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INTRODUCAO

A Dbovinocultura brasileira sofre grandes prejuizos com o carrapato
Rhipicephalus microplus (Barros et al., 2024). O controle tradicional com
antiparasitarios sintéticos enfrenta resisténcia e riscos ambientais, impulsionando a
busca por alternativas (Quadros et al., 2020). Plantas, como o género Ocotea, sao
promissoras fontes de substancias bioativas (Almeida et al., 2021; Conceicao et al.,
2020). A acetilcolinesterase do carrapato (RmAChE) ¢ um alvo validado para novos
farmacos (Kim; Lee, 2018). A combinagao de ferramentas in silico com ensaios in vitro
otimiza essa pesquisa (Begum et al., 2021).

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

O estudo integrou uma abordagem in silico e in vitro para identificar
carrapaticidas naturais contra  Rhipicephalus  microplus, tendo a enzima
acetilcolinesterase (AChE) como alvo molecular. Inicialmente, um modelo
farmacoforico foi construido e validado com base em inibidores conhecidos da AChE
para o R. microplus ¢ atividade carrapaticida em R. sanguineus. Este modelo foi
utilizado para filtrar alcaloides do Banco de Produtos Naturais do Semiarido Baiano
(NatProDB), e as moléculas com maior similaridade foram submetidas ao acoplamento
molecular (molecular docking) em um modelo 3D da enzima para prever a afinidade de
ligacdo. Na etapa in vitro, os compostos mais promissores foram avaliados contra larvas
de R. microplus (10-15 dias) obtidas de teledginas coletadas de bovinos sem tratamento
acaricida prévio. A eficacia foi determinada pelo Teste de Imersdo Larval (TIL),
quantificando a mortalidade apos 24 horas de exposi¢do. O ensaio incluiu um controle
negativo (solvente) e um controle positivo (cipermetrina) para validagdo dos resultados.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Anilise e discussio dos resultados)



Para a constru¢do do modelo computacional, foi estabelecido um banco de
dados composto por 33 inibidores da RmAChE. Este banco incluiu 26 moléculas com
atividade bioldgica previamente reportada contra Rhipicephalus microplus e R.
sanguineus (Prado-Ochoa et al., 2014; Ali et al., 2008), além de sete carrapaticidas
sintéticos comerciais de agdo anticolinesterasica (Diclorvos, Clorfenvinfés, Propoxur,
Carbaril, Coumafo6s, Fenthion e Triclorfon). Este conjunto de inibidores foi dividido
aleatoriamente em um grupo treinamento com 11 moléculas e um grupo teste com 22
moléculas. A partir do grupo treinamento, foram gerados cinco modelos farmacoforicos
no software VROCS. A validagdo destes modelos, realizada com o grupo teste € um
conjunto de 1.100 moléculas falsas-positivas (decoys), resultou em valores de Area Sob
a Curva (AUC) e o modelo que demonstrou o melhor desempenho preditivo foi o
baseado na estrutura do Triclorfon (Figura 1), com AUC de 0,896.
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Figura 1: Modelo baseado em forma e volume de Triclorfon. As
esferas representam as caracteristicas do farmacéforo: aceitadores de
hidrogénio em vermelho preenchido e semipreenchido e doadores de
hidrogénio em azul semipreenchido.

Este modelo validado foi entdo utilizado para a triagem virtual de um banco de
20 alcaloides provenientes do NatProDB, e os compostos filtrados foram submetidos a
ensaios de acoplamento molecular para prever sua afinidade de ligacdo com o sitio ativo
da RmAChE. As moléculas foram ranqueadas pela funcdo de pontuacdo ChemGauss4
do software FRED. As moléculas com as melhores pontuagdes foram ioimbina (-17,45)
e magnoflorina (-16,25). A hordenina (-10,26) ficou em 18 e também foi selecionada
para testes in vitro. Na andlise das interagdes intermoleculares, a ioimbina (Figura 2A)
apresentou interacdes hidrofobicas e m-cation com o residuo Trp316, interagdes
hidrofébicas com Phe317 e Tyr320, e uma ligagdo de hidrogénio com Ser70.

Figura 2: Mapa de interagdo 3D dos complexos alcaloides-
RmAChE. A: complexo ioimbina-RmAChE; B: complexo
magnoflorina-RmAChE; C: complexo hordenina-RmAChE.



A magnoflorina (Figura 2B) apresentou uma ligagdo z-stacking com Trp316,
interacdes m-cation entre sua amina quaternaria e o mesmo residuo, e uma interagao
hidrofébica com Tyr320. Para a hordenina (Figura 2C), foram observadas interacdes
hidrofobicas e n-stacking do tipo perpendicular com o residuo Trp316. Hordenina e
ioimbina foram avaliadas para atividade larvicida. A hordenina foi eficaz, com
mortalidade larval de 35% a 90% (0,125-2 mg/mL), sendo estatisticamente superior ao
controle negativo e similar ao controle positivo nas maiores concentragdes. A ioimbina
mostrou baixa atividade, com mortalidade méxima de 20% (2 mg/mL) e sem diferenca
estatistica do controle negativo.
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Figura 6: Percentual de mortalidade (média = desvio padrao) das
larvas de R. microplus expostas aos alcaloides (ioimbina e hordenina)
no teste de imersdo larval. CP (controle positivo, tratado com
cipermetrina) ¢ CN (Controle Negativo: etanol a 75%). * =
Diferenga significativa para valor de p > 0,05, em comparagdo com o
controle negativo (ANOVA/Tukey).

Os controles funcionaram: etanol a 75% (0% mortalidade) e cipermetrina
(99,6% mortalidade). A hordenina mostrou alta atividade larvicida, atingindo 90% de
mortalidade, similar a cipermetrina. Achados in silico e in vivo (Agrawal et al., 2024)
suportam sua acdo anticolinesterasica via interagcdes com Trp316, Phe317 e Tyr320,
consistente com inibidores de RmAChE conhecidos (Cerqueira ef al., 2022).

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

Este estudo demonstrou a eficacia da abordagem integrada in silico e in vitro ao
identificar a hordenina como um potente agente larvicida contra Rhipicephalus
microplus. Pesquisas futuras devem focar na otimizagdo da hordenina, incluindo a
avaliacdo de sua eficacia contra cepas de carrapatos resistentes e o desenvolvimento de
formulagdes para uso pratico, consolidando o potencial desta molécula para a inovagao
na saude animal.
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