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Resumo:

As infec¢des causadas por nematoides parasitas, como Angiostrongylus cantonensis,
continuam a representar um importante desafio a saude publica global, sobretudo em
razao da limitada eficacia de farmacos largamente empregados, como o albendazol. A
piplartina, uma amida bioativa isolada de Piper truncatum (Piperaceae), foi avaliada
quanto a sua atividade antiparasitaria, demonstrando efeito significativo sobre larvas de
primeiro (L1) e terceiro estagio (L3) do helminto. Os valores de ECso determinados para
a piplartina foram de 8,3 uM (L1) e 10,4 uM (L3), inferiores aos registrados para o
albendazol, que apresentou 14,2 uM e 15,6 uM, respectivamente. Ensaios conduzidos
com Caenorhabditis elegans demonstraram que a piplartina, nas concentragdes ativas,
ndo induziu toxicidade, o que sustenta seu perfil de seletividade antiparasitaria. As
predigdes in silico indicaram propriedades farmacocinéticas compativeis com aplicagao
terapéutica, incluindo alta absor¢do intestinal ¢ capacidade de atravessar a barreira

hematoencefalica, atributos relevantes para o tratamento de infecgdes neurotrdpicas.

Palavras-chave: Anti-helmintico; Angiostrongylus cantonensis; Piplartina; Piper

truncatum
Abstract:

Infections caused by parasitic nematodes, such as Angiostrongylus cantonensis, continue
to represent a significant global public health challenge, particularly due to the limited
efficacy of widely used drugs like albendazole. Piplartine, a bioactive amide isolated from
Piper truncatum (Piperaceae), was evaluated for its antiparasitic activity, demonstrating
significant effects against first (L1) and third stage (L3) larvae of the helminth. The ECso
values determined for piplartine were 8.3 uM (L1) and 10.4 uM (L3), lower than those
recorded for albendazole, which showed 14.2 uM and 15.6 uM, respectively. Assays
conducted with Caenorhabditis elegans demonstrated that piplartine, at active
concentrations, did not induce toxicity, supporting its selective antiparasitic profile. /n
silico predictions indicate pharmacokinetic properties compatible with therapeutic use,
including high intestinal absorption and the ability to cross the blood-brain barrier,

attributes relevant for the treatment of neurotropic infections.
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Introducio

Nematodeos parasitas representam um sério problema de saude publica, afetando
aproximadamente um bilhdo de pessoas, especialmente em regides tropicais e
subtropicais marcadas por desigualdades socioecondmicas [1]. Dentre esses organismos,
Angiostrongylus cantonensis tem se destacado como um agente zoondtico emergente
[2,3]. Seu ciclo de vida envolve ratos como hospedeiros definitivos e moluscos
gastropodes como hospedeiros intermedidrios. As larvas de terceiro estagio (L3), apos se
desenvolverem nos gastropodes, tornam-se infectantes para mamiferos. Em humanos,
atuando como hospedeiros acidentais, essas larvas migram para o sistema nervoso central,
ocasionando meningite eosinofilica, condi¢ao neuroldgica grave, potencialmente fatal ou
com sequelas permanentes [4].

Apesar da relevancia crescente da angiostrongiliase, as op¢des terapéuticas permanecem
limitadas. O albendazol, farmaco amplamente utilizado, apresenta eficacia restrita frente
aos estagios larvais de A. cantonensis e estd associado ao risco de desenvolvimento de
resisténcia [5]. Tal cenario evidencia a necessidade de novos agentes com mecanismos
de a¢do alternativos [6,7].

Compostos naturais tém desempenhado papel central na descoberta de farmacos
antiparasitarios, como exemplificado pela ivermectina e pela artemisinina [8]. O género
Piper, reconhecido pelo uso tradicional no tratamento de infec¢des parasitarias, € rico em
metabolitos bioativos, entre os quais se destaca a piplartina (piperlongumina) [9]. Este
composto, isolado de espécies como Piper truncatum, tem demonstrado propriedades

antitumorais, anti-inflamatérias e antiparasitarias [10-14].

Objetivo

Investigar a atividade da piplartina contra as larvas L1 e L3 de Angiostrongylus
cantonensis, por meio de ensaios in vitro, e avaliar seu perfil de toxicidade utilizando
Caenorhabditis elegans como modelo bioldgico. Além disso, caracterizar suas
propriedades farmacocinéticas por meio de andlises in silico, com o intuito de verificar

seu potencial como agente terapéutico para o tratamento da angiostrongiliase.



Materiais e Métodos

Material vegetal

Os ramos de Piper truncatum foram coletados em Petropolis, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil, em setembro de 2020 (codigo de registro no SISGEN A4123E4). O material
vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. Guilherme M. Antar ¢ um exemplar testemunho
(Antar 3098) foi depositado no Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade de

Sao Paulo, SP, Brasil.

Extracao e Isolamento da Piplartina

Ramos secos e pulverizados de Piper truncatum (254 g) foram exaustivamente extraidos
com hexano a temperatura ambiente. Ap6s remog¢ao do solvente sob pressdo reduzida,
obteve-se 1,5 g de extrato bruto. Parte desse material (1,4 g) foi submetida a uma coluna
de gel de silica, eluida com quantidades crescentes de acetato de etila (EtOAc) em hexano,
originando oito fracdes (A—H). Uma por¢do do grupo F (150 mg) foi fracionada em
cromatografia sobre Sephadex LH-20, eluida com hexano:diclorometano (1:4),
diclorometano:acetona (3:2 e 1:4) e acetona 100%, resultando em nove fracdes (F1-F9).
A fracdo F4 (41 mg) foi purificada por HPLC semi-preparativa em fase reversa C18,

eluida com metanol:agua (7:3), obtendo-se 35 mg de piplartina pura.

Manutencao de Parasitas e Animais

O ciclo de vida de Angiostrongylus cantonensis (cepa NPDN-AC) foi mantido em
condi¢des laboratoriais no Nucleo de Pesquisa em Doengas Negligenciadas da
Universidade Guarulhos. Os hospedeiros definitivos, ratos Wistar (Rattus norvegicus), €
os hospedeiros intermediarios caramujos de agua doce (Biomphalaria glabrata) e
caramujo gigante africano (Achatina fulica) foram alojados em ambiente controlado, com
temperatura de 22 + 1 °C e umidade relativa de 50 a 60%, dispondo de acesso irrestrito a
alimento e 4gua. O nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans (cepa Bristol N2) foi
cultivado em placas de agar contendo meio de crescimento especifico para nematoides
(NGM), previamente semeadas com Escherichia coli OP5047 como fonte de nutrientes

[15].

Atividade Antiparasitaria Contra Larvas L1 de A. cantonensis
Larvas do primeiro estagio (L1) foram coletadas a partir de amostras fecais de ratos
Wistar infectados, utilizando o método de sedimentacdo de Rugai [16]. As larvas foram

lavadas trés vezes em meio RPMI 1640 suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100



pug/mL de estreptomicina. Aproximadamente 50 larvas L1 foram distribuidas em pogos
individuais de uma placa de 96 pocos contendo 200 pL. de meio RPMI, volume final [17].
A piplartina e o albendazol foram dissolvidos em DMSO (concentragdo final < 0,5%) e
testados em diluigdes seriadas a partir de 100 uM. As placas foram incubadas a 21 °C por
24 horas, e a motilidade larval foi avaliada microscopicamente, utilizando um sistema de
classificagdo em quatro niveis: imodvel, intermitente, lenta ou altamente ativa. Um
composto foi considerado eficaz quando > 60% das larvas apresentaram imobilidade

completa [18].

Atividade Antiparasitaria Contra Larvas L3 de A. cantonensis

Larvas infectantes do terceiro estagio (L3) foram obtidas a partir de caramujos Achatina
fulica infectados experimentalmente, por meio da digestdo com pepsina-HCI (1% pepsina
em 0,7% HCI, 37 °C, 2 horas) [19], seguida da sedimenta¢@o pelo método de Rugai [16].
Aproximadamente 50 larvas L3 foram transferidas para cada pogo de uma placa de 96
pogos contendo meio RPMI 1640. A piplartina e o albendazol foram testados conforme
descrito para as larvas L1. A viabilidade larval foi monitorada nos tempos 0 h e 24 h pos-
tratamento, utilizando microscopio invertido (100x de aumento). A classificagao da

motilidade seguiu os mesmos critérios do ensaio com L1.

Avaliac¢ao de Seletividade em C. elegans

Larvas sincronizadas de C. elegans no estdgio L4 foram distribuidas em placas de 96
pocos contendo tampao M9 (60 larvas/pogo). A piplartina foi avaliada em concentragdes
de até 1000 uM, utilizando o albendazol como controle positivo e DMSO a 0,5% como
controle veicular [20]. Apds incubacdo por 24 h a 21 °C, a sobrevivéncia larval foi
determinada com base na motilidade: larvas que nao respondiam a estimulos mecanicos
leves foram classificadas como inviaveis. A toxicidade foi definida como imobilidade >

60% [21].

Perfil ADME Computacional

As propriedades de drug-likeness e farmacocinéticas da piplartina foram previstas
utilizando a ferramenta online SwissADME [22]. A estrutura do composto foi desenhada
no Marvin JS (ChemAxon), exportada como uma cadeia SMILES e analisada quanto a
conformidade com a Regra dos Cinco de Lipinski, aos critérios de biodisponibilidade de

Veber e aos alertas de interferéncia em ensaios (PAINS). Os principais parametros



avaliados incluiram a absor¢do gastrointestinal e a permeabilidade a barreira

hematoencefilica.

Analise Estatistica

As curvas dose-resposta foram geradas no GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
Boston, MA, EUA) utilizando um modelo de regressao logistica de quatro parametros
para calcular os valores de ECso (atividade antiparasitaria) e LDso (toxicidade) [23]. A
significancia estatistica entre os grupos de tratamento foi determinada por ANOVA

unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey (p < 0,05).

Conformidade Etica
Todos os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade de Guarulhos (Protocolo n® 064/24) e conduzidos de acordo com as

diretrizes nacionais brasileiras de bem-estar animal (CONCEA).

Desenvolvimento

A atividade anti-helmintica da piplartina contra Angiostrongylus cantonensis foi
investigada por meio de ensaios in vitro utilizando larvas de primeiro (L1) e terceiro
estagio (L3), obtidas a partir de ratos e moluscos previamente infectados. As larvas foram
expostas a diferentes concentracdes de piplartina, com albendazol empregado como
controle, devido ao seu uso consolidado no tratamento de helmintiases.

Os resultados revelaram que a piplartina apresentou maior eficacia antiparasitaria, com
valores de ECso de 8,3 uM para L1 e 10,4 uM para L3, inferiores aos valores obtidos para
o albendazol (14,2 uM e 15,6 uM, respectivamente). A reducdo na viabilidade das larvas
mostrou-se dependente da concentragdo do composto, sendo observada imobilidade
quase completa das larvas L1 em concentragdes inferiores a 10 uM. Em contrapartida, o
albendazol necessitou de doses mais elevadas para alcancar efeitos semelhantes. Para as
larvas L3, a curva dose-resposta da piplartina evidenciou um declinio mais acentuado na
viabilidade em comparacdo ao albendazol. Além disso, ambas as larvas expostas a
piplartina e albendazol apresentaram alteragdes morfologicas significativas,
especialmente na regido caudal, com retracao e danos na superficie.

A seletividade da piplartina foi avaliada em larvas L4 de Caenorhabditis elegans,
utilizadas como organismo modelo para toxicidade. Mesmo quando expostas a
concentragdes de até 1000 uM, nao foram detectados efeitos toxicos relevantes, indicando

um perfil de seguranca favoravel e alta seletividade.



Complementarmente, as propriedades farmacocinéticas da piplartina foram analisadas
por predig¢des in silico na plataforma SwissADME. O composto apresentou conformidade
com a Regra dos Cinco de Lipinski, além de parametros promissores, como alta absor¢ao
intestinal e permeabilidade a barreira hematoencefalica. Essas caracteristicas sao
essenciais para o desenvolvimento de tratamentos contra infec¢des neurotropicas,

reforcando o potencial da piplartina como candidata a farmaco

Consideracoes Finais

Em conclusao, os resultados do presente estudo demonstraram a atividade anti-helmintica
da piplartina, isolada de Piper truncatum, contra o nematoide zoonotico A. cantonensis.
Os ensaios in vitro evidenciaram que a piplartina apresentou eficicia superior a do
albendazol e nao exibiu toxicidade no modelo com Caenorhabditis elegans. Assim, este
trabalho identifica a piplartina como um composto anti-helmintico de origem natural com
dupla vantagem, bioatividade ja reconhecida na medicina tradicional e validacdo
computacional de propriedades farmacologicas, ressaltando o valor continuo da
etnofarmacologia na descoberta de novos farmacos. Estudos futuros devem priorizar a
valida¢ao da eficacia in vivo, o esclarecimento dos mecanismos de acao e a otimizagao

estrutural visando o avang¢o da piplartina rumo ao desenvolvimento clinico.
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