uL™t) and grow
up under agitation at 37 °C. After, cells were inoculated in 500 mL of LB until to reach an
optical density of 0.6 in the wave-length 600 nm. Afterwards, Proteins rAvGST, rHIGST,
rRAGST were induced for six hours, while rRmGST and rRaGST were induced for 18 hours
with addition of 1 mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Thermo Fisher
Scientic, Waltham, USA). The culture broth was centrifuged at 16,000 g for 10 min at 4 °C.

The precipitated containing the cells was washed with PBS 7.2 and stored at — 20 °C.

2.2 Recombinant GST purification

The precipitated containing the cells was resuspended with PBS and lysed using an
ultrasonic homogenizer with five cycles of 30 pulses for 30 s. The soluble proteins were
separated from cell debris by centrifugation at 16,000 g for 10 min at 4 °C. Proteins were

purified by affinity chromatography of glutathione using GSTrap 4B 1 mL (Ge Healthcare,
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Chicago, USA). Initially, the column was equilibrated with binding buffer PBS pH 7.4. The
sample was applied and washed with PBS pH 7.4, and to elute proteins 50 mM Tris-HCI 10
mM reduced glutathione pH 8 elution buffer was used. Samples of the supernatant and
precipitate from the lysates were analysed by 14% SDS-PAGE (Laemmli, 1970). The
quantification of the amount of purified protein in solution was performed using the
spectrophotometer by UV absorptionat 280 nm. Fractions containing protein were dialyzed

with 100 mM Tris-HCI pH 7.4 for 12 h at 4 °C.

2.3 GST enzymatic activity

The purified recombinant GSTs enzymatic activity was determined using as substrate
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) and 3,4-
dichloronitrobenzene (DCNB) (Sigma-Aldrich) at 25 °C with VersaMax™ Microplate
Reader, readings were performed during 30 min at intervals 15 s with wavelenth 340 nm,
based in the method described by Habig et al. (1974). Substrates CDONB 1 mM and DCNB
1 mM were diluted in methanol and added in the reaction containing buffer Tris-HCI 100
mM pH 7.4 and 3 mM reduced glutathione. Tests were performed in 96-well microplates
with 1.6 pg of recombinant protein, in 100 uL of total volume. Negative control was
performed using buffer, GSH and CDNB without enzyme. The factor used to obtain the
concentration of the product formed was calculated from the extinction coefficient 10.9 mM

cm, correcting for the light path of the 96-well microplate.

2.4 In vitro Screening of molecules

The screening of synthetic molecules was performed using the same conditions of GST

activity enzymatic tests described in 2.3. The compounds were selected from an in-house
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library from the Universidad de la Republica (UdelaR). Some of these molecules were
previously used to analyze the effect against the enzyme triosephosphate isomerase (T1M)
of R. microplus (Saramago et al., 2018), TIM of Fasciola hepatica (Ferraro et al., 2020) and
TIM of Trypanosoma cruzi (Alvarez et al., 2010).

Molecules belong to a chemical collection with a diversity of structures, classified in
different families including Chalcones, Diarylideneketones, Thiazoles, Thiourea, Steroids,
Thiadiazines, Miscellaneous and Hydrazine

The compounds were diluted in DMSO 100% (v/v) and used at DMSO 10% (v/v) Tris
HCI 100 mM pH 7.5 solution. The inhibition assay was carried out in the presence of 100
uM or absence of molecules, in triplicate with two repetitions. This concentration was
defined as an arbitrary point to start studies. The molecules that inhibited rRmGST in more
than 50% were considered active and further used against other recombinant enzymes

rHIGST, rRaGST, rRAGST, and rAvGST.
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3. Results
3.1 Expression of recombinant GSTs

Competent cells were transformed with their respective plasmids. The transformed
colonies were expressed at 25 °C under a concentration of 1 mM Isopropyl B- d-1-
thiogalactopyranoside (IPTG).Culture cells of BL21(DE3) were induced for 18 h, while cells
AD494 (DE3) were induced for 6 h. Expression confirmation was made through analysis by

SDS-PAGE 14% (data not shown).

3.2 Purification of recombinant GSTs

Proteins were purified with glutathione affinity chromatography. The fraction
containing each protein was dialyzed and analyzed by 14% SDS-PAGE. The observed bands
were compatible with predicted molecular mass, confirming the presence of the five rGSTs

with 25 kDa (Fig. 1)
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Figure 1: Purification analysis of GSTs by SDS-PAGE gel electrophoresis. Soluble
proteins fractions were applied affinity chromatography GSTrap™ 4B. Estimated
molecular weight 25 kDa. 1) GST of Amblyomma variegatum purified enzyme. 2) GST of
Haemaphysalis longicornis purified enzyme. 3) GST of Rhipicephalus decoloratus purified
enzyme. 4) GST of Rhipicephalus microplus purified enzyme. 5) GST of Rhipicephalus

appendiculatus purified enzyme.

3.3 Enzymatic activity
Recombinant enzymes showed activity against CDNB (Fig. 2) but not against DCNB
(data not show). The enzymatic activity of rAvGST, rHIGST, rRAGST, rRmGST and

rRaGST was of 15.8, 12.9, 35.7, 43.2 and 50.1 nmol of product/ug protein, respectively.
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Figure 2: Enzymatic activity of recombinant GSTs of Amblyomma variegatum
(rAvGST), GST of Haemaphysalis longicornis (rHIGST), GST of Rhipicephalus
decoloratus (rRAGST), GST of Rhipicephalus microplus (rRmGST) and GST of
Rhipicephalus appendiculatus (rRaGST) using CDNB as substrate and GSH as co-
substrate. Absorbance was monitored at 340 nm in the presence of 1 mM CDNB, 3mM
GSH and 1.6 pg protein. The graphic represents three independent experiments. Error

represent the standard deviation.

3.4 In vitro screening of synthetic molecules

Screening assays showed that of the 60 tested, 38 molecules did not showed any
inhibitory activity against rRmGST. Twenty-two compounds were able to partially inhibit
the rRmGST enzymatic activity (Fig. 3), but only two molecules were considered active,
inhibiting 50% of rRmGST enzymatic action using CDNB as substrate, representing 3.3%
of tested molecules. The two compounds, named 795 and 1258 inhibited 58.1% and 59.4%

of the rRmGST enzymatic activity, respectively.
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Figure 3: Screening of 60 compounds belonging to an in-house library against GST of
Rhipicephalus microplus recombinant enzyme: Two compounds inhibit recombinant
enzyme in more than 50%, whereas 20 do not reach this inhibition percentage. Molecules

795 and 1258 were chosen for to continue assay with other enzyme.
Molecules 795 and 1258 considered active were used for the assays with rHIGST,

rRaGST, rRAGST, rAvGST. The compound 795 inhibited 27.8% of rAvGST, 2.3% of

rHIGST, 23.9% of rRAGST, and 31.9% of rRaGST activity (Fig. 4).
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Figure 4: Molecule 795 that inhibit the recombinant GST of Rhipicephalus microplus
(rRmGST) in more than 50% was selected to test inhibition capacity against
recombinant GSTs of Amblyomma variegatum (rAvGST), of Haemaphysalis longicornis

(rHIGST), of Rhipicephalus decoloratus (rRAGST) and of Rhipicephalus appendiculatus

(rRaGST).

The compound 1258 inhibited 6.2% of rAVGST, 24.3% of rHIGST, 1.9% of rRAGST

and 100% of rRaGST activity (Fig. 5).
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Figure 5: Molecule 1258 that inhibit recombinant GST of Rhipicephalus microplus
(rRmGST) in more than 50% was selected to test inhibition capacity against
recombinant GSTs of Amblyomma variegatum (rAvGST), of Haemaphysalis longicornis

(rHIGST), of Rhipicephalus decoloratus (rRAGST) and of Rhipicephalus appendiculatus

(rRaGST).
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4. Discussion

Effective vaccines to reduce tick infestation have not yet been developed, therefore
chemical approaches to the development of antiparasitic drugs remain the most effective
way to tick control (Mudriko et al., 2018). An useful approach to identify putative molecules
with parasitic activity is through screening of chemical libraries composed for small
molecules (Ferraro et al., 2020; Saramago et al., 2018; Sykes; Avery, 2015).Small molecules
are potential candidates for induce structural changes and interfere with adequate enzyme
function. Therefore, the library studied here was chosen because it is composed of small
molecule candidates for enzyme inhibitors. In addition, compounds belonging to this library
have already been shown to be capable of inhibiting the R. microplus GST enzyme (Mattia,
2015; Gurevich, 2015; Aguilera, 2019)

In ticks, GSTs are related to the important role in the chemical metabolism of
acaricides, due to GSTs have been studied as a potential target in the search for new principle
actives (Azeez et al., 2012).

In this work, we carry out screening assays of 60 synthetics molecules that include
different groups of compounds, Chalcones, Diarylideneketones, Thiazoles, Thiourea,
Steroids, Thiadiazines, Miscellaneous and Hydrazine against GSTs of five economic
importance tick species: R. microplus, H. longicornis, A. variegatum, R. appendiculatus and
R. decoloratus. We showed that two small molecules associated to two-chemical classes
curcuminoids and steroids, inhibited partially or completely rRaGST rRAGST, rRmGST,
rAVGST, rHIGST. The enzyme rRmGST was used as a model. The compounds that inhibit
this enzyme with more than 50% were chosen for the screening with other enzymes. The
results showed that the compound 795 inhibited 58.1% of rRmGST, 27.8% of rAvGST,

2.3% of rHIGST, 23.9% of rRAGST, and 31.9% of rRaGST activity and 1258 inhibited
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59.4% of rRmGST, 6.2% of rAvGST, 24.3% of rHIGST, 1.9% of rRAGST and 100% of
rRaGST activity. Compound 795 of the curcuminoids chemical class showed to inhibit more
the enzymes rAvGST and rHIGST, while compound 1258 of the steroids chemical class
showed to inhibit more efficiently rRAGST and rRaGST.

The similarities between GST amino acid sequence African tick species (RAGST,
RaGST and AvGST) vary between 91% and 96% (Ndawula et. al., 2019). The determination
conserved residues can determine protein interactions with its substrates or inhibitors, even
though between two or more proteins with high similarity of amino acid (Karasev et. al.,
2017; Zheng and Known, 2013). One study with two enzymes in the cyclic nucleotide
phosphodiesterases (PDEs) family showed the similar structural between two proteins,
PDE5 and PDEG6. Study reveled that specific differences resulting in the possibility of
generating selective PDE5 inhibitors with fewer adverse side effects resulting from PDE6
inhibition (Cahill et. al, 2012). Another study with human protein kinases, responsible for
transferring an adenosine triphosphate phosphate group (ATP) to another protein, has a
similar ATP binding site in different kinases, one of the most important challenges in the
discovery and development kinase inhibitor is the optimization of selectivity. Most small
molecule kinase inhibitors target the ATP binding site. The study showed the likelihood of
finding selective inhibitors targeting the ATP binding site (Huang et. al., 2009).The active
compound 795 was from the Diarylideneketones family also considered Curcuminoids
analogs. Curcumin, the major components derived from turmeric (Curcuma longa) root, are
natural polyphenol compounds (Abbasi et al, 2012; Priyadarsini, 2014) and have received
great deal attention due to their biological activity with potential against cancer and anti-

inflammatory activities (Fang; Lu; Holmgren, 2005; Halder et al., 2015). Earlier studies
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revealed that phenolic products of curcuminoids family are potent inhibitor of enzyme GST
suggesting this phytochemical could be used for development for acaricide.

Compounds of chemical family curcumin inhibited 57.5% of GST of Brugia malayi
(Azeez et al., 2012). Nanoencapsulation of curcuminoids were used by Dos Santos et al.
(2019) and in assays in vitro showed inhibited 30% at 5 uM activity of rat brains GST. Effect
of 34 synthetics curcumin analogs were used for inhibition assays against human
recombinant GSTA1-1, GSTM1-1, GSTP1-1 and human and rat liver GSTs (Appiah-Opong
et al., 2009). Compounds B14 and C10 with ICso values of 0.2 - 0.6 uM against GSTA1-1
and human liver GSTs. C1, C3 and C10 with ICsg values of 0.2 — 0.7 against GSTM1-1. A0,
CO0, C1, C2, C10 inhibited GSTP1-1 with ICsg values of 0.4 — 4.6 uM.

Steroids are biologically active compounds, mainly though not invariably water-
insoluble. The steroids play a diverse role in the physiology as hormones, as emulsifying
agents during the digestion, and as constituents of membranes (Ogihara; Taylor; Kataoka,
2019; Schiffer etal., 2019; Silva; Otero; Esteves, 2012). Previously, other works have shown
that steroids could be binding and reacting within the nonsubstrate steroid-binding site in rat
liver GST isoenzyme 1-1. 17b-lodoacetoxyestradiol-3-sulfate (17b-IES), a reactive steroid
analog, showed to induce a time-dependent loss of activity of about 40% of the original
activity of the enzyme (Vargo; Colman, 2001).

The in-house chemo-library used in this work, had already been tested against enzyme
triosephosphate isomerase (TIM) of R. microplus (Saramago et al., 2018), of F. hepatica
(Ferraro et al., 2020) and of T. cruzi (Alvarez et al., 2010). In this work, we demonstrated
that compounds of this chemo-library can inhibit other enzymes, as rRmGST, rRAGST,

rRaGST, rHIGST and rAvGST.
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These results suggest that the compounds 795 and 1258 could be potential candidates
for the development of new acaricides, but it is still necessary to complement the
characterization of these compounds. For this, it is essential to determine this compounds
ICso value, to explore the mode of binding, to investigate the effects on R. microplus adults

by immersion tests and the characterization of physiological parameters.
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5. Conclusion

In this work, we carry out the screening of 60 compounds and the results showed that the
compound 795 inhibited 58,1% of rRmGST, 27.8% of rAvGST, 23.9% of rRAGST, 2.3% of
rHIGST and 31.9% of rRaGST activity, while the compound 1258 inhibited 59.4% of
rRmGST, 6.2% of rAvGST, 24.3% of rHIGST, 1.9% of rRAGST and 100% of rRaGST
activity. However, more studies are necessary to determine ICso values, and to elucidate the
binding of these two-small molecules with residues from different regions of rAvGST,
rHIGST, rRdGST, rRmGST and rRaGST. Moreover, physiological parameters
characterization throughout the study of the effects on R. microplus adults in immersion tests

are also necessary.
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4 Discussao

Um importante processo que auxilia na descoberta de novas drogas ocorre atraves de
sistemas de triagem in vitro de bibliotecas de substancias quimicas sintéticas. A identificacdo
de novas drogas depende principalmente da capacidade de diferenciar entre 0 composto que
tem o efeito fisioldgico esperado e aquele que ndo tem. Esse método de descoberta tem sido
muito Util nas diversas areas da satide como oncologia e controle de patdégenos. No caso do
controle do carrapato, o tratamento com acaricidas continua sendo o Unico método eficaz,
pois vacinas eficientes ainda ndo foram desenvolvidas (ALVAREZ, 2018; BLASS, 2015).

As glutationa S-transferases (GST) sdo enzimas essencialmente envolvidas na
detoxificacdo de inUmeras substancias, incluindo agentes quimicos que desempenham um
papel importante no desenvolvimento da resisténcia. Devido a essas funcdes, as GST tém
sido o foco de pesquisa no desenvolvimento de novas drogas acaricidas como alvo potencial
(AZEEZ et al., 2012).

No presente trabalho foram avaliadas 60 moléculas pertencentes a uma biblioteca
quimica in-house da Universidad de La Republica, no Uruguai. Os compostos pertencentes
a essa biblioteca ja foram utilizados em outros estudos para selecionar possivel drogas contra
R. microplus, T. cruzi e F. hepatica.

Utilizando a enzima triosefosfato isomerase de F. hepatica (FhTIM). Vinte um
compostos foram identificados por inibirem essa enzima, sendo que o composto 187 obteve
um IC50 de 5 uM e em apenas 4h esse composto matou a forma juvenil de F. hepatica com
um IC50 de 3 uM, melhor que o farmaco de referéncia triclabendazol (FERRARO et al.,
2020).

Um trabalho utilizando a enzima triosefosfato isomerase de R. microplus foi alvo de

um mapeamento com 227 compostos dessa biblioteca. Quatro compostos (50, 98, 14, 161)
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inibiram essa enzima com valores de IC50 entre 25 e 50 uM. Esses compostos também foram
capazes de inibir células BME26 em mais de 50% utilizando uma concentra¢éo de 50 pM
(SARAMAGO et al., 2018). Outro trabalho com a enzima GST de R. microplus, utilizando
118 moléculas dessa biblioteca, mostrou que o composto EA149 inibiu 38,7% com IC50 de
125,6 uM pertencente ao quimiotipo benzofuroxanos e Mol111 com 22,6% e IC50 de 120,2
UM pertencente a classe quimica Furanos e Tiofenos (MATTIA, 2015). Esse estudo teve
como objetivo avaliar 118 moléculas com potencial de inibir a atividade da enzima GST de
R. microplus, sendo que as 118 moléculas avaliadas sdo diferentes das estudadas nesse
trabalho.

Os 60 compostos utilizados nesse estudo pertencem a classe quimica das Chalconas,
Diarilidenecetonas, Tiazoéis, Tioureia, Esteroides, Tiadiazinas, Miscelaneas e Hidrazinas e
foram inicialmente testadas contra a enzima rRmGST. No screening in vitro 20 moléculas
inibiram parcialmente a atividade da rRmGST, sendo que duas inibiram em mais de 50%. O
composto 795 inibiu 58,1%, enquanto o composto 1258 inibiu 59,4%. Essas moléculas
foram escolhidas para dar continuidade aos testes in vitro com o restante das proteinas. O
composto 795 inibiu 27,8% a atividade de rAVGST, 2,3% de rHIGST, 23,9% de rRAGST e
31,9% de rRaGST, enquanto o composto 1258 inibiu 6,2% de rAvGST, 24,3% de rHIGST,
1,9% de rRAGST e 100% de rRaGST.

O composto 795 pertence a classe quimica dos diarilidenecetonas também
considerados analogos de curcumina. Os curcumindides sdo compostos bioativos presentes
nos rizomas da curcuma (Curcuma longa), membro da familia Zingiberaceae. Devido a sua
coloracdo amarela e aroma caracteristico, a clrcuma é usada extensivamente como
condimento de coloragio e aromatizacdo em paises com a india e China (AMALRAJ et al.,

2017). A clrcuma é uma das ervas medicinais mais populares com propriedades
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antioxidantes (KALPRAVIDH et al., 2010), anti-protozoarios (CHANGTAM et al., 2010)
e anti-maléricas (ADITYA et al., 2012).

Em Brugia malayi a enzima GST foi utilizada como alvo para a exploragdo de uma
nova droga. Foram utilizados 58 fitoquimicos de 10 plantas para analisar sua atividade
inibitoria. O efeito in vitro dos 58 compostos foram testados, dentre eles um derivado de
curcumina. Essa analise demonstrou que o composto a base de curcumina teve uma eficacia
de inibigéo de 57,5% (AZEEZ et al., 2012).

Com o objetivo de investigar a capacidade de modulagéo in vitro da enzima GST do
cérebro de rato foram testados compostos derivados da curcumina nano encapsulados. Essas
nanoparticulas inibiram 30% a atividade da GST com uma concentra¢do de 5 uM (DOS
SANTOS et al., 2019).

Para investigar potenciais inibidores de curcumina, 34 analogos sintéticos da
curcumina foram testados contra as proteinas recombinantes GSTAL1-1, GSTM1-1, GSTP1-
1 e GST citosdlicas de figado humano e de rato. Esses compostos foram projetados e
classificados em trés séries (série A, série B, série C). O resultado da inibicdo in vitro
mostrou que os compostos B14 e C10 foram potentes inibidores contra GSTA1-1 e GST
citosolico do figado humano. Com GST de humano, B14 teve um IC50 de 0,2 uM e C10 um
IC50 de 0,3 uM, enquanto GSTA1-1 teve um IC50 de 0,6 uM com C10 e 0,5 uM com B14.
C1, C3 e C10 foram os compostos que mais inibiram a enzima GSTM1-1 com valores de
IC50 de 0,2 a 0,7 uM. Os compostos CO, C1, C2, C10 e A0 foram os que mais inibiram
GSTP1-1 com valores de 1C50 de 0,4 a 4,6 uM (APPIAH-OPONG et al., 2009).

Esses estudos anteriores revelam que compostos analogos aos compostos da familia

dos curcumindides sdo potentes inibidores enzimaticos, tendo a GST como alvo
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O composto 1258 é pertencente a classe quimica dos esteroides. Os esteroides séo
um grande grupo de compostos lipossoliveis que naturalmente sdo derivados de um
hidrocarboneto, ciclopentanoperidrofenantreno (Ci7H2g), também chamado gonano.
Desempenham um papel fundamental na fisiologia como constituintes de membranas, mas
podem também serem sintetizados quimicamente e utilizados com finalidade médico
terapéutica (SOMERVILLE, 2001).

As GST além de participarem das etapas de biotransformacéo, ja foram descritas
tendo atividade de isomerase de ligacdo dupla com esteroides, como por exemplo a GSTAS3-
3 humana, que realiza a transformacéo de A5-androsteno-1-17-diona em A4-androsteno-3-
17-diona, uma etapa crucial da biossintese de esteroides (LINDSTROM et al., 2018).

Mas os esteroides também ja foram citados como inibidores de GST. Glutationa S-
transferases de figado de rato foram identificadas e denominadas GSTA, GSTAA, GSTB,
GSTC, GSTD e GSTE e testados contra diferentes esteroides para analisar a atividade de
inibicdo. O estradiol-3,17-dissulfato e o estradiol-3-sulfato foram os que tiveram maior
atividade inibitoria, seguidos pelo sulfato de pregnenolona, estradiol-17-sulfato, sulfato de
desidroisoandrosterona e sulfato de cortisol. As GSTA e GSTC foram as mais afetadas,
principalmente pelo estradiol-3,17-dissulfato e pelo estradiol-3-sulfato 2 (OHL; LITWACK,
1977).

Duas GST testiculares de ratos foram purificadas, a atividade enzimaética contra
CDNB foi mensurada e depois esteroides foram testados como inibidores da atividade de
GST. Foi mostrado que 3-sulfato-17p-estradiol, um estrogénio sintético, inibiu parcialmente
a enzima (ARAVINDA et al., 1995). Outro trabalho mostrou que, utilizando a enzima

GST1-1 do figado de rato, o 17b-iodoacetoxiestradio-3-sulfato (17b-IES) poderia se ligar e
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induzir a perda de atividade, sendo que o resultado do estudo mostrou uma perda de 40% da
atividade da enzima (VARGO; COLMAN, 2001).

Essas moléculas possuem potencial para serem coadministradas juntamente com o
acaricida, o que permitiria a interferéncia in vivo com a atividade de certas enzimas
metabolizadoras de drogas atrasando a conversdao metabdlica em um metabolito menos
potente ou inativo enquanto a permanéncia da droga original mais ativa é estendida
(GUREVICH, 2014; DING et. al., 2007).

Esse trabalho adota uma abordagem de selecdo de possiveis compostos com
potencial acaricida através da andlise in vitro de moléculas sintéticas de uma biblioteca in
house. As moléculas selecionadas que inibiram a atividade das GST aqui estudadas sao
pertencentes a duas classes quimicas, os curcominoides e 0s esteroides, 795 e 1258
respectivamente.

Alguns trabalhos anteriores ja& demonstram o potencial de inibicdo dessas duas
classes quimicas contra as GST, mas sera necessario determinar o modo de ligacdo das
moléculas nas enzimas e assim investigar o tipo de inibicdo obtida. E o teste de imerséo de
adultos de R. microplus, que é o teste padrdo para caracterizar moléculas acaricidas

(DRUMMOND et al., 1973), também devera ser realizado.
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5 Concluséo

As GST por terem um papel fundamental na eliminagdo de compostos acaricidas na
célula e serem responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia sdo consideradas potenciais
alvos para novas drogas. Com isso, o trabalho aqui apresentado teve como objetivo
caracterizar moléculas com potenciais acaricidas através do estudo in vitro de 60 compostos
sintéticos de uma biblioteca in house. As enzimas das cinco espécies de carrapato foram
obtidas de forma recombinante em sua forma ativa. Posteriormente foi realizado o
mapeamento das moléculas na enzima rRmGST e aquelas que inibiram 50% a atividade da
proteina, foram utilizadas para prosseguir 0 mapeamento com 0 restante das enzimas
recombinantes: rAvGST, rHIGST, rRdGST, rRaGST

Vinte e duas moléculas inibiram parcialmente a atividade da rRmGST, sendo que
duas moléculas inibiram em mais de 50% a sua atividade. O composto 795 inibiu 58,1%,
enquanto o composto 1258 inibiu 59,4% da atividade de rRmGST. Essas duas moléculas
foram selecionadas para continuar o estudo e com isso foi possivel determinar que o
composto 795 inibiu 27,8% a atividade de rAVGST, 2,3% de rHIGST, 23,9% de rRAGST e
31,9% de rRaGST, enquanto o composto 1258 inibiu 6,2% de rAvGST, 24,3% de rHIGST,
1,9% de rRAGST e 100% de rRaGST.

Para melhor caracterizar o efeito dessas duas moléculas ser& necessario determinar a

ligacdo desses compostos nas GST e analisar o efeito destas na biologia do R. microplus.
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