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A equinococose cistica € uma infecgao causada pelo estagio larval de parasitos do género
Echinococcus (classe Cestoda; familia Taeniidae) [1]. A doencga apresenta distribuicdo cosmopolita,
sendo um grande problema de saude publica e veterinaria em muitos paises. Ela € endémica no
Cone Sul da América do Sul, incluindo a regiao sul do Brasil. A equinococose esta no grupo das
doencas tropicais negligenciadas, segundo a Organizacado Mundial da Saude
(https://www.who.int/neglected diseases/diseases/en/). O tratamento para equinococose se limita
ao cirurgico ou o quimioterapico, como uso de benzimidazolicos, ambos apresentando baixa
eficiéncia. Tanto para a equinococose como para outras helmintiases, faz-se necessario
investimento no desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos [2].

Organismos do género Echinococcus, assim como outros cestédeos, absorvem nutrientes do
hospedeiro pelo tegumento, incluindo colesterol, o qual nao pode ser sintetizado de novo pelos
parasitos. Em Echinococcus granulosus e outros cestddeos a via de sintese do colesterol é
deficiente, mas ainda vital para o parasito, pois € necessaria para prenilacao de proteinas por
exemplo [3]. Em cestddeos, dentro dessa via, a enzima Niemann-Pick C1 (NPC1, com duas
isoformas, NPC1a e NPC1b), ortéloga a enzima NPC1L1 humana, reconhecida como alvo do
farmaco inibidor ezetimiba, usado no tratamento de hipercolesterolemia. A similaridade entre a
enzima humana e as ortdlogas de Echinococcus spp. e outras espécies de cestddeos justifica
estudos no sentido de validar o uso da ezetimiba como potencial anti-helmintico. O presente
projeto esta sendo desenvolvido para avaliacao in silico da interacido das enzimas NPC1a e NPC1b
de E. granulosus com a ezetimiba

As sequéncias génicas e de aminoacidos correspondentes as enzimas NPC1a e NPC1b de E.
granulosus, Echinococcus canadensis, Echinococcus multilocularis e de outros cestddeos (Taenia
saginata, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis microstoma e Mesocestoides corti) foram
recuperadas do banco de dados WormBase Parasite (htips://parasite.wormbase.org/index.html). As
sequéncias de aminoacidos das enzimas ortdlogas humana (hNPC1L1), de Mus musculus
(MNPC1L1) e de Drosophila melanogaster (ANPC1L1) foram recuperadas do banco de dados
UniProt (https://www.uniprot.org/). A ferramenta MAFFT 7(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) foi
utilizada para alinhamento das sequéncias proteicas e construcdo de uma arvore filogenética.
Posteriormente, as ferramentas SWISS-MODEL e MODELLER serao utilizadas para propor
modelos estruturais tridimensionais das enzimas NPC1a e NPC1b de E. granulosus. Com base
nestes modelos serao feitas analises in silico de docking com a estrutura da ezetimiba, utilizando a
ferramenta DockThor.
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Figura 3. Arvore filogenética preliminar mostrando a conservagao das sequéncias
analisadas. Para a construgao da arvore, usou-se as sequéncias de D.melanogaster,
H.sapiens, M.musculus, E.granulosus, E.multilocularis, E.canadensis, T.saginata, H.diminuta,
H.microstoma e M.corti. O método Neighbor Joining foi utilizado , Bootstrap=1000.

A Figura 1 mostra a estrutura dos genes codificadores da NPC1a (A) e da NPC1b (B)
de E. granulosus. O gene da NPC1a tem 20 éxons e codifica uma proteina de 1375
aminoacidos. O gene da NPC1b tem 21 éxons e codifica uma proteinas de 1366
aminoacidos. As sequéncias de aminoacidos da NPC1a e NPC1b foram alinhadas com
a sequéncia de aminoacidos da enzima hNPC1L1. Na Figura 2, € apresentado o
alinhamento dos segmentos destas proteinas correspondentes a regiao de interagao
da ezetimiba com a hNPC1L1 (loop C, residuos 265-629).

As enzimas paralogas NPC1a e NPC1b apresentam 38,7% de identidade e 26%
de similaridade entre elas. As identidades/similaridades da NPC1a (28%/29,2%) e da
NPC1b (30,3%/28,6%) com a hNPC1L1 também foram analisadas. Os graus de
identidade/similaridade indicam homologias entre as enzimas de E. granulosus e a
ortéloga humana suficientes para suportar a hipotese de que a ezetimiba podera ser
utilizada como um inibidor eficiente para as enzimas do parasito.

Na Figura 3, € apresentada uma arvore filogenética preliminar das enzimas
NPC1a e NPC1b de E. granulosus e suas ortdlogas de outros cestdodeos, de
mamiferos (Homo sapiens e M. musculus) e de D. melanogaster. As enzimas de
espécies com maior proximidade filogenética foram agrupadas em clados proximos,
exceptuando-se NPC1b, que divergiu bastante das demais, apesar da paralogia com a
enzima NPC1a. Portanto, é observado que existe um grau maior de conservacao da
proteina entre grupos mais proximos filogeneticamente, embora ainda exista
necessidade de refinamento das analises
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Figura 1. Estrutura dos genes codificadores da NPC1a (A) e da NPC1b (B) de E.
granulosus. Dados recuperados da base de dados WormBase Parasite. Exons (retangulos)

e introns (linhas) s&o mostrados.
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos segmentos das enzimas NPC1a
e NPC1b de E. granulosus com a hNPC1L1, correspondentes a regiao predita como a de
interagao com a ezetimiba (loop C, residuos 265-629). (A) Cores indicam a
semelhanca/identidade entre os aminoacidos; (B) Grau de conservagao dos residuos de
aminoacidos entre as enzimas; (C) Qualidade do alinhamento baseada nos scores Blosum62.
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A partir das analises foi possivel verificar que ha suficiente grau de conservacao
entre as enzimas paralogas de E. granulosus e a enzima hNPC1L1, e mais importante,
o grau de conservacao entre NPC1a/NPC1b e hNPC1L1 da porgao correspondente a
de interacio entre a ezetimiba e a enzima, foi o suficiente.

Como perspectivas para esse projeto temos o refinamento das analises
filogenéticas com a inclusdo de mais sequéncias ortdlogas da NPC1a e NPC1b de E.
granulosus, a geracao de modelos estruturais da enzimas NPC1a e NPC1b de E.
granulosus e o uso desses modelos gerados em ensaios de docking com a ezetimiba.
Alem das analises in silico, deve-se realizar testes in vitro para avaliacao da
suscetibilidade de protoescodlices de E. granulosus € larvas (tetratirideos) de M. corti a
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