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NEROLIDOL: SUBS:I'ANCIA PRESENTE EM DIVERSAS PLANTAS E SEU
POTENCIAL TERAPEUTICO NO COMBATE AS DOENGCAS DA POBREZA

RESUMO

As Doencas Negligenciadas representam um grande problema de satde publica em diversos
paises. Em particular, a esquistossomose ¢ uma doenca parasitaria que afeta milhdes de
pessoas em todo mundo cujo tratamento é feito com apenas um farmaco, o praziquantel.
Nerolidol € uma substancia presente em muitas espécies de plantas e seu uso tem sido
aprovado pela (FDA) e European Commission. Estudos recentes mostraram o efeito anti-
helmintico do nerolidol em adultos de Schistosoma mansoni ex vivo. No presente estudo,
avaliamos o efeito do nerolidol em camundongos experimentalmente infectados com
S.mansoni. Grupos de animais foram tratados oralmente com dose Unica de nerolidol 100,
200 e 400 mg/kg (vermes adultos) e com nerolidol 400 mg/kg (vermes juvenis). Os resultados
demostram uma reducdo na carga parasitaria e na andlise do oograma quantitativo e
qualitativo no numero de ovos/grama nas fezes. Ademais, a analise por Microscopia
Eletrdnica de Varredura mostrou alteracdo no tegumento dos helmintos. Em conjunto,
considerando a seguranca e o baixo custo do nerolidol, os resultados deste estudo indicam que

o Nerolidol é um composto promissor para o tratamento e controle da esquistossomose.

PALAVRAS-CHAVE: Schistosoma mansoni, Nerolidol, anti-helmintico.

1. INTRODUCAO

As Doencas Negligenciadas séo enfermidades causadas por agentes infecciosos e
parasitarios que ocorrem nas camadas sociais pobres. Essas patologias acometem mais de 1
bilhdo de pessoas no mundo e sdo responsaveis por milhdes de mortes anualmente e
infelizmente as opgdes terapéuticas sdo insuficientes. Dentre elas, a esquistossomose € uma
doenca parasitaria causada por parasitas do género Schistosoma que afeta principalmente as
populacdes pobres e marginais na Africa, Asia e América Latina, e tem sido negligenciada
pela industria farmacéutica e os governos (Hotez et al, 2006.). Segundo estimativas, cerca de
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240 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo, e cerca de 700 milhdes de
pessoas em risco de infecgdo, ocorrendo mais de 250 mil mortes por ano (WHO, 2017). No
Brasil, a doenga é endémica em 19 estados com cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas
sendo 26 milhdes em situacdo de risco (AMARAL, 2016). Os principais fatores dos quais a
patogenia da helmintose esta ligada, os mais importantes sdo a carga parasitaria, que
influencia diretamente no numero de ovos, e a resposta do sistema imunolégico de cada
hospedeiro. O tratamento dessa parasitose € limitado a um anico farmaco, praziquantel.
Lancado na década de 1970, o uso extensivo tem sido objeto de preocupacdo no tocante ao

aparecimento de parasitos tolerante/resistentes colocando em risco a eficacia do tratamento.

Considerando a dificuldade na descoberta de anti-helminticos, a alternativa pode estar
nos produtos naturais. Nesse sentido, a busca por compostos naturais ou sintéticos com
propriedades esquistossomicidas tem aumentado nos ultimos anos (MORAES et al., 2015).
De fato, esses estudos sdo preponderantes para 0 avango no combate e controle das doencas
da pobreza. Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol) é um alcool alifético
sequisterpeno presente em Oleos essenciais de varias plantas e frequentemente usado em
cosméticos e produtos ndo-cosmeéticos. No tocante as propriedades medicinais, nerolidol
possui efeito antiparasitario: leishmanicida (ARRUDA et al., 2005), antitrypanosomal (HOET
et al., 2006) e antimalarico (LOPES et a.,l 1999), bem como efeito inibitério sobre o
crescimento de parasitas como Babesia (ABOULAILA et al.,, 2010). Atividade contra
bactérias e fungos (BREHM-STECHER e JOHNSON 2003;. JOHANN et al., 2012).
Propriedades como antioxidante (NETO et al., 2013), antinociceptivo (KOUDOU et al., 2005)
e anti-Ulcera (KLOPELL et al., 2007) tem sido relatado, entre outras, conforme revisado por
CHAN (2016). Ressalte-se que o uso do nerolidol tem sido aprovado pela U.S. Food and
Drug Administration (FDA) e foi incluido pelo European Commission na lista de substancias
seguras (LAPCYNSK, 2008 ; McGINTY, 2010).

Recentemente nosso grupo descreveu a atividade anti-helmintica deste terpeno in vitro
(SILVA et al., 2014). No presente estudo, em virtude da continuidade dos estudos pré-clinicos
descrevemos a atividade anti-helmintica in vivo do terpeno nerolidol, publicado no periddico
International Journal of Antimicrobial Agents (SILVA et al., 2017).

2. OBJETIVO
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Geral
Avaliar o efeito anti-helmintico do terpeno nerolidol em camundongos

experimentalmente infectados com Schistosoma mansoni nas fases adulta e juvenil.

3. METODOLOGIA:
3.1 Drogas

Nerolidol (uma mistura de cis- e trans-nerolidol), foi adquirido da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) .
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Figura 1. Estrutura quimica do terpeno nerolidol

3.2 Design experimental
3.2.1 Parasitas

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho foi a BH
(Belo Horizonte, MG), mantida no Nucleo de Enteropasitas do Instituto Adolfo Lutz (Séo
Paulo, SP). Os parasitas foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818
(hospedeiro intermediario) e roedores Mus musculus ou Mesocricetus auratus (hospedeiro
definitivo), como previamente descrito (MORAES, 2012).

3.2.2 Ensaios in vivo

Camundongos foram infectados com 70 cercarias de S. mansoni. Posteriormente, 0s

animais foram divididos em 4 grupos principais:

a) Grupo I (n = 10): camundongos infectados e néo tratados; Grupo Controle;
b) Grupo Il (n = 10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 100 mg/kg;
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¢) Grupo Il (n =10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 200 mg/kg;
d) Grupo IV (n = 10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 400 mg/kg.

Com base na atividade em esquistossomas na fase adulta, nerolidol foi testado em
camundongos que abrigavam S. mansoni na fase juvenil. Nesse caso, 21 dias apés a infeccéo,
um grupo de 10 camundongos foram tratados com dose oral de 400 mg/kg de nerolidol. (DE
MORAES et al., 2014)

3.3 Analise da eficacia da acao esquistossomicida in vivo
3.3.1 Recuperacgéo dos vermes.

Vermes intestinais de animais tratados com nerolidol foram recuperados pela tecnica de
perfusdo (PELLEGRINO, 1956), sexuados, contados e comparados com animais ndo tratados

e reducdes da carga parasitaria calculados.

3.3.2 Estagios de desenvolvimento de ovos (oograma).

Analise baseada na técnica de oogramas quantitativa e qualitativa. Um fragmento do
intestino (10 mm) foi cortado e processado. Os ovos foram contados e classificados de acordo
com diferentes estagios de desenvolvimento, conforme definicdo: imaturos, maduros ou
mortos. (DE MORAES, 2014)

3.3.3 Numero de ovos nas fezes.

Método Kato-Katz (KATZ, 1972) foi utilizado para o exame quantitativo de ovos de S.
mansoni nas fezes. Amostras foram coletadas nos dois grupos experimentais, e 0s resultados

comparados com os achados no oograma.

3.3.4 Analise do tegumento por Microscopia Eletronica de Varredura

Camundongos adicionais foram tratados oralmente com 400 mg/kg de nerolidol e
dissecados a 24 e 48 h ap6s o tratamento (DE MORAES, 2014). Os vermes recuperados

foram, enxaguados duas vezes em solugcdo Tampéo Salina fosfato (PBS) e fixados em 1 mL
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de glutaraldeido a 2,5% (Merck-Millipore, Cotia, SP, Brasil). Para a obtencéo das imagens 0s
parasitas foram secados ao ar, montados em stubs e metalizados com ouro usando um
revestidor de pulverizacdo Desk 11 (Denton Vacuum LLC, Moorestown, NJ), posteriormente
visualizadas usando um Microscopio Eletronico de Varredura de alta resolu¢do JEOL JSM-
6460LV (JEOL Ltd., Téquio, Japdo) com uma tensao acelerada de 20 kV.

4. RESULTADOS

A eficacia do nerolidol foi avaliado ap6s tratamento em dose oral Gnica de 400, 200 e
100 mg / kg administrada em camundongos infectados com S. mansoni. Os resultados
demonstram uma reducdo estatisticamente significativa na carga de vermes (P <0,001). A
maior atividade foi observada com uma dose Unica de 400 mg / kg, com reducdo total da
carga de vermes de 70,06%. Na dose de 200 mg / kg, a reducdo total da carga de vermes foi
de 48,8%. Na dose mais baixa investigada (100 mg / kg), o nerolidol ndo mostrou efeito
significativo sobre a carga de vermes (reducdo de 10,98%) em comparacdo com controles
infectados ndo tratados. A carga total de vermes macho e fémea de S. mansoni ap6s o
tratamento com nerolidol é mostrada na Figura 2. O tratamento na fase juvenil n&o foi
observado resultados estatisticamente significativos na reducdo da carga parasitaria e nos

estadios de desenvolvimento de ovos (oograma).

Reducéo na producdo de ovos dos grupos tratados com 400 e 200 mg/kg foi observado
reducdo estatisticamente significativa (P < 0.001) para ovos imaturos e mortos. 100 mg / kg
(P < 0.05) ovos imaturos. Ndo houve reducdo do nimero de ovos no estdgio maduro nas
concentracdes de 400, 200 e 100 mg/kg, comparado ao grupo controle ndo tratado. Figura 3.
A contagem de ovos nas fezes revelou uma reducdo de 75,2% na quantidade de ovos na

concentracdo de 400 mg/kg. Figura 4.

Alteracdes no tegumento foram observadas na dose Unica de 400mg/kg. Nas fémeas as
imagens (B tratado), comparado ao grupo controle (A) demonstram enrugamento em toda
extensdo da superficie dorsal. Nos machos do grupo controle (imagem C) comparado ao
grupo tratado (imagem D) ocorreu achatamento lateral nos tubérculos e perda dos espinhos.

Figura 5.
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Fig.2. Reducdo da carga Parasitaria. Nimero total de vermes: reducdo de 70,06% (400 mg/kg) e
48,8% (200 mg / kg). (P <0,001). As barras horizontais representam valores médios. * P <0,05; ** P

<0,01; *** P <0,001 em comparagdo com o grupo ndo tratado.
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Fig. 3. Reducéo na producéo de ovos. 84.6% (400 mg/kg), 69,7% (200 mg/kg) (P < 0.001), 28,89%
(100 mg / kg) (P < 0.05) para ovos imaturos. Aumento significativo na proporgéo de ovos mortos 200
e 400 mg/kg (P < 0.001). As barras horizontais representam valores médios. * P <0,05; ** P <0,01;

*** P <0,001 em comparacdo com o grupo controle néo tratado.
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Fig. 4. Ovos por grama de fezes. Redugdo na quantidade de ovos 75,2% na concentracdo de 400
mg/kg (P < 0.001) e 48.32% (200mg/kg) (P < 0.01). Barras horizontais representam valores médios. *
P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 em compara¢do com o grupo controle.

Fig. 5. Efeito do nerolidol 400mg/kg no tegumento dos vermes: A Fémea (controle). B Fémea
(tratado). C Macho (Controle) e D Macho (tratado).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As helmintiases afetam milhdes de pessoas e sdo responsaveis por milhares de mortes
anualmente. Nesse contexto, a esquistossomose é uma helmintiase cujo tratamento depende
de uma unica droga, o praziquantel. Estudos alertam para o surgimento organismos
resistentes/tolerante ao farmaco, por esses fatores, a eficacia da terapia poderd ser
comprometida. Nesse sentido, ha uma necessidade urgente na descoberta e de

desenvolvimento de novos agentes esquistossomicidas.

Nerolidol, avaliado no presente estudo, além de reduzir a quantidade de vermes, o
tratamento resultou na reducéo da producéo total de ovos; de ovos imaturos e um aumento na
quantidade de ovos mortos, além de causar alteracbes na morfologia do tegumento do
parasita. Vale ressaltar que a carga parasitaria e a producdo de ovos sdo aspectos importantes
gue envolvem a patogenia dessa parasitose. Portanto, esses parametros sdo fundamentais na
avaliacdo do efeito anti-helmintico desses compostos. Ademais, o tegumento do parasita tem
sido objeto de estudo na compreensédo da agdo de agentes esquistossomicidas.

Os resultados do presente estudo mostraram que o nerolidol possui atividade in vivo
contra Schistosoma mansoni. Este terpeno foi selecionado para este estudo pelo fato de que
este composto tem 0s mecanismos bem caracterizados de toxicidade, facilmente disponivel,
de baixo custo e aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) e foi incluido pelo

Council Of Europe na lista de substancias seguras.

Ressalta-se, em Ultima andlise, que o presente estudo resultou em publicacdo no
renomado periédico International Journal of Antimicrobial Agents (Fator de Impacto 4.307,
Qualis Al) da Sociedade Internacional de Quimioterapia Antimicrobiana (International
Society of Antimicrobial Chemotherapy).
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