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Resumo

A angiostrongiliase humana, causada por Angiostrongylus cantonensis, constitui uma
zoonose emergente de relevancia crescente para a saude publica, sobretudo em areas
urbanas onde moluscos invasores, como 0 caramujo-gigante-africano (Achatina fulica),
atuam como hospedeiros intermediarios, com impactos significativos sobre o0s
ecossistemas e sobre a saude ambiental. A intensificacdo da urbanizacdo, aliada as
mudancas climaticas, favorece a expansao desses hospedeiros e, consequentemente, a
disseminacao do parasita, configurando um risco progressivo a populacédo. Diante das
limitacbes dos tratamentos convencionais, ganha destaque a busca por estratégias
inovadoras baseadas em compostos naturais para prevencao e controle de helmintiases.
Nesse contexto, a cubebina, uma lignana isolada de espécies do género Piper, foi
investigada quanto a sua eficécia in vitro frente a larvas L1 e L3 de A. cantonensis, bem
como a sua citotoxicidade em células hospedeiras. Os ensaios experimentais revelaram
efeitos sobre o parasita, induzindo alteragdes morfolégicas compativeis com estresse e
morte, a0 mesmo tempo em que apresentou baixa toxicidade em células de mamiferos.
A seletividade evidenciada reforca o potencial terapéutico da cubebina como alternativa
segura e promissora derivada de produtos naturais. Esses achados ressaltam como a
bioprospeccdo de recursos vegetais pode contribuir para a saide ambiental e publica,
mitigando riscos de zoonoses associadas a moluscos e promovendo abordagens
terapéuticas sustentaveis em contextos impactados pelas mudancas climaticas. Para
consolidar sua aplicacédo clinica, sdo necessarios estudos futuros envolvendo ensaios in

vivo e avaliagdo farmacocinética.
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Abstract

Human angiostrongyliasis, caused by Angiostrongylus cantonensis, is an emerging
zoonosis of growing public health relevance, particularly in urban areas where invasive
mollusks, such as the giant African snail (Achatina fulica), serve as intermediate hosts,
significantly impacting ecosystems and environmental health. The intensification of
urbanization, combined with climate change, promotes the expansion of these hosts and,
consequently, the spread of the parasite, representing a progressively increasing risk to
the population. Given the limitations of conventional treatments, there is increasing
interest in innovative strategies based on natural compounds for the prevention and
control of helminthiases. In this context, cubebin, a lignan isolated from species of the
genus Piper, was investigated for its in vitro efficacy against L1 and L3 larvae of A.
cantonensis, as well as for its cytotoxicity in host cells. Experimental assays revealed
effects on the parasite, inducing morphological changes consistent with stress and death,
while exhibiting low toxicity in mammalian cells. The observed selectivity underscores
cubebin’s therapeutic potential as a safe and promising natural product—derived
alternative. These findings highlight how the bioprospecting of plant resources can
contribute to environmental and public health, mitigating zoonotic risks associated with
mollusks and promoting sustainable therapeutic approaches in contexts impacted by
climate change. To consolidate its clinical application, future studies involving in vivo

assays and pharmacokinetic evaluation are required.

Keywords: Cubebin, Angiostrongylus cantonensis, antiparasitic.



1. Introducéo

As infeccBes por nematoides parasiticos representam um importante problema de
saude global, afetando milhdes de humanos e animais ao redor do mundo (Prociv et al.,
2000; Webster et al., 2016). Entre esses parasitas, Angiostrongylus cantonensis (verme
pulmonar de rato) destaca-se como um agente zoonético emergente de relevancia
clinica. A infeccdo humana ocorre acidentalmente pela ingestdo de caramujos, lesmas
ou hospedeiros paraténicos (como camardes, ras, lagartos e caranguejos), crus ou mal
cozidos, ou alimentos contaminados com muco de moluscos infectados. Em humanos, o
parasita ndo completa seu ciclo de vida e migra para o sistema nervoso central, onde
morre e provoca uma intensa resposta inflamatoria, levando a meningite eosinofilica,
também chamada de neuroangiostrongiliase (Barbosa et al., 2024; da Silva et al., 2021;
Graeff-Teixeira et al., 2023).

A superfamilia Metastrongyloidea inclui espécies de nematoides que parasitam
principalmente mamiferos, infectando sistemas respiratério e cardiovascular, embora
algumas espécies sejam neurotrépicas. A maioria das espécies metastrongiloides,
especialmente da familia Angiostrongylidae, utiliza gastropodes terrestres como
hospedeiros intermediarios, embora algumas possam parasitar gastropodes de agua
doce (Valente et al., 2020; Thiengo et al., 2022). Além de animais silvestres, algumas
espécies parasitam humanos e animais domésticos ou sinantropicos, como
Angiostrongylus costaricensis, causador da angiostrongiliase abdominal (Spratt, 2015;
Neves, 2016).

O ciclo de vida de A. cantonensis envolve ratos (Rattus rattus e Rattus norvegicus)
como hospedeiros definitivos e diversas espécies de gastropodes como intermediarios.
Os moluscos se infectam ao ingerirem larvas de primeiro estagio (L1) presentes nas fezes
de roedores ou por penetracao ativa das larvas, que se desenvolvem para o segundo e
terceiro estagios larvais (L2 e L3) no tecido do hospedeiro (Graeff-Teixeira & Morera,
1995; Wallace & Rosen, 1969; Ash, 1970). Diversas espécies de moluscos estdo
naturalmente infectadas, como Achatina fulica, Sarasinula marginata, Bradybaena

similaris, Subulina octona e Pomacea lineata, contribuindo para a manutencédo e



dispersdo ambiental do parasita (Thiengo et al., 2022; Kim et al., 2014; Valente et al.,
2020).

O tratamento atual de infec¢des por nematoides, como o albendazol, apresenta
eficacia limitada contra larvas migratérias nos tecidos, evidenciando a necessidade
urgente de alternativas anti-helminticas mais seguras e eficazes (Prociv et al., 2000).
Além de sua importancia clinica, A. cantonensis constitui um modelo experimental
valioso, devido a sua similaridade fisiolégica com outros nematoides parasiticos e a sua

adequacdao para ensaios in vitro padronizados (Moreira et al., 2013; Almeida et al., 2020).

Produtos naturais, especialmente lignanas e sesquiterpenos, tém demonstrado
potencial como agentes antiparasitarios devido a mecanismos de acao distintos e menor
risco de resisténcia cruzada. Drimys andina (Winteraceae), espécie endémica do Chile e
nativa dos Andes, apresenta flavonoides e sesquiterpenos drimanicos, sendo investigada
como fonte de compostos bioativos contra nematoides (Macedo et al., 2020; Mengarda
et al., 2021, Paz et al., 2020).

Diante desse cenario, o presente estudo avaliou a atividade antiparasitaria in vitro
da cubebina contra larvas L3 e adultos de A. cantonensis, bem como sua citotoxicidade
em células hospedeiras. Esta pesquisa integra inovacdo na descoberta de produtos
naturais com consideracfes de saude ambiental e publica, abordando os riscos
associados a moluscos invasores e promovendo estratégias sustentaveis em territérios

impactados por mudancas climéticas.

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antiparasitaria da cubebina, isolada de Drimys andina, contra
larvas L1 e L3 de A. cantonensis, considerando sua eficacia e seguranca, fornecendo
subsidios para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas em

produtos naturais.



2.2. Objetivos especificos

e Determinar a eficicia in vitro da cubebina em diferentes concentragbes sobre
larvas L1 e L3 de A. cantonensis;

e Avaliar a citotoxicidade da cubebina em linhagens celulares mamiferas (Vero e
HaCaT);

e Investigar a toxicidade da cubebina no modelo Caenorhabditis elegans;

e Analisar propriedades farmacocinéticas e de drug-likeness da cubebina por meio
de abordagem in silico;

e Fornecer subsidios para futuras pesquisas in vivo e para o desenvolvimento de

produtos naturais antiparasitarios inovadores.

3. Metodologia
3.1. Materiais Gerais

A cromatografia em coluna foi realizada utilizando gel de silica Merck 60 e
Sephadex LH-20 (25-100 ym; Aldrich, Santiago, Chile). O progresso da purificacao foi
acompanhado por cromatografia em camada delgada (TLC) com placas Merck Silica Gel
60F254 (Darmstadt, Alemanha), analisadas sob luz UV (254 nm) e posteriormente
coradas com KMnO,. Os solventes e fragbes foram concentrados em rotavapor Buchi
R100 a 45 °C. Todos os solventes foram previamente destilados e secos com agentes

dessecantes adequados.
3.2. Extracgéo e Purificagdo da Cubebina

Um total de 7.151 g de folhas frescas de D. andina foi coletado em Huincacara,
Villarrica, Regido da Araucania, Chile (39°28'54.9"S, 71°45'24.3"W; 1.438 m de altitude)
em janeiro de 2024. Um exemplar foi depositado no herbario da Universidad de La
Frontera (DA-01-2024). O material vegetal foi lavado, seco em estufa a 50 °C por 2 dias

e triturado em particulas menores que 2 mm.



O extrato bruto foi submetido a cromatografia em coluna de silica, eluido com
gradiente hexano/acetato de etila, gerando 12 fracdes (F1-F12). A fracdo 9, contendo o
composto de interesse, foi purificada por Sephadex LH-20 e cromatografia em coluna (40
mesh), eluida com hexano/EtOAc (3:2, v/v), resultando em 168 mg de cubebina sélida
branca. A recristalizacdo em EtOAc a 4 °C produziu cristais adequados para analise por
difracéo de raios X (XRD).

3.3. Caracterizacdo Quimica

A cubebina foi caracterizada por espectroscopia de RMN 1D e 2D (*H e 13C, COSY,
HSQC, HMBC e NOESY) utilizando espectrobmetro Bruker Avance Neo 500 MHz.
Espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) foi realizada por EI-TOF (70 eV) em

instrumento Waters Micromass.
3.4. Animais, Parasitas e Linhagens Celulares

O ciclo de A. cantonensis (cepa NPDN-AC) foi mantido no Nucleo de Pesquisa em
Doencgas Negligenciadas, UNG, utilizando Biomphalaria glabrata e Achatina fulica como
hospedeiros intermediarios, e ratos Wistar como hospedeiros definitivos. Animais foram
mantidos em condi¢des controladas (22 °C, ~50% umidade), com acesso ad libitum a

alimento e agua.

Células HaCaT (queratinécitos humanos) foram obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro, e células Vero (epitélio renal de macaco) da ATCC (CCL-81). As células
foram cultivadas em DMEM suplementado com L-glutamina, penicilina, estreptomicina e
10% de soro fetal bovino, incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% CO,. C. elegans

(cepa Bristol N2) foi mantido em placas NGM com E. coli OP50.
3.5. Ensaios Antiparasitarios in vitro

Larvas de primeiro estagio (L1) foram isoladas das fezes de ratos infectados pelo
meétodo de sedimentacdo de Rugai e incubadas em placas de 96 po¢cos com cubebina ou
albendazol (controle positivo) em diluicbes seriadas a partir de 100 yM. Movimentos
larvais foram avaliados a 24 h, classificando-se como imoveis, intermitentes, lentos ou

altamente ativos. Eficacia 260% de imobilidade foi considerada significativa.



Larvas de terceiro estagio (L3) foram obtidas de A. fulica infectados por digestédo
artificial em solucdo HCl-pepsina, sedimentadas pelo método modificado de Rugai, e
incubadas com cubebina ou albendazol em placas de 96 pocos. Avaliagéo de viabilidade
e motilidade foi realizada a 0 e 24 h.

3.6. Ensaios de Toxicidade e Citotoxicidade

o C. elegans: Larvas L4 foram incubadas em M9 com cubebina (1000 yM inicial),
ivermectina 10 pM como controle positivo e 0,5% DMSO como negativo.

Toxicidade foi definida como 260% de imobilidade.

e Células hospedeiras: Ensaios MTT foram realizados em placas de 96 pocos com
2 x 102 células/pocgo, expostas a cubebina (500 uM inicial, diluicbes seriadas 3x).
Doxorrubicina (15 pM) foi controle positivo; 0,5% DMSO, negativo. Viabilidade foi
medida a 595 nm apdés 24 h de incubacédo + 4 h com MTT.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes.
3.7. Analise in silico

Propriedades farmacocinéticas e drug-likeness foram avaliadas via SwissADME.
Estruturas quimicas foram desenhadas no Marvin JS e convertidas para SMILES.
Parametros de absorc¢éao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) foram previstos,

bem como triagem PAINS.
3.8. Andlise Estatistica

Valores de EC;, e CC;, foram calculados por curvas de dose-resposta sigmoidal
nao-linear usando GraphPad Prism 8. Diferencas entre grupos foram analisadas por

ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey, com significancia definida para p < 0,05.

4. Desenvolvimento

Este estudo reporta, pela primeira vez, a isolacdo da cubebina em D. andina, uma

espécie endémica do Chile da familia Winteraceae. Embora a cubebina ja tenha sido



identificada em membros das familias Piperaceae e Aristolochiaceae, sua presenca em
espécies de Drimys ainda ndo havia sido documentada (Rodriguez & Quezada, 1991,
Ruiz et al., 2002). Este achado amplia o repertério fitoquimico conhecido de D. andina e
reforca seu potencial como fonte de produtos naturais bioativos.

Os resultados estabelecem D. andina como uma nova fonte natural de cubebina,
uma lignana dibenzilbutirolactona que apresentou atividade anthelmintica potente contra
larvas de A. cantonensis. Esses dados corroboram um corpo crescente de evidéncias
gue destaca o potencial terapéutico de lignanas e neolignanas em diferentes taxons
vegetais. Por exemplo, Drimys brasiliensis produz metabdlitos secundarios ativos contra
Schistosoma mansoni (Umehara et al., 2025; Souza et al., 2024), enquanto frutos ricos
em cubebina de Piper cubeba apresentam atividade larvicida contra Hemonchus
contortus (Borges et al., 2023). De maneira similar, neolignanas como a licarina A de
Nectandra oppositifolia demonstram efeitos antiparasitarios potentes com baixa
citotoxicidade (Mengarda et al., 2023; Cirino et al., 2025). Esses achados reforgam a
utiidade das lignanas como scaffolds antiparasitarios promissores com perfis de

seguranca favoraveis.

A cubebina exibiu atividade anthelmintica especifica para estagios larvais,
mostrando 2,7 vezes mais poténcia que o albendazol contra larvas L1 de A. cantonensis,
mantendo eficdcia comparavel contra larvas L3 infectantes (Roquini et al., 2022; Roquini
et al., 2024). O perfil de toxicidade confirmou a seguranca da cubebina em células de
mamiferos (linhagens Vero e HaCaT), sem citotoxicidade observada em concentracfes
de até 200 uM, resultando em indices de seletividade elevados, superiores a 42,5 para
L1 e 13,1 para L3 — sugerindo uma ampla janela terapéutica (Roquini et al., 2022;
Roquini et al., 2024). Esses resultados séo consistentes com relatos de outras lignanas,
como a licarina A e neolignanas de S. cernuus, que também apresentam atividade
antiparasitaria potente com baixa citotoxicidade em células de mamiferos (Mengarda et
al., 2023; Cirino et al., 2025).

Além disso, a cubebina ndo apresentou toxicidade em C. elegans, um modelo in
vivo amplamente utilizado para triagem inicial de toxicidade (Hunt, 2017). Curiosamente,

lignanas de Arctium lappa tém demonstrado prolongar a vida atil de C. elegans por



mecanismos antioxidantes (Dias et al., 2017), sugerindo que a auséncia de toxicidade da

cubebina pode estar associada a propriedades citoprotetoras.

A analise in silico de ADME e drug-likeness reforca o potencial da cubebina como
candidata a farmaco. O composto atende aos critérios de Lipinski, Veber e Ghose,
apresentando peso molecular, lipofilicidade, area polar superficial e solubilidade
favoraveis. Prediz-se alta absorcdo gastrointestinal e permeabilidade a barreira
hematoencefalica, propriedades essenciais para o tratamento da neuroangiostrongiliase
(Daina et al., 2017). A cubebina néo foi identificada como substrato da P-glicoproteina,
reduzindo o risco de resisténcia mediada por efluxo, e passou em todos os filtros PAINS
e Brenk, indicando baixo risco de efeitos off-target (Daina et al., 2017). Essas
caracteristicas farmacocinéticas e de seguranca sao consistentes com outras lignanas,
como a licarina A, que combina perfis favoraveis de ADME com potente atividade

antiparasitaria (Mengarda et al., 2023; Cirino et al., 2025).

5. Consideracdes Finais

Em concluséo, a cubebina surge como um promissor candidato anthelmintico,
apresentando alta seletividade, eficacia especifica por estagio larval e propriedades
favoraveis de drug-likeness. Sua identificacdo em D. andina enriquece o panorama
fitoquimico da familia Winteraceae e reforca a importancia das lignanas na descoberta
de farmacos antiparasitarios. Estudos futuros devem focar na avaliacdo da eficacia in
vivo, elucidacdo do mecanismo de acdo e exploracdo do potencial sinérgico com

tratamentos existentes, visando combater a resisténcia emergente em helmintos.
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