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Resumo

RODRIGUES, Débora Carvalho. Toxocara canis: avaliagao in vitro, in silico e ex vivo
de moléculas sintéticas derivadas da cumarina. Orientador: Carlos James Scaini. 2021.
54 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia e Parasitologia) — Instituto de Biologia,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A toxocariase humana é uma parasitose tecidual negligenciada, cujo o principal agente
etiolégico € o nematddeo Toxocara canis. Os benzomidazdlicos, anti-helminticos de
escolha para o tratamento dessa parasitose, apresentam taxas de resolucio clinica
entre 45 e 70%, devido a sua baixa solubilidade em agua e dificil acdo em nivel
tecidual. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade de moléculas sintéticas
derivadas da cumarina (COU) sobre larvas de Toxocara canis, além avaliar essas
moléculas in silico e ex vivo. Foram avaliadas onze moléculas (na concentragéo de 1
mg/mL), em duplicata, em placas de microcultivo, contendo larvas de T. canis em meio
RPMI-1640, sendo incubadas, a 37°C e tensdo de CO2 de 5%, por 48 horas. Apos foi
determinada a concentracéo larvicida minima (CLM). A molécula COU 6, na CLM de 0,5
mg/mL, e a molécula COU 9, na CLM de 1,0 mg/mL, apresentaram-se eficazes contra
100% das larvas de T. canis. Para as analises in silico das moléculas COU 6 e COU 9
foram utilizados os softwares Swiss ADME e Molinspiration. As moléculas COU 6 e
COU 9 apresentaram parametros de biodisponibilidade adequados, como alta
capacidade de metabolismo e absorgdo gastrointestinal, e de permear a barreira
hematoencefalica. Outro resultado importante obtido, foi a auséncia de citotoxicidade da
molécula COU 9 na CLM eficaz (1 mg/mL). Nas condi¢des estudadas, conclui-se que a
molécula COU 9 é candidata a composto-protétipo e a testes pré-clinicos, e a molécula

COU 6 é potencial candidata.

Palavras-chaves: Toxocariase; Moléculas Sintéticas, Cumarinas.



Abstract

RODRIGUES, Débora Carvalho. Toxocara canis: evaluation in vitro, in silico and ex
vivo of synthetic molecules derived from coumarin. Advisor: Carlos James Scaini. 2021.
54 f. Dissertation (Masters in Biology) — Institute of Biology,Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2021.

Human toxocariasis is a neglected tissue parasitosis, whose main etiological agent is
the nematode Toxocara canis. Benzomidazole, anthelmintics of choice for this
parasitosis treatment, have clinical resolution rates between 45 and 70%, due to its low
water solubility and difficult action at the tissue level. The objective of this study was
evaluate in vitro the activity of synthetic molecules derived from coumarin (COU), on
Toxocara canis larvae, in addition to evaluating these molecules in silico and ex vivo.
Eleven molecules were evaluated (1 mg/mL), in duplicate, in microculture plates
containing T.canis larvae in RPMI -1640 medium, being incubated at 37°C, in 5% CO:
tension, for 48 hours. After, it was determined the minimum larvicidal concentration
(CLM). The COU 9 molecule, at 1 mg/mL CLM, and the COU 6 molecule, at 0,5 mg/mL
CLM, obtained results against 100% of T.canis larvae. The in silico analyses of COU 6
and COU 9 molecules were used the softwares: Swiss ADME and Molinspiration. The
molecules showed high metabolism capacity and gastrointestinal absorption, besides
having the ability to permeate the blood brain barrier. Another important result, was the
absence of cytotoxicity of the COU 9 molecule at the effective CLM (1 mg/mL). Under
the conditions studied, it is concluded that COU 9 molecule is candidate for prototype

compound and pre-clinical testing, and the COU 6 molecule is a potential candidate.

Key-words: Toxocariasis; Synthetic Molecules; Coumarins.
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1 Introducgao

A toxocariase humana é uma parasitose tecidual negligenciada (PARISE et al.,
2014; FIALHO & CORREA, 2016), causada principalmente por larvas de Toxocara
canis, parasito intestinal de cades (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002). Esse
nematddeo parasita uma ampla gama de animais domésticos e selvagens como
hospedeiros definitivos e paraténicos, por meio de multiplas rotas de transmissao,
produzindo larvas que permanecem vivas por longos periodos (meses/anos) nos
tecidos do hospedeiro e ovos resistentes as condicbes ambientais. Portanto, o parasito
e a doenca causada, toxocariase humana, sao modelos adequados para o
desenvolvimento de uma abordagem em saude (HOLLAND, 2017).

Estudos de soroprevaléncia tém demonstrado que essa parasitose é
especialmente prevalente entre criangas de populagbes socioeconbmicas
desfavorecidas, tanto nos trépicos e subtropicos quanto em nagdes industrializadas
(MACPHERSON, 2013; FIALHO & CORREA, 2016). Embora se estime que dezenas de
milhdes de pessoas estejam expostas ou infectadas por Toxocara spp., as informagdes
epidemioldgicas globais sobre a relagdo entre soropositividade e toxocariase sao
limitadas. Entretanto, estudos recentes sugerem que o efeito da toxocariase na saude
humana vem sendo reconhecido (GUANGXU, 2018).

A toxocariase humana é causada pela migragao e permanéncia das larvas de
Toxocara spp. nos tecidos de 6rgaos e nos musculos esqueléticos estriados (BEAVER,
1969), podendo causar formas clinicas sistémicas (visceral, oculta, neuroldgica, entre
outras) e a forma ocular (MAGNAVAL et. al. 2001; DESPOMMIER, 2003; PINELLI &
ARANZAMENDI, 2012). Além disso, pode ocorrer reativagdo das larvas em quiescéncia
com a consequente migragdo dessas para outros tecidos, como o tecido ocular e
encefalico (PAWLOWSKI, 2001).

O tratamento varia de acordo com a sintomatologia e a localizagdo das

larvas. Os anti-helminticos benzimidazdlicos, incluindo albendazol (ABZ), tiabendazol
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(TBZ) e mebendazol (MBZ), sdo os mais utilizados para o tratamento (FILLAUX &
MAGNAVAL, 2013), e podem ser associados aos corticosteroides anti-inflamatorios
(MACPHERSON, 2013).

O anti-helmintico ABZ é a primeira escolha para o tratamento da toxocariase e o
MBZ é a segunda opgédo terapéutica (PAWLOWSKI, 2001; DESPOMMIER, 2003;
HOTEZ & WILKINS, 2009), devido a sua menor taxa de absor¢do nos tecidos extra-
intestinais em comparagao ao ABZ (MAGNAVAL et al., 2001; CHEN et al., 2018). A
resolugao clinica observada com o uso de benzimidazoélicos € considerada baixa a
moderada (45-70%), devido a ineficiente agdo em nivel tecidual e a baixa tolerabilidade
(MAGNAVAL et al., 2001). A baixa solubilidade em agua desses compostos parece
colaborar com a baixa biodisponibilidade (PAWLOWSKI, 2001). Além disso, a
experiéncia do tratamento em humanos é limitada devido a escassez da realizagao de
ensaios clinicos em pacientes com toxocariase (OTHAMAN, 2012).

Para o desenvolvimento de um farmaco, existem diversas etapas a serem
cumpridas, como a etapa de desenvolvimento da molécula e a etapa pré-clinica, que
envolve a realizacido dos testes in vitro, ex vivo e in silico, assim como a avaliagao em
modelos experimentais, além da etapa clinica, com as fases I, Il e [l (MCMULLIN,
2015) (Figura 1). Sendo importante ressaltar que a toxocariase visceral murina € o
principal modelo para os estudos dessa parasitose (MAGNAVAL et al., 2001). Além
disso, as larvas de terceiro estadio de T. canis sdo os alvos tanto nos testes in vitro
como nos testes pré-clinicos, visto que ndo ha evolugdo da larva nos camundongos

(hospedeiros paraténicos).
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Figura 1. Fases do desenvolvimento de um farmaco (MCMULLIN, 2015).

Nos ultimos anos, diversas moléculas hibridas com base de cumarina foram
sintetizadas, como derivados conjugados com nitrogénio contendo metades
heterociclicas, como triazol, piridina e pirimidinas, sendo observada acgéo bioldgica
antiparasitaria (SAADEH et. al, 2009). Assim, torna-se importante a realizacdo de
estudos que visem selecionar moléculas derivadas de cumarina que possam ser
avaliadas em testes pré-clinicos, visando o desenvolvimento de novos anti-helminticos

para o tratamento dessa parasitose tecidual.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Selecionar moléculas sintéticas derivadas de cumarina, por meio de testes in
vitro, ex vivo e in silico, como candidatas a novos farmacos para os testes pré-clinicos

do tratamento da toxocariase visceral.

2.20bjetivos Especificos

e Avaliar in vitro a acao larvicida de moléculas sintéticas derivadas de cumarina
sobre larvas de Toxocara canis;

e Determinar in vitro a concentragao larvicida minima (CLM) de moléculas
sintéticas derivadas de cumarina sobre Toxocara canis;

e Analisar in silico os parametros farmacocinéticos das moléculas sintéticas
derivadas de cumarina eficazes nos testes in vitro;

e Avaliar a citotoxicidade das moléculas derivadas de cumarina na concentragao
larvicida minima (CLM) eficaz.

e Selecionar moléculas candidatas a compostos-protétipo para testes pré-clinicos

no tratamento da toxocariase visceral.



3 Revisao Bibliografica

3.1 Toxocariase humana

A toxocariase humana é uma zoonose parasitaria cosmopolita, mais prevalente
em paises de clima tropical e subtropical (CARVALHO & ROCHA, 2011; WOODHALL &
FIORI, 2013; MACPHERSON, 2013; GODOQY et al., 2020). Trata-se de uma doencga
negligenciada, cuja prevaléncia é subestimada devido as dificuldades do diagnéstico
clinico e laboratorial (SMITH et al., 2009; MOREIRA et al., 2014).

Os principais agentes etiolégicos da toxocariase humana sao os nematdédeos do
género Toxocara, os quais pertencem a classe Chromadorea, ordem Ascaridida e a
superfamilia Ascaridoidea. A espécie Toxocara canis Werner, 1782, é a mais
frequentemente associada aos casos clinicos dessa parasitose, e em menor escala a
espécie Toxocara cati Schrank, 1788, parasito intestinal de gatos (CHEN et al., 2018).

Nos caes (hospedeiros definitivos), a transmissao de T. canis pode ocorrer pelas
vias oral, placentaria e mamaria. Nos animais jovens, as larvas de terceiro estadio (L3)
de T. canis realizam a migragao pela via linfatica e venosa para o figado e pulmdes,
onde mudam para L4, as quais sobem a arvore brénquica, atingem a faringe, sendo
deglutidas e atingem o intestino, onde amadurecem sexualmente. As fémeas adultas
realizam a postura de ovos que sao carreados pelas fezes do hospedeiro,
contaminando o ambiente (DESPOMMIER, 2003).

Os ovos se tornam infectantes apés um periodo de duas a quatro semanas no
solo, podendo infectar novos hospedeiros definitivos (caes, raposas), hospedeiros
paraténicos (bovinos, suinos, roedores, aves, entre outros) ou hospedeiros acidentais
(seres humanos) (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981; STRUBE et al., 2013; CHEN et al.,
2018). Os ovos de T. canis podem permanecer viaveis no ambiente por um ano,
quando em temperatura entre 15 e 35°C, umidade acima de 50% e areas
sombreadas (CARVALHO & ROCHA, 2011; GAMBOA, 2005).

O principal modo de infeccdo em humanos ocorre através da ingesta dos ovos
larvados (L3), quando levados a boca através das m&os contaminadas, pela geofagia e
pelo consumo de hortalicas mal higienizadas e agua (DESPOMMIER, 2003; GODOY et
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al., 2020). Outro modo de infecg&o ocorre no consumo de carnes ou visceras cruas ou
malcozidas de hospedeiros paraténicos, os quais albergam larvas de terceiro estadio
(L3) infectantes encistadas nos seus tecidos (HOFFMEISTER et al., 2007).

A toxocariase humana consiste em uma parasitose tecidual causada pela
migracdo e permanéncia de larvas de Toxocara spp., durante meses ou anos
(BEAVER, 1969) em orgéos (figado, pulmdes, rins, olhos, coragédo, encéfalo) e na
musculatura esquelética estriada (DESPOMMIER, 2003; PINELLI & ARANZAMENDI,
2012). As principais formas clinicas sao toxocariase visceral (larva migrans visceral) e a
toxocariase ocular (larva migrans ocular) (CDC, 2019). Além dessas, podem ocorrer a
forma neurolégica (toxocariase neuroldgica) e a subclinica (toxocariase oculta)
(MAGNAVAL et al., 2001; SMITH et al, 2009; FONSECA et al., 2017).

3.2Tratamento da toxocariase humana

O tratamento da toxocariase humana consiste no emprego de anti-helminticos,
0s quais apresentam eficacia baixa a moderada (45-70%) devido a dificil agdo dos
farmacos em nivel tecidual (MAGNAVAL et al., 2001), pela baixa tolerabilidade e
necessidade de uso prolongado (PAWLOWSKI, 2001). O uso desses farmacos pode
levar a inviabilidade de larvas e liberagao de antigenos nos tecidos, determinando
aumento dos niveis de anticorpos, associado a eosinofilia sanguinea (CUELLAR et al.,
1990; MAGNAVAL et al.,, 1992). Dentre os anti-helminticos utilizados estdo os
benzimidazdlicos, como MBZ, TBZ e ABZ, os derivados semissintéticos da avermectina
B1a, como a ivermectina (OTHMAN, 2012), além da dietiicarbamazina (DEC)
(MAGNAVAL et al., 2001). Os principais farmacos indicados no tratamento da forma
visceral da toxocariase humana, podem ser observados na Tabela 1. O ABZ é o anti-
helmintico de primeira escolha e o MBZ é o de segunda escolha para o tratamento
dessa parasitose.

O ABZ atinge a concentragdo sérica maxima em cerca de trés horas apos
administragao, exibe atividade sobre as formas adultas, ovos e larvas e € menos toxico
do que os demais farmacos do mesmo grupo (VIEIRA et al., 1996; VIDAL et al., 2003).
Entretanto a cura obtida pelo uso do ABZ varia de 45 a 70% (MAGNAVAL et al., 1987;
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STURCHLER et al., 1989; MAGNAVAL et al., 1987; SMITH et al., 2009; MOREIRA et
al., 2014), o que mostra a caréncia de farmacos mais eficazes para o tratamento dessa
parasitose e a importancia de pesquisas por compostos bioativos candidatos a novos

farmacos.

Tabela 1- Tratamento para toxocariase humana, forma visceral, conforme Chen et al.
(2018), com modificacdes.

Farmacos Efeitos colaterais Taxa de Fonte
eficacia
Albendazol (ABZ)* Tontura, nausea, dor 45-70% Magnaval et al. 1987,
400mg/2x/d/5d. abdominal em alguns Sturchler et al 1989;
v. oral pacientes Magnaval et al. 1995

Mebendazol (MBZ)** Efeitos semelhantes com ABZ 45-80% Magnaval et al. 2001;

100-200mg2x/d/5d. Woodhall & Fiore, 2014;
v. oral Lescano et al., 2005;
Dietilcarbamazina Hipersensibilidade: prurido, 70% Magnaval et al. 2001,
(DEC)*** urticaria e edema Starchler et al 1989
3-4 mg/kg/d/21d
v. oral

* Primeira escolha; ** Segunda escolha; *** Escolha alternativa

Também se recomenda o tratamento sintomatico de suporte, que depende do
quadro clinico apresentado pelo paciente, como oxigenoterapia, quando ha
comprometimento das vias respiratorias, anti-histaminicos, preconizados contra reacdes
alérgicas em geral (TONELLI, 2005). Aléem de anti-inflamatorios corticosteroides
(FINSTERER & AUER, 2007; MACPHERSON, 2013), preconizados principalmente em
quadros com sintomatologia neurol6gica associada (RADMAN et al., 2000) e também
como aliados no controle a resposta inflamatoria gerada em fungdo da agressédo

tecidual causada pela migracao das larvas (CHEN et al., 2018).
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3.2.1 Mecanismos de agao dos anti-helminticos

De modo geral, os anti-helminticos exercem efeitos sobre os parasitos pela
interferéncia nos processos de metabolismo energético, coordenagao neuromuscular e
integridade celular (MARTIN, 1997). A atividade de um anti-helmintico n&o s6é depende
da sua ligagédo ao receptor especifico (farmacodinamica), mas também da capacidade
de atingir e manter concentragbes elevadas em diferentes tecidos em um periodo
suficiente para induzir o efeito do farmaco (TORRADO et al.,, 1996). A eficacia das
moléculas de um anti-helmintico esta relacionada a capacidade de penetrar na cuticula
do nematédeo (ALVAREZ et al., 2007).

Os farmacos benzimidazodlicos, em geral, atuam diretamente sobre os
microtubulos dos parasitos adultos, bloqueando a sua capacitacao de glicose, o que
resulta na deplegao de glicogénio e na redugao da formagao de trifosfato de adenosina
(ATP), necessario para a sobrevivéncia e reprodugdo dos helmintos (KOROLKOVAS,
2009). Nas larvas, esses farmacos inviabilizam as fungdes motoras (atividade
larvostatica), inibindo a motilidade da larva, impedindo que essa realize a migragéo
pelos tecidos (FRIXIONE & MEZA, 2017). Outros estudos demonstram que o TBZ pode
inibir o sistema de reducao do fumarato da camada muscular das larvas de T. canis,
provocando também atividade larvostatica (ABDEL-HAMEED, 1984; BARDON et al.,
1995). Porém esses mecanismos de agao se tornam ineficazes a partir do momento em
que ha uma tendéncia de as larvas permanecerem encistadas, em estado de
quiescéncia, nos tecidos do hospedeiro por longos periodos, antes de reassumirem sua
atividade migratdria, o que dificulta a atividade farmacoldgica desses farmacos (AIRES
et al., 2008).

Ha ainda uma estreita ligagdo entre o comportamento farmacocinético do anti-
helmintico no hospedeiro e sua eficacia final, sendo que o farmaco necessita
ultrapassar diferentes "barreiras" para chegar ao seu receptor-alvo no parasito. A
absorcao do medicamento é o principal fator limitante que determina a quantidade de
farmaco que chega a circulagdo sistémica (disponibilidade sistémica). A baixa
solubilidade em agua dos benzimidazois parece colaborar para a baixa disponibilidade

de compostos desta classe por via oral, como é o caso do ABZ (TORRADO et al.,
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1996). Entretanto os benzimidazolicos ainda apresentam resultados superiores em
relacdo a ivermectina (MAGNAVAL et al., 2001), pois se apresentam em sistema de
anéis (Figura 2) e estdo presentes em outros compostos quimicos com diversas
atividades farmacoterapéuticas, inclusive na vitamina B12 e nos inibidores da bomba de
proton (PODUNAVAC-KUZMANOVIC & CVETKOVIC, 2007).

s,

Figura 2 - Estrutura dos benzimidazéis (KOROLKOVAS, 2009).

3.2.2 Estudo de eficacia de anti-helminticos na toxocariase murina

Estudos com modelos experimentais foram realizados para avaliar a atividade de
diferentes anti-helminticos sobre a toxocariase visceral em camundongos infectados por
T. canis. No estudo com ABZ foi verificado que esse farmaco inviabilizou cerca de
70,5% do total das larvas de T. canis (MUSA et al.,, 2011). J& na avaliagdo do
tratamento com o MBZ foi observada atividade larvostatica na fase hepato-pulmonar e
atividade larvicida nas fases miotropica e neurotrépica (BARDON et al., 1995).

Na comparacédo de trés anti-helminticos ndo houve diferenga significativa na
eficacia entre ivermectina, MBZ e TBZ. Observou-se reducédo da carga parasitaria em
camundongos, entre 75 e 80% com os trés farmacos, porém os autores relatam que
uma quantidade n&o determinada de larvas permanece encistada nos tecidos
(LESCANO et al., 2005). Outro estudo comparativo, com a finalidade de avaliar a
eficacia da nitazoxanida (NZT) contra larvas de T. canis, demonstra que esse farmaco
apresenta atividade e taxa de eficacia semelhantes as do MBZ, de xxx e yyyyy,
respectivamente (LESCANO et al., 2015).

3.3Potencial terapéutico de moléculas sintéticas
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Por apresentarem uma grande diversidade estrutural e funcional, inumeros
compostos de origem vegetal tém sido utilizados na terapéutica (SANGI, 2016). O
emprego de plantas medicinais e de fitoterapicos € incentivado pela Organizagao
Mundial da Saude, que desde 1978 reconhece as acbdes profilaticas, paliativas,
curativas e diagnosticas desse grupo de medicamentos (BENINI et al., 2010), inclusive
como alternativa para o tratamento e controle de parasitoses (NOELLI et. al., 1998).
Além disso, os produtos de origem vegetal sdo importantes recursos de atividade
biolégica e podem servir de base para a sintese de diferentes moléculas (REIS et. al,
2010; FALKENBERG et. al, 2012). A quantidade e complexidade dos compostos que
vem sendo sintetizados aumentou drasticamente, e atualmente constitui uma etapa
importante na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (SANGI, 2016).

Recentemente estudos mostraram que algumas moléculas apresentam potencial
larvicida in vitro ou em camundongos infectados experimentalmente por T. canis. A B-
lapachona, C-alil-lausona (0,25 mg/mL) e lapachol (0,5 mg/mL) apresentaram 100% de
atividade larvicida in vitro sobre T. canis (MATA-SANTOS et al., 2015). Também um
estudo do nosso grupo com quinona demostrou que uma naftoxirana (10mg Kg-
'/dia/10d, via intraperitoneal) apresenta atividade similar ao ABZ (40 mg/Kg™", via
intragastrica), pela redugdo na carga parasitaria em camundongos BALB/c (MATA-
SANTOS et al., 2016a).

E importante ressaltar que os heterociclicos, grupo presente na estrutura de
produtos naturais e sintéticos como as tetraidropiridinas e os pirazois, apresentam
atividade anti-inflamatdria, antifungica, antibacteriana, antimalarica e anti-helmintica
(larvicida) (AJAY et al., 2000; CUNICO et al. 2006). As amidas graxas também tém sido
citadas, como uma nova familia de lipidios biologicamente ativa, por apresentarem
importancia farmacoldgica e atividades bioldgicas (PACHER et al., 2006; FLYGARE et
al. 2008). O grupo funcional amida € comum em moléculas sintéticas ou de origem
natural e esta presente em diversos farmacos utilizados (MONTALBETTI et al., 2005).
O primeiro estudo sobre amidas graxas contra agente infeccioso mostrou atividade
sobre cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis. A identificacdo de amidas
graxas biologicamente ativas estimulou pesquisas para isolamento, caracterizagao e

sintese de novas amidas graxas (D'OCA et al, 2010). Em relagdo a toxocariase, o
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primeiro estudo foi realizado pelo nosso grupo, e a amida graxa linolil pirrolidilamida foi
a mais potente, com concentragdo larvicida minima (CLM) de 0,05 mg/mL e
citotoxicidade de 27% nos macréfagos peritoneais murinos C57BL pelo ensaio MTT
(MATA-SANTOS et al., 2016b).

3.4 Cumarinas

A medicina chinesa tem mostrado ao longo dos séculos a extensa atividade
bioldgica relacionada as mais diversas plantas e extratos vegetais (LIU et al., 2006). No
Brasil ha uma importante biodiversidade de plantas com potencial terapéutico a espera
de pesquisas que demonstrem sua bioatividade (NAPOLITANO et al., 2004). Uma
familia de plantas que vem se destacando no assunto € a Rubiaceae, caracterizada por
produzir inumeras classes de metabdlitos com potencial terapéutico, como as
cumarinas, alcaloides, terpenos, acido quindvico glicosideo e flavonoides (REIS et al.,
2016; KALA, 2015). As cumarinas se destacam pelo potencial terapéutico e também
sdo encontradas em abundancia em plantas das familias Apiaceae e Rutaceae (JAIN &
JOSHI, 2012).

Diversas moléculas hibridas com base de cumarina foram sintetizadas, como
derivados conjugados com nitrogénio contendo estruturas heterociclicas, como triazol,
piridina e pirimidinas, sendo observada agdo bioldgica sobre Giardia intestinalis
(SAADEH et. al, 2009).

As cumarinas pertencem ao grupo das benzopironas (JOY et al.,, 2020) e
apresentam um anel benzénico fundido a uma lactona em sua estrutura quimica (LAKE,
1999). A cumarina e seus derivados tém apresentado extensa atividade biolégica, como
antibidtica, antiviral e anti-inflamatéria (MOREIRA et al., 2014), além disso fazem parte
da constituicdo de diversos farmacos ja aprovados como anti-coagulantes
(acenocumarol, varfarina) que atuam como antagonistas da vitamina K, e antibi6ticos
(novobiocina e cumermicina A1), que se ligam a DNA girase, uma enzima envolvida na
divisdo celular de bactérias afetando o desenovelamento do DNA e impedindo sua
replicacdo (JOY et al., 2020; CAMARA, 2011). Além disso, foi demonstrada ac&o in vivo

sobre o helminto Dactylogyrus intermedius em Carassius auratus (goldfish) (LIU et al.,
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2016) e acéo in vitro sobre protozoarios Leishmania major (NAPOLITANO et al., 2004)
e Trypanosoma cruzi (COELHO, 2018).



4 Manuscrito: Moléculas derivadas de cumarina: atividade sobre larvas de

Toxocara canis

Resumo

Os benzomidazodlicos, anti-helminticos de escolha para o tratamento da toxocariase
humana, apresentam taxas de resolugao clinica entre 45 e 70%, devido a sua baixa
solubilidade em agua e dificil agdo em nivel tecidual. O objetivo deste estudo foi avaliar
in vitro a atividade de moléculas sintéticas derivadas da cumarina (COU) sobre larvas
de Toxocara canis, além avaliar essas moléculas in silico e ex vivo. Foram avaliadas
onze moléculas (1 mg/mL), em duplicata, em placas de microcultivo, contendo larvas de
T. canis em meio RPMI-1640, sendo incubadas a 37°C, CO2 de 5%, por 48 horas.
Apds, foi determinada a concentragao larvicida minima (CLM). A molécula COU 9, na
CLM de 1 mg/mL, e a molécula COU 6, na CLM de 0,5 mg/mL, apresentaram-se
eficazes contra 100% das larvas de T. canis. Nas analises in silico das moléculas COU
6 e COU 9 foram utilizados os softwares Swiss ADME e Molinspiration. As moléculas
apresentaram biodisponibilidade adequada, pela alta capacidade de metabolismo e
absorg¢ao gastrointestinal, além da capacidade de permear a barreira hematoencefalica.
Outro resultado importante obtido, foi a auséncia de citotoxicidade da molécula COU 9
na CLM eficaz (1 mg/mL). Nas condigdes estudadas, conclui-se que a molécula COU 9
€ candidata a compostos-protétipo e a testes pré-clinicos, e a molécula COU 6 é

potencial candidata.

Palavras-chaves: Toxocariase; Moléculas Sintéticas, Cumarinas.



25

4.1Introdugao

A toxocariase humana é uma zoonose parasitaria cosmopolita (CARVALHO &
ROCHA, 2011), cuja prevaléncia é subestimada, principalmente, devido a caréncia de
um meétodo padréo ouro para o diagnostico laboratorial e a falta de padronizagdo da
abordagem clinica. Outros aspectos que também contribuem para o subdiagndstico sao
o polimorfismo clinico e os casos oligoassintomaticos (SMITH et al., 2009; MOREIRA et
al., 2014). Essa parasitose tecidual € causada pela migragéo e permanéncia de larvas
do nematddeo Toxocara spp. em Orgaos e na musculatura esquelética estriada
(BEAVER, 1969), e seu tratamento € baseado na terapia de suporte (GLICKMAN &
MAGNAVAL, 1993; MACPHERSON, 2013) e na administragcdo de anti-helminticos
(FINSTERER & AUER, 2007). Os anti-helminticos benzimidazdlicos, incluindo o
albendazol (ABZ), tiabendazol (TBZ) e mebendazol (MBZ) sdo os mais utilizados para o
tratamento (FILLAUX & MAGNAVAL, 2013).

O anti-helmintico albendazol (ABZ) € a primeira escolha para o tratamento de
pacientes com toxocariase e o mebendazol (MBZ) é a segunda opgao terapéutica
(PAWLOWSKI, 2001; DESPOMMIER, 2003; HOTEZ & WILKINS, 2009), devido a sua
menor taxa de absor¢cdo nos tecidos extra-intestinais em comparagdo ao ABZ
(MAGNAVAL et al., 2001; CHEN et al., 2012). A resolugéo clinica observada com o uso
benzimidazdlicos é considerada baixa a moderada (45-70%), devido a ineficiente acéo
em nivel tecidual e a baixa tolerabilidade (MAGNAVAL et al., 2001). Além disso, a baixa
solubilidade em &gua desses compostos parece colaborar com a baixa
biodisponibilidade (PAWLOWSKI, 2001).

A eficacia do tratamento com anti-helmintico € de dificil avaliacdo, devido a
sintomatologia € os marcadores laboratoriais ndo serem especificos na toxocariase
humana (SMITH et al., 2009; MOREIRA et al., 2014). Além disso, a experiéncia do
tratamento em humanos é limitada devido a escassez da realizacdo de ensaios
clinicos em pacientes com toxocariase (OTHAMAN, 2012).

Dentre os metabdlitos secundarios de origem vegetal com potencial terapéutico,
destacam-se as cumarinas (JAIN & JOSHI, 2012), as quais pertencem ao grupo das

benzopironas (JOY et al.,, 2020) e apresentam em sua estrutura quimica um anel
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benzénico fundido a uma lactona (LAKE, 1999). A cumarina e seus derivados tém
apresentado extensa bioatividade, que inclui acdes antibidticas, antivirais, anti-
inflamatorias e anticoagulantes (MOREIRA et al., 2014), e inclusive fazem parte da
constituigdo de alguns farmacos ja aprovados como é ocaso dos anticoagulantes,
acenocumarol e varfarina; e dos antibioticos, novobiocina e cumermicina A1(JOY et al.,
2020). Além disso, foi demonstrada a sua atividade em estudo in vivo sobre o helminto
Dactylogyrus intermedius em goldfish (LIU et al., 2016) e em estudo in vitro sobre os
protozoarios Leishmania major (NAPOLITANO et al., 2004) e Trypanosoma cruzi
(COELHO, 2018).

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade de moléculas sintéticas
derivadas de cumarina sobre larvas de Toxocara canis, assim como a sua
biodisponibilidade e citotoxicidade, visando selecionar moléculas candidatas a novos
farmacos para posterior realizagao de testes pré-clinicos referentes ao tratamento da

toxocariase visceral.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Obtencao de ovos e larvas de Toxocara canis

Caes jovens naturalmente infectados por Toxocara canis foram tratados com
pamoato de pirantel, na dose de 15 mg/kg, por via oral, para a obtengao de formas
adultas, que foram identificadas, sexadas e submetidas a histerectomia para coleta de
ovos diretamente dos tubos uterinos. Os ovos foram incubados em solucao de formalina
a 2%, sob temperatura controlada de 28°C, com umidade superior a 90% e submetidos
a oxigenagao, durante 30 dias (AVILA et al., 2013). A seguir, as larvas foram extraidas
em aparelho de Baermann modificado e incubadas em meio RPMI-1640 (Gibco®),
suplementado com HEPES 25 mM, glicose 1%, penicilina 100 IU/mL, estreptomicina
100 pg/mL, fungizona 50 pug/mL e ofloxacina 0,4 ug/mL, em estufa com CO. de 5%, a
37°C (MATA-SANTOS et al., 2016a).
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4.2.2 Moléculas derivadas de cumarina

Neste estudo foram avaliadas 11 moléculas sintéticas derivadas de cumarina,
procedentes do Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos) da Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantidas no Banco de compostos do Nucleo de
Desenvolvimento de Novos Farmacos (NUDEFA), da Faculdade de Medicina (FaMed)
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Cada molécula foi solubilizada em
Dimetilssulféxido (DMSO) a 2,5% em agua destilada estéril, obtendo-se uma
concentragdo de 1 mg/mL (SATOU et al., 2005). As estruturas das moléculas podem

ser observadas na Tabela 1.



Tabela 1. Estrutura de moléculas sintéticas derivadas da cumarina (n=11).
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4.2.3 Testes in vitro das moléculas

Os testes in vitro das 11 moléculas derivadas da cumarina foram realizados em
placa de microcultivo de 96 orificios de fundo chato (Cral®), contendo 100 larvas de T.
canis por orificio (volume de 200 uL), em duplicata. Cada molécula foi testada na
concentragdo de 1 mg/mL, diluida em DMSO a 2,5%. Para os controles foram utilizadas
larvas vivas de T. canis (sem exposi¢cao a molécula sintética) e larvas mortas de T.
canis (previamente submetidas a -20°C / 10 dias, seguido de choque térmico a 60°C),
de acordo com a metodologia de Dutra et al. (2013) com modificagbes. Os testes e os
controles foram incubados em meio RPMI-1640, a 37°C, com 5% de COg, durante 48
horas. Apds, foi adicionado indicador de viabilidade celular azul de Tripan 0,4%, que
permaneceu na placa por 30 minutos (MATA-SANTOS et al., 2015).

4.2.4 Avaliacao dos testes in vitro

A avaliacao foi realizada em microscopio optico (objetivas 10x e 40x), sendo
observada a motilidade e impregnacgao das larvas pelo indicador de viabilidade azul de
Tripan (SATOU et al., 2005; MATA-SANTOS et al., 2015). Assim, foram consideradas
larvas viaveis aquelas que apresentavam motilidade e sem impregnacgao pelo indicador
de viabilidade celular azul de Tripan, baseado no estudo desenvolvido por Mata-Santos
et al. (2015).

4.2.5 Concentragao larvicida minima - CLM

As moléculas sintéticas que apresentaram atividade sobre 100% das larvas no
teste in vitro, na concentragdo de 1 mg/mL, foram selecionadas para determinacédo da
concentragdo larvicida minima (CLM). Assim, as moléculas foram testadas em
diferentes concentragbes (1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,05
mg/mL (MATA-SANTOS et al. 2016b), visando confirmar os resultados do teste inicial e
determinar a CLM sobre 100% das larvas.
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4.2.6 Analise in silico de parametros farmacocinéticos

A analise in silico de parametros farmacocinéticos (absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo) das moléculas selecionadas nos testes in vitro, foi realizada
utilizando os softwares: Molinspiration (disponivel em: molinspiration.com/cgi-
bin/properties), Swiss ADME (disponivel
em: http://www.swissadme.ch/index.php) (DAINA, MICHIELIN & ZOETE, 2017)e
OSIRIS Property Explorer. Considerando a “regra dos cinco” de Lipinski (2004), os
compostos que nao violam as seguintes regras apresentam caracteristicas que estao
associadas a biodisponibilidade oral, indicando solubilidade em meio aquoso e
absorgao gastrointestinal aceitavel: peso molecular £ 500; miLogP < 5; numero de

doadores de hidrogénio < 5; numero de aceptores de hidrogénio < 10 (LIPINSKI, 2004).

4.2.7 Citotoxicidade

Para realizar os ensaios de citotoxicidade foi utilizada uma cultura de macréfagos
murinos da linhagem J774.A1 (1.10° células/mL) em meio " Meio essencial minimo de
Dulbecco.” (DMEM), suplementada com soro fetal bovino a 10%, sendo incubada, em
placa de microcultivo de 96 orificios de fundo chato (Cral®), por 24 horas na
temperatura de 37°C e na tensdo de CO2 de 5% (SNEWIN et al., 1999). Apds, foram
realizados testes de citotoxicidade, em ftriplicata, com diferentes concentracbes das
moléculas de cumarina (1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,063 mg/mL,
0,031 mg/mL, 0,016 mg/mL), nas mesmas condi¢des de incubagdo supracitadas. A
seguir, foram adicionados 30 uL de resazurina a 0,01% e apds 24 horas de incubacao,
a fluorescéncia foi mensurada através de leitor de absorbancia BioTekTM ELx800TM
(ANSAR-AHMED et al., 1994), visando determinar a concentragdo de moléculas de
cumarina capaz de manter a viabilidade de 50% das células (indice de citotoxicidade -
IC 50).
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4.3Resultados

Todas as larvas viaveis apresentaram-se com motilidade, integridade morfologica

e nao impregnadas com azul de Tripan (Figura 1).

Figura 1. Larvas de Toxocara canis, expostas a molécula sintética derivada de
cumarina no teste in vitro. Larva inviavel (seta preta): sem motilidade, em posigao
distendida, com impregnacao pelo indicador celular azul de Tripan; Larvas viaveis (seta

amarela): com motilidade e sem impregnacéao pelo azul de Tripan (objetiva de 10x).

4.3.1 Testes in vitro e de CLM

Os resultados do teste in vitro de moléculas derivadas de cumarina sobre larvas

de T. canis, podem ser observados na Tabela 2. As moléculas sintéticas COU 6 e COU

9 apresentaram atividade sobre 100% das larvas, na concentragdo de 1 mg/mL,
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portanto, essas foram selecionadas para a avaliacido da concentracdo larvicida minima
(CLM).

Tabela 2. Percentual de viabilidade e inviabilidade de larvas de Toxocara canis apos

exposicédo as moléculas derivadas de cumarina (1 mg/mL).

CUMARINA — COU (%)
Moléculas Controle Controle
larvas larvas
1 2 3 4 5 6 7 9 10 12 13 vivas* mortas**
(%) (%)

Viabilidade 84,9 884 84,7 855 96,7 0 61 0 965 985 919 94,8 0

Inviabilidade 151 11,6 153 145 33 100 39 100 35 15 8,1 52 100

* Em 200 yL de meio RPMI 1640.
** Por congelamento a -20°C, durante 10 dias, com posterior choque térmico a 60°C.

As moléculas COU 6 e COU 9 foram novamente submetidas ao teste in vitro e
confirmaram o resultado obtido na etapa inicial, revelando 100% de eficacia na CLM de

0,5 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de inviabilidade de larvas de Toxocara canis apds exposi¢ao a

diferentes concentracdes das moléculas COU 6 e COU 9, derivadas de cumarina.

Concentragao mg/mL (%) Controle de Controle de
Moléculas larvas vivas* larvas mortas**
1,0 0,5 0,25 0,125 0,05 (%) (%)
Cou 6 100,0 100,0 60,7 16,8 13,4 14,6 100
Cou 9 100,0 72,9 10,3 11,3 2,7 14,6 100

* Em 200 uL de meio RPMI 1640.
** Por congelamento a -20°C, durante 10 dias, com posterior choque térmico a 60°C.

4.3.2 Biodisponibilidade
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As propriedades fisico-quimicas e os paréametros farmacocinéticos das moléculas
derivadas da cumarina COU 6 e COU 9 podem ser observados nas Tabela 4 e 5,
respectivamente. Esses apresentam caracteristicas que estdo associadas a
biodisponibilidade oral, indicando solubilidade em meio aquoso e absorgao
gastrointestinal aceitavel.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas de moléculas sintéticas de cumarina (COU)

segundo a “Regra dos Cinco” de Lipinski (2004).

Molécula Peso Molecular miLogP Doadores de Aceptores de
Hidrogénio Hidrogénio
CouU 6 232,23 g/mol 2,55 0 4
Cou 9 176,17 g/mol 1,89 1 3

Tabela 5. Pardmetros farmacocinéticos de moléculas sintéticas de cumarina (COU).

Molécula Absorcgao GI* Permeabilidade BBB**
CouU 6 Alta Sim
Cou 9 Alta Sim

*Absorcao gastrointestinal;
**BBB: “Blood Brain Barrier’ Permeabilidade na barreira hematoencefalica

4.3.3 Citotoxicidade

Os resultados do ensaio de citotoxicidade da molécula COU 9 podem ser
visualizados na Tabela 6. Essa molécula ndo apresentou citotoxicidade sobre
macrofagos murinos da linhagem J774.A1, na concentragdo de 1 mg/mL, que foi a CLM
eficaz sobre larvas de T. canis, sendo observado neste estudo inibicdo celular de 19%
na CLM eficaz. Além disso, foi observado IC 50 somente a partir da concentracao de 2
mg/mL.
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Tabela 6. Citotoxicidade em cultura de macréfagos murinos da linhagem J774.A1,

utilizando diferentes concentragdes da molécula COU 9.

Concentragao da COU 9 (mg/ mL)

Parametros 2,0 1,0 0,5 0,250 0,125 0,063 0,031 0,016

Inibicao (%) 47 19 15 7 6 15 18 -3
IC 50 - - - - - - - -
IC 50 >2mg

IC 50: concentracéo que induz 50% de morte celular.

Foi possivel observar que a COU 6 ndo apresentou citotoxicidade na
concentragao abaixo de 0,2 mg/mL, no teste qualitativo, realizado previamente com a
mesma metodologia citada anteriormente, sendo necessaria a avaliagdo da molécula

na concentracédo de 0,5 mg/mL, que foi a CLM eficaz sobre larvas de T. canis.

4.4Discussao

Neste estudo foi possivel observar a atividade de moléculas sintéticas derivadas
da cumarina sobre larvas de T. canis, sendo esse o primeiro estudo que avaliou tais
compostos contra nematédeos. E importante, porém, salientar que nas Ultimas
décadas, diversas moléculas derivadas da cumarina foram sintetizadas e uma extensa
bioatividade dessa classe de compostos vem sendo comprovada, inclusive sobre
parasitos, como € o caso da atividade de compostos cumarinicos sobre Dactylogyrus
intermedius em Carassius auratus (goldfish), sendo este um trematddeo importante em
regides da Asia, Europa Central, Oriente Médio e América do norte, onde causa perdas
econdmicas significativas na aquacultura (LIU et al., 2016). Além disso, estudos in vitro
mostraram capacidade inibitoria de moléculas cumarinicas sobre promastigotas de

Leishmania major (NAPOLITANO et al., 2004), formas epimastigotas e tripomastigotas
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de Trypanosoma cruzi (COELHO, 2018) e inibicdo do crescimento de Plasmodium
falciparum (LACROIX et al., 2011).

Outras pesquisas também revelaram atividade de moléculas sintéticas e
semissintéticas derivadas da cumarina sobre os fungos Candida albicans, Aspergillus
fumigatus e Fusarium solani, sobre trés tipos de células tumorais humanas (Montagner,
2007), sobre as bactéerias Escherishia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa (SOUZA, 2005) e sobre larvas de Aedes aegypti (GARCEZ
et al (2013).

Os resultados obtidos revelaram o potencial de agcdo de duas moléculas
sintéticas derivadas da cumarina nos testes in vitro, com 100% de eficacia da molécula
COU 6 na CLM de 0,5 mg/mL e da molécula COU 9 na CLM de 1 mg/mL. Quando
inseridas nas ferramentas web para as analises in silico, as moléculas COU 6 e COU 9
apresentaram resultados positivos e dentro dos valores estipulados pela "regra dos
cinco" de Lipinski (2004): peso molecular inferior a 500 g/mol, miLogP abaixo de 5,
menos que 5 doadores de hidrogénio e menos que 10 aceptores de hidrogénio. Os
compostos quimicos com peso molecular menor que 500 g/mol, como é preconizado
por Lipinski, sdo transportados com maior facilidade pelas proteinas, o que favorece a
absorcao e a metabolizagdo (MISHRA et al., 2017). Além disso, moléculas com valores
de ligacbes rotativas (aceptores de hidrogénio) menores que 10, tendem a rotacionar
menos, o0 que facilita seu processo de absorgéo, ja que é necessaria uma conformacéao
fixa para que a molécula possa interagir com o seu alvo no organismo (CHEN et al.,
2020; CORSINI, 2020).

Os parametros de metabolismo e absor¢cao das moléculas COU 6 e COU 9
apresentaram, ainda, caracteristicas farmacocinéticas positivas, como a alta
capacidade de absorgdo gastrointestinal e a capacidade de permear a barreira
hematoencefalica. A absorgcdo gastrointestinal alta € um dos principios para que o
farmaco seja bem distribuido e absorvido pelo organismo sem perdas significativas
durante seu metabolismo (LIPINSKI, 2004). Alem disso, € importante destacar que a
caracteristica positiva de permeabilidade hematoencefalica, revela o potencial

terapéutico dessas moléculas, uma vez que a eficacia dos benzimidazois é voltada
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especialmente para as formas adultas de nematddeos encontradas no intestino do
hospedeiro (KOROLKOVAS, 2009).

Outro resultado importante obtido, foi a auséncia de citotoxicidade da molécula
COU 9, na concentragdo de 1 mg/mL, que foi a CLM eficaz, sendo observado IC 50
apenas em concentragdes superiores a 2 mg/mL. No entanto, uma limitagdo enfrentada
pelo estudo foi a impossibilidade de estimar, o IC 50 de COU 6 na concentracao de 0,5
mg/mL, que foi a CLM eficaz. Entretanto, em um teste realizado anteriormente dentro
do grupo de estudos do NUDEFA-FURG, utilizando as mesmas moléculas nas
concentragdes de 0,078 a 0,2 mg/mL, foi observado que néo houve citotoxicidade em
concentragbes abaixo 0,2 mg/mL (dados ndo publicados). Além disso, um estudo
realizado por Liu et al. (2016) avaliou a toxicidade de compostos cumarinicos em peixes
da espécie Carassius auratus, revelando IC 50 em concentragao superior e 2,8 mg/mL,
0 que determina a auséncia de citotoxicidade dessas cumarinas em concentracoes
inferiores a 2,8 mg/mL. Ainda em outro estudo, mais recente, foi avaliada a toxicidade
celular e a citotoxicidade aguda de nanosistemas cumarinicos, in vitro (com cultivos de
macréfagos humanos) e in vivo (com camundongos Swiss fémeas). Esse estudo
também revelou que alguns dos nanosistemas cumarinicos utilizados néo apresentam
citotoxicidade (SILVEIRA, 2020).

Os resultados obtidos abrem caminho para a realizagdo de ensaios pré-clinicos
com modelos experimentais, para que as caracteristicas de biodisponibilidade sejam
confirmadas, uma vez que a analise in silico, realizada por modelos computacionais
(SwissADME e Molinspiration), constituem uma alternativa valida para a avaliagdo de
dados de absorgdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME), o que torna o

processo de desenvolvimento de farmacos mais agil (DAINA et al., 2017).

4.5Conclusao

Nas condi¢cdes estudadas as moléculas COU 6 e COU 9 apresentam atividade
sobre 100% das larvas de Toxocara canis na CLM de 0,5 mg/ml e 1 mg/ml,
respectivamente. Além disso, essas apresentam parametros de biodisponibilidade

adequados, como alta capacidade de metabolismo e absorgdo gastrointestinal, e a
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COU 9 néao demonstra citotoxicidade na CLM eficaz. Dessa forma, conclui-se que a
molécula COU 9 é candidata a composto-protétipo e a testes pré-clinicos, e a molécula
COU 6 é potencial candidata.
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Conclusoes Gerais

e As moléculas COU 6 e COU 9 apresentam atividade in vitro sobre larvas de
Toxocara canis;

e A analise in silico releva que as moléculas COU 6 e COU 9 apresentam
parametros de biodisponibilidade e absorcdo adequados as necessidades de
moléculas candidatas ao desenvolvimento de novos farmacos;

e A molécula COU 9 ndo demonstra citotoxicidade na concentracdo larvicida
minima - CLM (1 mg/mL);

¢ A molécula COU 9 é candidata a composto-protétipo e a testes pré-clinicos para
o tratamento da toxocariase visceral e a molécula COU 6 apresenta-se como

potencial candidata.
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