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Derivados de niclosamida como candidatos terapéuticos contra vermes adultos de

Schistosoma mansoni

RESUMO

A esquistossomose, causada por Schistosoma mansoni, permanece como uma importante
doenga tropical negligenciada, cujo tratamento ainda depende exclusivamente do praziquantel.
O uso continuo desse farmaco levanta preocupagdes quanto ao risco de resisténcia, refor¢cando
a necessidade de novas alternativas terapéuticas. A niclosamida, tradicionalmente utilizada
contra ténias, apresenta baixa eficacia frente aos esquistossomos, mas modifica¢des estruturais
em sua molécula podem ampliar sua atividade. Neste estudo, setenta derivados de niclosamida
foram avaliados in vitro contra vermes adultos de S. mansoni, incluindo analises de motilidade,
integridade tegumentar, oviposi¢do, citotoxicidade em células Vero, toxicidade em
Caenorhabditis elegans e predi¢des in silico (SwissADME). Entre os compostos testados, o
ST-2029 apresentou o melhor desempenho, reduzindo a viabilidade dos parasitos a partir de
3,12 uM, com baixa citotoxicidade, toxicidade moderada em C. elegans e parametros ADME
favoraveis. Esses resultados indicam que o ST-2029 ¢ um candidato promissor para estudos
pré-clinicos e refor¢gam o potencial de derivados de niclosamida como alternativas inovadoras

ao praziquantel no tratamento da esquistossomose.
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Niclosamide derivatives as therapeutic candidates against adult Schistosoma mansoni

ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by Schistosoma mansoni, remains a major neglected tropical disease,
and praziquantel is still the only available treatment. However, its exclusive use raises concerns
regarding resistance and highlights the need for new therapies. Niclosamide, an old anti-
tapeworm drug, has limited activity against blood flukes, but chemical modifications of its
structure may enhance its efficacy. In this study, seventy niclosamide derivatives were evaluated
in vitro against adult worms of S. mansoni. The analyses included parasite motility, tegument
integrity, oviposition, cytotoxicity in Vero cells, toxicity in Caenorhabditis elegans, and in
silico predictions using SwissADME. Among the compounds tested, ST-2029 showed the most
potent effect, reducing parasite viability at concentrations as low as 3.12 uM. It exhibited low
cytotoxicity, moderate toxicity in C. elegans, and favorable ADME parameters. These findings
suggest that ST-2029 is a promising candidate for preclinical development and reinforce the
potential of niclosamide derivatives as innovative alternatives to praziquantel in the treatment

of schistosomiasis.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose figura entre as doencas parasitarias de maior impacto global,
afetando cerca de 250 milhdes de pessoas em 78 paises, com predominancia em regides
tropicais e subtropicais. Nessas areas, a precariedade do saneamento basico contribui para a
manuten¢do do ciclo de transmissdo, perpetuando desigualdades sociais € comprometendo o
desenvolvimento socioecondmico (Lo et al., 2022; McManus et al., 2018). Classificada pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenga tropical negligenciada, a
esquistossomose impde elevada carga de morbidade e mortalidade, representando um desafio
significativo para a saude publica (WHO, 2024). A principal espécie envolvida na
esquistossomose humana € Schistosoma mansoni, um helminto que parasita o sistema vascular
(Bounfrate et al., 2025). Os vermes adultos localizam-se predominantemente nos vasos
sanguineos mesentéricos, onde induzem processos inflamatorios cronicos e fibrose hepatica,
resultando em manifestacdes clinicas graves, como hepatoesplenomegalia e fibrose de

Symmers (Cajas et al., 2024).

Embora o praziquantel (PZQ) continue sendo o fdrmaco de escolha para o tratamento
da esquistossomose, apresenta limitacdes relevantes, especialmente quanto a sua eficacia
reduzida frente as formas imaturas do parasita e a preocupagao crescente com a possivel sele¢ao
de cepas resistentes (Deol et al., 2019; Assaré et al., 2020). A estratégia adotada pela OMS para
o controle da doenca baseia-se predominantemente na quimioterapia preventiva em larga
escala, voltada as populagdes de risco (WHO, 2021). Nesse contexto, torna-se evidente a
urgéncia no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e estratégias integradas de
controle, capazes de promover um manejo mais eficaz e sustentavel da esquistossomose (Lago

et al., 2018; Mengarda et al., 2022).

Nesse cenario, a niclosamida (NCM), tradicionalmente utilizada no tratamento de
infecgdes por cestdides (Luedeker., 2016), como as ténias, tem emergido como uma promissora
candidata no enfrentamento da esquistossomose, em razao de sua eficacia contra moluscos
hospedeiros intermediarios do ciclo biologico de Schistosoma mansoni (D’ Abbrunzo et al.,
2023; Coelho & Caldeira, 2016). Recentemente, também demonstrou atividade anti-helmintica
contra o trematodeo Gyrodactylus kobayashii em peixes (Tan et al., 2023). Seu mecanismo de
acdo esta associado a disrupcdo da integridade das membranas celulares e a inibi¢do do
metabolismo energético do parasita, resultando em sua morte (Hang et al., 2022). Embora

classicamente empregada em infec¢des intestinais, evidéncias recentes demonstram que a



niclosamida também reduz de forma significativa a viabilidade do parasita e atenua os

processos inflamatorios desencadeados pela infecgdo (Jiang et al., 2022).

Nesse contexto, a investigacao de derivados da niclosamida, com vistas a aprimorar sua
eficacia antiparasitdria e mitigar possiveis efeitos adversos, surge como uma abordagem
promissora diante da urgente demanda por novos agentes terapéuticos (Chen, 2018). Diante
desse panorama, o presente estudo tem como objetivo avaliar os derivados da niclosamida como
potenciais agentes terapéuticos frente a Schistosoma mansoni, explorando sua eficacia no

combate a esquistossomose e comparando-os aos tratamentos atualmente disponiveis.

2. OBJETIVO

Avaliar a atividade anti-helmintica de derivados de niclosamida contra vermes adultos
de Schistosoma mansoni e investigar seu potencial como candidatos a novos farmacos para o
tratamento da esquistossomose, utilizando ensaios in vitro, testes de citotoxicidade e analises

computacionais.

3. METODOLOGIA
3.1 Compostos

A niclosamida e seus derivados utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Jodao Paulo dos Santos Fernandes, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sao

Paulo, Brasil.
3.2 Analise In Silico

Os parametros in silico foram avaliados por meio da plataforma SwissADME,
desenvolvida e mantida pelo Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Sui¢a (Daina, 2017).
As estruturas bidimensionais (2D) dos compostos foram desenhadas utilizando o editor
molecular Marvin JS (ChemAxon) disponivel na interface da plataforma e, em seguida,
convertidas para o formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) com o
objetivo de prever propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas. Foram analisados diversos
parametros relacionados ao perfil ADME (Absor¢do, Distribui¢do, Metabolismo e Excregdo),
incluindo solubilidade, permeabilidade e interacdo com enzimas metabolizadoras. A avaliagao

da similaridade com farmacos foi conduzida com base nos filtros de Lipinski (Pfizer, Hong



Kong), Veber (GlaxoSmithKline, Hong Kong) ¢ Muegge (Bayer, Leverkusen, Alemanha)
(Lipinski, 2000). Adicionalmente, foi realizada a triagem de alertas de interferéncia pan-assay
(PAINS) visando identificar estruturas potencialmente promiscuas em ensaios biologicos

(Baell, 2010).
3.3 Animais, Parasitas e Células

O ciclo de vida de S. mansoni (cepa BH) ¢ mantido por meio de passagens rotineiras em
caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss na Universidade de Guarulhos (UNG,
Guarulhos, SP, Brasil). Tanto os roedores quanto os caramujos foram mantidos a 25 °C e 50%
de umidade, sob um ciclo artificial de luz e escuro de 12 h/12 h, com acesso livre a agua e
alimento (ad libitum). Camundongos com quatro semanas de idade foram infectados por via
subcutanea com cercarias de S. mansoni, coletadas a partir de caramujos previamente infectados

com o parasita (de Moraes, 2013; Scarpignato, 1995).

Células Vero (células epiteliais de rim de macaco) foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC CCL-81; Manassas, VA, EUA). As células foram cultivadas em meio
DMEM contendo 2 mM de 1-glutamina, antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, sendo mantidas a 37 °C em
atmosfera umidificada com 5% de CO.. As células foram mantidas em frascos de cultivo de 25
cm? (Corning, Tewksbury, MA) e coletadas utilizando tripsina a 0,25% em solugao de EDTA
0,2 g/L (Brito, 2022).

3.4 Ensaio in vitro com vermes adultos de S. mansoni

Vermes adultos de S. mansoni foram coletados de camundongos por disseccdo aos 42
dias ap0s a infec¢do e mantidos em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 5% de soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, a 37 °C e 5% de CO.. Os
compostos foram diluidos a 50 uM em meio RPMI suplementado em placas de 24 pogos
(Corning, New York, NY), nas quais foi adicionado um verme de cada sexo por pogo (de
Moraes, 2015; de Almeida, 2016). Cada concentracdo foi testada, no minimo, em triplicata, e
os experimentos foram repetidos trés vezes. Parasitas incubados com DMSO isento de farmaco

(0,5%) foram utilizados como controle.

A oviposi¢do e a viabilidade dos esquistossomos adultos foram avaliadas por observacao
microscopica em 1, 24, 48 e 72 horas (Bergquist, 2018), utilizando um microscopio invertido

Motic AE2000 (Vancouver, Canada), equipado com uma camera Motic de ultradefini¢dao



(UHD) e sistema de monitor 4K-UHD de 48 polegadas (LG Electronics, Taubaté, SP, Brasil)
(Roquini, 2022). A morte dos esquistossomos adultos foi definida como a auséncia total de
movimento durante pelo menos 1 a 2 minutos de observagdo, enquanto vermes com qualquer
movimento corporal foram considerados viaveis (Brito, 2022 — REF 24). A porcentagem de
parasitas viaveis foi calculada com base na comparacdo entre os vermes expostos aos

compostos e os vermes do grupo controle.
3.5 Ensaio de toxicidade letal em C. elegans

A cepa Bristol N2 de Caenorhabditis elegans foi cultivada em placas de meio de
crescimento para nematddeos (NGM) inoculadas com Escherichia coli OP5047. As larvas de
estagio L4 foram sincronizadas e transferidas para placas de 96 pocos contendo meio M9, com
60 larvas por poco (Cirino, 2025). Os compostos e a ivermectina foram testados em
concentragdes iniciando a partir de 1.000 uM, com 1% de DMSO como controle negativo. A
viabilidade foi avaliada ap6s 24 horas de incubagdo a 21 °C, observando-se 0 movimento
(Mengarda, 2021). A toxicidade letal foi definida como 60% ou mais das larvas exibindo

imobilidade completa (Fukui-Silva, 2025).
3.6 Ensaio de citotoxicidade em células vero

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a atividade citotdxica, conforme descrito
previamente (Sessa, 2020). Em resumo, as células foram semeadas em placas de 96 pogos a
uma densidade de 2 x 10® células/pogo, na presenca de NFZ em diferentes concentragdes
(iniciando em 500 uM, com diluigdes sucessivas em série de razdo 1:3), por 72 horas a 37°Ce
5% de CO.. Ap6s a adigdo da solugdo de MTT, as células foram mantidas a 37 °C por 4 horas.
A absorbancia foi medida a 595 nm em um espectrofotometro (Epoch, BioTek Instruments,
Winooski, VT), e a porcentagem de células vidveis foi determinada em relagdo aos pogos-
controle. Para cada composto testado, foram realizados pelo menos dois experimentos
independentes, em triplicata. Os indices de seletividade (IS) foram calculados dividindo-se a
concentragdo citotoxica capaz de reduzir 50% da viabilidade celular (CCso) pelos valores de
concentragdo efetiva capaz de reduzir 50% da viabilidade dos esquistossomos (ECso) (Silva,

2022; Amorim, 2020).



3.7 Analise de Dados

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 8.0
(San Diego, CA, EUA) (Jesudoss, 2018). Os valores de ECsp e CCso foram calculados a partir
de curvas sigmoides de resposta a dose. Comparagdes da carga parasitaria e contagem de ovos
entre grupos controle e tratados foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Um valor de p <0.05 foi considerado estatisticamente significativo (Xavier, 2022; Lago,

2019).

4. DESENVOLVIMENTO

Foi realizada uma triagem in vitro com 71 amostras, incluindo a niclosamida e 70

derivados estruturais da mesma, conforme apresentado na Figura 1.

Phenotypic screening of niclosamide derivatives against S. mansoni
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Figura 1. Avaliacéo fenotipica da atividade de derivados de niclosamida.

4.1 Atividade antiparasitaria in vitro contra S. mansoni

O ensaio foi realizado com vermes adultos de S. mansoni, avaliando-se a viabilidade
parasitaria no intervalo de 0 a 72 horas ap0s o tratamento. As analises foram conduzidas em
microscopio invertido (MOTIC AE2000), onde ao longo do periodo de incubagdo, foram
monitorados parametros fenotipicos relevantes, incluindo motilidade, integridade do

tegumento e capacidade reprodutiva dos parasitas.

Concentragao (pM) Amostras Ativas
50 ST-2011, ST-2012, ST-2021, ST-2022
25 ST-2014, ST-2052, ST-2082
12,5 ST-2079, ST-2153, ST-2168
6,25 ST-2080, ST-2154
3,12 ST-2029, ST-2030,
1,56 ST-2045, ST-2049, ST-2050, ST-2051, ST-2053,
0,78 -




0,39 ' Niclosamida

Tabela 1. Atividade in vitro de derivados de niclosamida contra vermes adultos de S. mansoni

4.2 Toxicidade e Indice de Seletividade

A avaliagdo de toxicidade foi conduzida em Caenorhabditis elegans e células Vero,

permitindo estimar a seguranca dos derivados de niclosamida. Entre os compostos testados.
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Fig. 2. Toxicidade dos derivados de niclosamida em células Vero e Caenorhabditis elegans.
Doxorrubicina (10 uM) e ivermectina (15 uM) foram utilizadas como farmacos de referéncia, enquanto
células tratadas com DMSO a 1% ou C. elegans serviram como controles. Cada concentragio foi
testada em triplicata, com viabilidade monitorada ao longo de 72 h. Os dados representam a média =

desvio padrdo (DP) de pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata.

O ST-2029 destacou-se por apresentar atividade esquistossomicida em concentragdes
inferiores a 10 uM (ECso = 1.9 £ 0.3 uM), sem sinais de toxicidade nos modelos avaliados. Em
células Vero, o composto apresentou CCso de 280.8 uM, enquanto em C. elegans ndo foram

observados efeitos letais significativos nas concentragdes testadas. O indice de seletividade (IS



= CCso/ECso) calculado para o ST-2029 foi superior a 147, indicando alta seletividade para o

parasita em relacdo as células hospedeiras.
4.3 Predicoes In silico

Com base nos resultados in vitro, apenas o derivado ST-2029 foi selecionado para analise
in silico, uma vez que apresentou atividade esquistossomicida em concentragdes inferiores a 10

uM, sem indicios de toxicidade.

Tabela 2. Perfil farmacocinético comparativo de derivado estrutural de niclosamida

Parameters ST-2029 Niclosamide

ClogP 1.91 2.95
TPSA (A?) 104.38 A2 95.15 A2
Gl Absorption High High
BBB No No

Tabela 3. Conformidade de propriedades drug-likeness com critérios farmacéuticos estabelecidos

Parameters ST-2029 Niclosamide

Lipinski 0 violation 0 violation
Veber 0 violation 0 violation
Egan 0 violation 0 violation

Muegge 0 violation 1 violation
Ghose 0 violation 0 violation
PAINS 0 alert 0 alert
Brenk 2 alerts 2 alerts

Leadlikeness Yes 1 alert
BAS value 0,55 0,55
S.A 2.32 2.01

O ST-2029 apresentou um perfil farmacocinético consistente, com lipofilicidade
moderada (ClogP = 1,91), polaridade adequada (TPSA = 104,38 A?) e elevada absorgio
gastrointestinal, sem violagdes dos principais critérios de drug-likeness. De forma geral, o
derivado, juntamente com a niclosamida, destacaram-se por suas caracteristicas
biofarmacéuticas favoraveis e conformidade com os critérios de drug-likeness. Como
diferencial, a niclosamida e seu derivado apresenta acessibilidade sintética superior a do
praziquantel (2,90), refor¢ando a viabilidade de seu desenvolvimento como novas alternativas

terapéuticas para a esquistossomose.



5. CONCLUSOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que derivados de niclosamida sdo promissores no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra a esquistossomose. Entre os setenta
compostos avaliados, o ST-2029 destacou-se pela potente atividade esquistossomicida in vitro
(3,12 uM), baixa citotoxicidade (CCso > 100 M), perfil farmacocinético favoravel e indice de
seletividade superior a 30, indicando alta especificidade para o parasita. O composto atendeu
aos principais critérios de drug-likeness (Lipinski, Veber e outros), sugerindo boa

biodisponibilidade oral e viabilidade de desenvolvimento farmacéutico.

As modificagdes estruturais na niclosamida mostraram-se eficazes em ampliar a atividade
anti-helmintica, superando limitacdes do farmaco original e evidenciando o potencial de
derivados sintéticos como alternativas ao praziquantel. Apesar dos resultados encorajadores,
sd0 necessarios estudos in vivo em modelos murinos para confirmar eficacia,
biodisponibilidade, metabolismo e seguranga, além de avaliagdes toxicologicas mais

abrangentes.

Em sintese, o ST-2029 retine caracteristicas que o qualificam como candidato promissor a
novo farmaco esquistossomicida, oferecendo uma alternativa relevante frente a necessidade

urgente de novas opcdes terap€uticas contra a esquistossomose.
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