‘k 1*SIHEPE _
W el 2025 XAVII ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUAGAD
1 UFPEL 2025

.....
—

EVIDENCIAS in vitro DA ATIVIDADE DA NICLOSAMIDA FRENTE A Pythium
insidiosum

CASSIANE BORGES DE SOUZA', CAROLINE QUINTANA BRAGA?, JEFERSON
LUIZ SILVA DE SOUZA?®, AUGUSTO DUARTE BROD*, SONIA BOTTON®
DANIELA ISABEL BRAYER PEREIRA®

"Universidade Federal de Pelotas — casborges96@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — carolineqbraga@hotmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — jefersonluizsds@gmail.com
“Universidade Federal de Pelotas — adbrods@gmail.com
SUniversidade Federal de Santa Maria — sabott20@gmail.com 4
8Universidade Federal de Pelotas — danielabrayer@gmail.com

1. INTRODUCAO

O reposicionamento de farmacos visa novas aplicagcdes para compostos ja
existentes e um exemplo é o farmaco duloxetina desenvolvida para tratamento de
depressao e posteriormente reposicionado para tratamento de incontinéncia
urinaria. Desta forma, constata-se um exponencial crescimento de pesquisas com
reposicionamento nos ultimos anos (JOURDAN et al., 2020). A niclosamida € um
farmaco desenvolvido para o controle do hospedeiro intermediario de
esquistossomose, posteriormente o potencial para o tratamento de teniase em
humanos foi relatado (CHEN et al., 2018). Atualmente estudos demonstram que
esse farmaco apresenta atividades antiviral, antibacteriana, antifungica (RAMOS
et al., 2024) e quimioterapica (JUG; LAFFLEUR; MILLOTTI, 2024)

Dada a urgéncia por novas terapias, o reposicionamento de farmacos surge
como uma estratégia promissora para doengas negligenciadas, como a pitiose
causada pelo oomiceto Pythium insidiosum, visto que pitiose ndo tem um
protocolo padrdo de tratamento; praticas como a remocgéao cirurgica das lesdes
associada a utilizacdo de farmacos antifungicos, iodeto de potassio, imunoterapia,
ozonioterapia, entre outros s&o relatadas na literatura, com resultados de cura
bastante variaveis, pois ndo ha um farmaco especifico para oomicetos
microrganismo semelhante a fungo, porém nao possui esgosterol na membrana
citoplasmatica o principal sitio alvo de antifungicos (PEREIRA et al., 2024).

A pitiose acomete humanos, animais domésticos e silvestres (GAASTRA et
al., 2010; VIDELA et al., 2012). Dependendo do hospedeiro, esta enfermidade
pode apresentar diferentes formas clinicas, assim como cutanea/subcutanea,
intestinal, vascular, ocular, ssea e pulmonar (CARNAUBA et al., 2023).

No Brasil o equino é a espécie mais acometida pela doenca. Em geral,
esses animais desenvolvem a forma cuténea/subcutanea que caracteriza-se pelo
desenvolvimento de massas ulceradas de diferentes tamanhos que drenam uma
secregao serossanguinolenta. No interior das lesdes ha a formacéo de pequenas,
massas de consisténcia dura, arenosa, de coloracdo branca-amarelada,
denominadas kunkers (GAASTRA et al., 2010).

Pesquisa por compostos com atividade anti-Pythium é fundamental para a
busca da qualidade de vida dos animais. Considerando o potencial da
niclosamida como um farmaco reposicionado, este estudo avaliou a atividade in
vitro da niclosamida sobre o oomiceto P. insidiosum .
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2. METODOLOGIA

Foram utilizados sete isolados de P. insidiosum oriundos de animais
(equinos e canino) naturalmente infectados, pertencentes a pitioteca do
Laboratério de Micologia (LABMICO/UFPel) e do Laboratorio de Pesquisas
Micolégicas (LAPEMI, da Universidade Federal de Santa Maria-UFSM), bem
como as cepas-padrao CBS119455, CBS57585 e CBS101555. Todos os isolados
de P. insidiosum estdo devidamente registrados no SISGEN (A139392 e
AO7F9A).

A niclosamida (Sigma-Aldrich) foi obtida comercialmente, sendo o composto
preparado em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) na
concentracado de 52240 ug/mL. Posteriormente, a solugao de trabalho foi diluida
em RPMI1640 (Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO, EUA) em concentragbes que
variaram de 4ug/mL a 0,009ug/mL.

O indculo foi preparado conforme Fonseca et al. (2014). Os isolados foram
cultivados em placas de Petri contendo agar extrato de levedura 1%, inclubados
a 37°C por 96 horas. Apés a cultura foi recoberta com 10mL de agua destilada
estéril e o micélio foi raspado com lamina de bisturi estéril; a solugédo foi
transferida para tubos de ensaio e a transmitancia ajustada em espectrofotdmetro
a 80%-85% nm. Posteriormente, o indculo foi diluido 1:10 em caldo RPMI1640.

Os ensaios de suscetibilidade in vitro basearam-se no método de
microdiluicdo em caldo, seguindo as normas descritas no documento M38-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) com modificagbes para
oomicetos (Pereira et al., 2007). Aliquotas de 100ul das diferentes concentragdes
foram dispensadas sequencialmente nas microplacas, preenchendo os pogos
pertencentes as colunas numeradas de um a dez. Um volume de 100ul do inéculo
foi adicionado a todos os pogos da placa, sendo que o po¢o 11 foi o controle
negativo (RPMI+niclosamida) e o pog¢o 12, o controle positivo (indculo + RPMI) as
colunas As placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital de agitagdo
constante a 75 rpm, durante 48 horas. A leitura levou em consideragdo o
crescimento ou ndo de hifas, sendo identificada a concentrag&o inibitéria minima
(CIM), ou seja, a menor concentragao do farmaco que inibiu o crescimento de
hifas, as concentragbes que inibiram 50% das amostras testadas foram
denominadas CIMs, e as que inibiram 90% denominadas de ClIMg. Os testes
foram realizados em quadruplicata.

As concentragdes acima da concentragao inibitéria minima foram utilizadas
para determinagao da concentragdo oomicida minima (COM). Para isto, 100 ul da
diluicdo foram transferidos para tubos contendo 900 pl de caldo Sabouraud,
ficando incubados a 37°C por 24 horas. A menor concentragdo de niclosamida
que néo evidenciou crescimento foi considerada a COM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a avaliar o reposicionamento do
antiparasitario niclosamida sobre um oomiceto patdégeno de mamiferos.
Observou-se que a niclosamida inibiu o crescimento de P. insidiosum em
concentragdes inibitérias minimas que variaram de 1 a 0,125 pg/mL com ClIMs, de
0,25 pyg/mL e CIMgyde 1 pg/mL (Tabela 1); COM foi igual a CIM.
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Tabela 1: Atividade in vitro de niclosamida contra amostras de P. insidiosum.

Isolado Origem CIM (ug)
P1 001 Equino 0,125
P1016 Equino 0,125
P1 021 Equino 0,25
P1018 Equino 0,25
CBS 119455 Humano 0,25
CBS 57585 Equino 0,5
P1010 Equino 0,5
P1 009 Equino 0,5
CBS 101555 Equino 1
P1023 Canino 1

Estudos prévios realizados por RAMOS et al. (2024) em Sporothrix ssp.,
mostraram que niclosamida inibiu este fungo em concentragdes inibitorias
minimas que variaram entre espécies do género, sendo de 0,2 a 3,27 ug/mL.
Estes autores sugeriram que esse composto atinge as mitocdndrias do fungo,
inibindo a fosforilacdo oxidativa, acao que ja foi demonstrado em outros modelos
experimentais; sendo o mesmo mecanismo de ag¢ao decrito para os helmintos.
Embora niclosamida tenha um amplo espectro de agdo, nem todos mecanismos
estdo elucidados, a estrutura quimica deste farmaco apresenta caracteristica
farmacolodgica pleiotropica, o que lhe confere multiplos alvos biologicos.

Testes in vitro empregando culturas celulares de queratindcitos humanos
demonstraram que esse farmaco é citotoxico a partir de 2,56 ug/mL (FOLLIERO
et al., 2022); assim, considerando os resultados obtidos no presente estudo, a
maior CIM sobre P. insidiosum foi 1 ug/mL, abaixo da concentragao citotdxica
citada por Folliero et al., (2022). Desta forma, acredita-se que a niclosamida € um
farmaco que pode ser reposicionado para uso em infec¢gdes causadas por P.
insidiosum. Contudo, futuras pesquisas sao requeridas para avaliar o potencial
terapéutico deste farmaco na pitiose em animais.

4. CONCLUSOES

A niclosamida inibiu o crescimento de P. insidiosum em ensaios in Vvitro,
apresentando perspectivas promissoras como farmaco reposicionado para o
manejo de infeccbes causadas por este oomiceto patdégeno. Contudo,
investigacdes futuras sdo indispensaveis para confirmar seu potencial terapéutico
na pitiose em animais.
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