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Silva, MPN. Atividade Antiparasitária do Nerolidol em Animais 

Experimentalmente Infectados com Schistosoma mansoni. Guarulhos (SP): 

Universidade Guarulhos; 2017. 

RESUMO 

 

Introdução: A esquistossomose, causada por helmintos do gênero Schistosoma, é 

uma doença parasitária que afeta mais de 200 milhões de pessoas em todo mundo. 

Considerada uma Doença Negligenciada, o tratamento da esquistossomose é 

baseado no uso de apenas um fármaco, praziquantel, cujo uso tem sido objeto de 

preocupação no tocante ao aparecimento de parasitos tolerantes/resistentes. Diante 

desse cenário, faz-se necessária nova alternativa terapêutica visando o tratamento 

da esquistossomose e outras helmintíases.  Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-

dodecatrien-3-ol) é um terpeno encontrado em muitas espécies de plantas e seu uso 

como aditivo alimentar é aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) e 

European Commission. Estudos recentes do nosso grupo mostraram o efeito 

antiparasitário do nerolidol em adultos de Schistosoma mansoni ex vivo. Objetivo: 

Avaliar o efeito do nerolidol em camungondos experimentalmente infectados com 

Schistosoma mansoni.  Método: Grupos de animais foram tratados oralmente com 

dose única de nerolidol (100, 200 e 400 mg/kg) 49 dias após infecção (vermes 

adultos) e com nerolidol 400 mg/kg 21 dias após infecção (vermes juvenis). 

Resultados: Em animais infectados com parasitos adultos, comparativamente a 

grupos de animais infectados e não tratados, nerolidol 400 mg/kg reduziu a carga 

parasitária em 70.06% (P < 0.001); o oograma quantitativo e qualitativo mostrou uma 

redução de 84.6% (P < 0.001) dos ovos imaturos. Além disso, pelo método Kato–

Katz notou-se uma redução de 75.2% (P < 0.001) no número de ovos/grama nas 

fezes de animais tratados com 400 mg/kg de nerolidol. Ademais, a análise por 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) mostrou alteração no tegumento dos 

helmintos após tratamento com nerolidol 400 mg/kg. Por outro lado, nerolidol 400 

mg/kg teve baixa eficácia em camundongos albergando vermes juvenis. Conclusão: 

Em conjunto, considerando a segurança 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: Antiparasitário; Schistosoma mansoni; Nerolidol. 



 

 

Silva, MPN. Antiparasitic activity of nerolidol in a mouse model of 

schistosomiasis. Guarulhos (SP): University of Guarulhos; 2017. 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Schistosomiasis is a major public health problem worldwide, especially 

in poor communities. Since praziquantel is currently the only drug available to treat 

schistosomiasis, there is an urgent need to identify new antischistosomal drugs. 

Nerolidol is a sesquiterpene present as an essential oil in several plants that has 

been approved by the FDA. Objectives: This study evaluated the in vivo 

antischistosomal activity of nerolidol in a mouse model of schistosomiasis infected 

with either adult or juvenile stages of Schistosoma mansoni. Method: Groups of 10 

mice were treated orally with single doses of nerolidol (100, 200 or 400 mg/kg) at 49 

days post-infection (p.i.). Then, on the basis of their in vivo activity against adult 

schistosomes (patent infection), nerolidol was tested in mice harbouring juvenile S. 

mansoni (pre-patent infection). Results: A single dose of nerolidol (100, 200 or 400 

mg/kg) administered orally to mice infected with adult schistosomes resulted in a 

reduction in worm burden and egg production. Treatment with the highest nerolidol 

dose (400 mg/kg) caused significant reduction in a total worm burden of 70.06% (P < 

0.001). Additionally, the technique of quantitative and qualitative oograms showed 

that a single 400 mg/kg nerolidol dose achieved an immature egg reduction of 84.6% 

(P < 0.001). In faecal samples, the Kato–Katz method also revealed a reduction of 

75.2% in eggs/g at a dose of 400 mg/kg (P < 0.001). Furthermore, scanning electron 

microscopy revealed that nerolidol-mediated worm killing was associated with 

tegumental damage. In contrast to activity against adult S. mansoni infection, oral 

treatment with nerolidol 400 mg/kg had low efficacy in mice harbouring juvenile 

schistosomes. Conclusion: Since nerolidol is already in use globally as a food 

additive and has a proven safety record, evaluation of this natural compound’s 

potential for treatment of schistosomiasis could be entirely cost effective in the near 

future. 

 
Descriptors: Antiparasitic; Schistosoma mansoni; Nerolidol. 
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Guarulhos (SP): Universidad Guarulhos; 2017. 

 
RESUMEN 

 
 
Introducción: La esquistosomiasis, causada por helmintos del género Schistosoma, 

es una de las principales enfermedades parasitarias en términos de morbilidad y 

mortalidad, afectando a más de 200 millones de personas en todo el mundo. 

Considerada una enfermedad olvidada, el tratamiento de la esquistosomiasis se 

basa en el uso de un fármaco, praziquantel. Ante este escenario, se hace necesaria 

una nueva alternativa terapéutica para el tratamiento de la esquistosomiasis y otras 

helmintías. Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol) es un terpeno 

encontrado en muchas especies de plantas y su uso ha sido aprobado por la U. 

Food and Drug Administration (FDA) y la Comisión Europea. Objetivo: En el 

presente estudio se evaluó el efecto del nerolidol en camungondos 

experimentalmente infectados con S. mansoni. Método: Grupos de animales fueron 

tratados oralmente con una dosis única de nerolidol (100, 200 y 400 mg/kg) 49 días 

después de la infección (parásitos adultos) y con nerolidol 400 mg/kg 21 días 

(parásitos juveniles). Resultados: En animales albergando parásitos adultos, en 

comparación con grupos de animales infectados y no tratados, nerolidol 400 mg / kg 

redujo la carga parasitaria en 70.06% (P <0.001); el marco cuantitativo y cualitativo 

mostró una reducción del 84.6% (P <0.001) de los huevos inmaduros. Además, por 

el método Kato-Katz se observó una reducción del 75.2% (P <0.001) en el número 

de huevos / gramos en las heces de animales tratados con 400 mg / kg de nerolidol. 

Además, el análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) mostró alteración 

en el tegumento de los helmintos después del tratamiento con nerolidol 400 mg/kg. 

Por otro lado, nerolidol 400 mg/kg tuvo baja eficacia en ratones albergando gusanos 

juveniles. Conclusión: En conjunto, considerando la seguridad y el bajo costo del 

nerolidol, los resultados de este estudio indican que el nerolidol es un compuesto 

prometedor para el tratamiento y control de la esquistosomiasis. 

 

Descriptores: Antiparasitario; Schistosoma mansoni; Nerolidol. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 As doenças causadas por helmintos representam um importante problema de 

Saúde Pública em diversos países. Particularmente, a esquistossomose, 

denominadas também bilharziose, é endêmica em mais de 70 países. Estima-se a 

existência, em todo mundo, de mais de 200 milhões de indivíduos infectados e 800 

milhões de pessoas estão expostas ao risco de contrair infecção. Esta helmintose é 

responsável por 280.000 a 500.000 mortes anualmente1. No Brasil, a 

esquistossomose é endêmica em 19 estados.  Acredita-se haver, no território 

nacional, entre 6 e 8 milhões de indivíduos infectados e 26 milhões correm o risco de 

infecção 2. 

A esquistossomose tem como os principais agentes etiológicos as espécies 

Schistosoma mansoni, S. intercalatum, S. haematobium, S. japonicum e S. mekongi. 

Schistosoma mansoni está presente em mais de 50 países nos continentes africano 

e americano, onde determina uma infecção denominada esquitossomose mansônica 

3.  

Schistosoma possui um ciclo de vida complexo, passando e por diversas 

fases em hospedeiros e ambientes diversificados, com capacidade de adaptação, 

multiplicação e resistência. As fases do ciclo biológico do Schistosoma 

compreendem dois períodos de vida parasitária: um no hospedeiro intermediário e 

outro no hospedeiro definitivo. Entre as fases parasitárias há dois períodos de vida 

livre em meio aquático: as fases de miracídio e cercaria 4,5,6,3. Em particular, a 

espécie S. mansoni, em geral, realiza ciclo assexuado nos moluscos do gênero 

Biomphalaria, enquanto que os espécimes adultos são encontrados nos vasos 

mesentéricos e no sistema porta de mamíferos das ordens Primates, Rodentia, 

Artiodactyla e Carnivora. O ciclo de vida do S. mansoni está representado na Figura 

1. 

A esquistossomose mansônica é transmitida por caramujos de água doce, 

hermafroditas e pertencentes ao gênero Biomphalaria da família Planorbidae. Três 

espécies de Biomphalaria são responsáveis pela transmissão da esquistossomose 

no continente americano: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Biomphalaria 

glabrata é o principal hospedeiro intermediário da esquistossomose no Brasil e é a 

espécie mais estudada devido a sua ampla distribuição geográfica e eficiência na 

suscetibilidade pelo parasita, apresentando altos índices de infecção natural e 

experimental 7, 8. Os vários aspectos patogênicos e patológicos observados na 

esquistossomose mansônica dependem da interação parasito-hospedeiro nas três 

fases evolutivas e migratórias do verme no hospedeiro definitivo: esquistossômulo, 
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verme adulto e ovo. Os ovos e a reação granulomatosa que os envolvem constituem 

os principais fatores causadores da morbidade. A infecção por S. mansoni costuma 

ser oligossintomática com predominância intestinal; mas pode produzir alterações 

anatomopatológicas cujo caráter e gravidade cobre extensa gama de situações, o 

que imprime a essa doença grande polimorfismo e, em muitos casos, prognóstico 

incerto. Assim, a esquistossomose deve ser encarada como uma doença de 

múltiplos mecanismos, com lesões diretamente ligadas à presença local do agente 

etiológico (cercárias, esquistossômulos, vermes adultos, ovos), alterações 

hemodinâmicas, alterações de reatividade imunológica, lesões à distância devidas a 

imunocomplexos, e alterações gerais sobre o organismo, além de interagir e 

favorecer outras patologias por agentes infecciosos. Nas formas mais graves, há 

predominância de hepatoesplenomegalia e fibrose periportal. Entre os vários fatores 

dos quais a patogenia da helmintose está ligada, os mais importantes são a carga 

parasitária, que influencia diretamente no número de ovos, e a resposta do sistema 

imunológico de cada hospedeiro 6, 9, 10, 4, 11, 12. 

  

 

Figura 1. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Fonte: CVE (2005).  

            

            Atualmente a quimioterapia é a forma mais eficaz no controle da 

esquistossomose3. Contudo, infelizmente, existe apenas um fármaco utilizado no 

controle da esquistossomose: o 2-(ciclo-hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-
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pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, praziquantel. Este fármaco, administrado oralmente 

em dose única, atua contra todas as espécies do gênero Schistosoma que infectam 

o homem. O praziquantel tem sido estudado experimentalmente em animais desde a 

década de 1970, mostrando-se eficaz contra infestações de várias espécies de 

trematódeos e cestódeos. A ação anti-helmíntica do praziquantel deve-se 

provavelmente na alteração dos canais de Ca2+ dos esquistossomos, aumentando a 

permeabilidade da membrana do helminto a certos cátions monovalentes e 

divalentes, principalmente o cálcio que leva à intensificação da atividade muscular, 

seguida por contração e paralisia. Como consequência, os helmintos se separam 

dos tecidos do hospedeiro e são rapidamente deslocados das veias mesentéricas 

para o fígado, ao passo que os helmintos intestinais são expelidos 13-16. O 

tratamento com praziquantel, comumente realizado nas doses de 40 mg/kg a 60 

mg/kg em humanos, é eficaz na redução da morbidade, porém os resultados com o 

uso deste fármaco têm sido menos promissores do que o esperado. Além de não 

atuar nas formas jovens do parasita, existem alguns relatos de resistência ao 

fármaco 17, 18, 19, 13, 20, 14, 4, 21. Desta forma, a preocupação com desenvolvimento de 

tolerância ou resistência ao praziquantel justifica-se a pesquisa de novas moléculas 

para tratamento e profilaxia da esquistossomose.  

Considerando a dificuldade na descoberta de esquistossomicidas, a 

alternativa pode estar nos produtos naturais. Nesse contexto, a busca por 

compostos naturais ou sintéticos com propriedades esquistossomicidas tem 

aumentado nos últimos anos e nosso grupo de pesquisa tem contribuído com o 

relato de substâncias naturais ou sintéticas com atividade em Schistosoma mansoni, 

conforme mostrado na Tabela 1, e recentemente revisado 22. Não obstante, é noção 

cediça que o desenvolvimento de novos fármacos é dispendioso e pode demorar 

muitos anos para atingir o mercado. Nesse sentido, é fundamental o uso de 

substâncias com características farmacológicas e toxicológicas conhecidas e, 

sobretudo, que já foram aprovadas por Agências Reguladoras.  
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Tabela 1. Substâncias naturais ou sintéticas com efeito anti-Schistosoma mansoni, 

descritas pelo nosso grupo 

Composto Grupo químico e observações Referências 

Piplartina 
Amida isolada da raiz de Piper tuberculatum 

(Piperaceae) 

Moraes et al. (2011) *23 

De Moraes et al. (2012) *24 

De Moraes et al. (2013a) *25 

Campelo et al., (2014) *26 

Epiisopiloturina 
Alcaloide isolado de folhas de Pilocarpus 

microphylus (Rutaceae) 

Veras et al. (2012) *27 

Leite et al. (2011) †28 

Guimarães et al. (2014) *29 

Guimarães et al., (2015) *30 

Epiisopilosina Alcaloide isolado de folhas de P. microphylus Rocha et al. (2016) *31 

Dermaseptina 01 
Peptídeo antimicrobiano isolado da pele do 

anfíbio Phyllomedusa oreades 

De Moraes et al. (2011) *32 

De Moraes et al. (2013a) *25 

Acetato de Carvacrol 
Monoterpeno encontrado em óleos essenciais 

de diversas plantas 

De Moraes et al. (2013b) *33 

Fortes et al. (2012) †34 

Epoxi-Limoneno 
Monoterpeno encontrado em óleos essenciais 

de diversas plantas 

De Moraes et al. (2013c) *35 

Nunes et al. (2012) †36 

Fitol Diterpeno da molécula de clorofila 
De Moraes et al. (2014) *37 

Costa et al. (2012a) †38 

Nerolidol 
Sesquiterpeno encontrado em óleos 

essenciais de diversas plantas 

Silva et al., (2014a) *39 

Costa et al. (2012b) †40 

Riparinas 
Alcaloide encontrado no fruto verde da Aniba 

riparia Mez (Lauraceae) 

Nunes et al. (2014) *41 

Nunes et al. (2014) †42 

Cumarinas 
Lactonas do ácido o-hidroxi-cinâmico, 

encontrado em diversas espécies de plantas 

Mesquita et al. (2013)*43 

Mesquita et al. (2013) †43 

Ácido Orto-

Hidroxicinêmico 
Encontrado em diversas espécies de plantas Mesquita et al. (2013) *43 

Casearina 
Diterpeno encontrado isolado de Casearia 

sylvestris Swartz (Flacourtiaceae) 
Freitas et al. (2014) †44 

Garcinielliptona FC 

Benzofenona poliprenilada isolada das 

sementes de Platonia insignis Mart 

(Clusiaceae) 

Freitas et al. (2014b) †44 

Silva et al. (2015b) *45 

Cardamonin 
Chalcona isolada das folhas de Piper 

aduncum L. (Piperaceae) 
Castro et al. (2015) †46 

3,7-Dimetil-1-octanol 
Monoterpeno encontrado em óleos essenciais 

de diversas plantas 

Mafud et al. (2016) *47 

Freitas et al. (2013) †48 

Licoflavone B 
Flavonoide isolado de raízes de Glycyrrhiza 

inflata (Fabaceae). 
Aleixo de Carvalho et al. 

(2016) *49 

* Artigos completos publicados em periódicos. 

† Patentes com registro no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).  
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            Produtos naturais são encontrados em muitos ambientes e produzido por 

todos os tipos de organismos. Derivados principalmente de plantas, eles têm sido o 

pilar do tratamento de doenças humanas 50, 51 e a investigação têm-se intensificado 

para identificar compostos bioativos52, 53. As plantas são ricas em uma grande 

variedade de metabolitos secundários, tais como taninos, terpenos, alcaloides e 

flavonoides52. Os óleos essenciais são altamente enriquecidos em alguns 

compostos, denominados terpenoides, que possui várias propriedades biológicas e 

os seus efeitos são caracterizadas por uma série de interações complexas entre as 

estruturas biológicas 50-53.  

            Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol), também conhecido como 

peruviol, é um álcool alifático sequisterpeno presentes em óleos essenciais de várias 

plantas. Nerolidol também é amplamente utilizado na indústria, na fabricação de 

produtos cosméticos e não cosméticos (por exemplo: xampus, perfumes, 

detergentes e produtos de limpeza) e como um intensificador de sabor em muitos 

produtos alimentares 54,55. Ademais, nerolidol tem sido frequentemente estudado no 

que diz respeito ao seu potencial terapêutico. De fato, estes estudos demonstram 

atividade antioxidante 56, antinociceptivo 57 e antiúlcera 58. Nerolidol é também ativo 

contra bactérias e fungos 59-61. Em parasitas, a ação leishmanicida 62, 

tripanossomicida 63, antimalárica 64 e antibabesia 65 do nerolidol foram descritas. 

Ressalte-se que o uso do nerolidol tem sido aprovado pela U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) como aditivo alimentar e foi incluído pelo European 

Commission na lista de substâncias seguras54,55. 

Estudos recentes do nosso grupo relataram o efeito anti-helmíntico do 

nerolidol contra vermes adultos de S. mansoni ex vivo39. Nesse caso, nerolidol nas 

concentrações de 31,2 μM e 62.5 μM causou a morte dos helmintos machos e 

fêmeas, respectivamente.  Análises por microscopia confocal revelaram alterações 

morfológicas no tegumento dos esquistossomos, cujos efeitos foram diretamente 

dependentes da concentração e do tempo de incubação. Com o objetivo de dar 

continuidade nos estudos, no presente trabalho foi avaliada a atividade in vivo do 

terpeno nerolidol em camundongos infectados com S. mansoni. Os efeitos do 

nerolidol foram avaliados com ênfase na carga parasitária, oograma qualitativo e 

quantitativo, e ovos nas fezes. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar o efeito anti-helmintico do terpeno nerolidol em camundongos 

experimentalmente infectados com Schistosoma mansoni nas fases adulta e juvenil. 

 

2.2 Específicos 

 
1) Avaliar o número de vermes recuperados (carga parasitária);  

2) Avaliar o efeito do tratamento na oviposição dos parasitas;  

           3) Analisar o tegumento dos helmintos após o tratamento. 
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3  MÉTODO 

 

3.1 Tipo de Estudo 

 

          Trata-se de um estudo experimental com abordagem quantitativa. 

 

3.2 Local do Estudo 

 

         As etapas do presente estudo foram realizadas em diferentes instituições, 

conforme exposto a seguir:  

 

a) Núcleo de Enteroparasitas, Instituto Adolfo lutz: manutenção do ciclo de vida do 

S. mansoni;  

b) Núcleo de Pesquisa em Doenças Negligenciadas, Universidade de Guarulhos: 

ensaios biológicos in vitro e in vivo; 

c) Departamento de Física Aplicada, Instituto de Física, Universidade de São Paulo: 

análise morfológica com Microcópio Eletrônico de Varredura 

 

3.3 Composto 

 

O composto nerolidol racêmico (massa molecular 222.37 g/mol, pureza 98%) 

foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estrutura química do terpeno nerolidol. 
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3.4 Parasito e animais hospedeiros 

 

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho 

foi a BH (Belo Horizonte, MG), mantida no Núcleo de Enteropasitas do Instituto 

Adolfo Lutz (São Paulo, SP), sob coordenação do Prof. Dr. Pedro Luiz Silva Pinto. 

Os parasitas foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818 

(hospedeiro intermediário) e roedores Mus musculus ou Mesocricetus auratus 

(hospedeiro definitivo), como previamente descrito66 (Figura 3). Os experimentos in 

vivo foram realizados Núcleo de Pesquisa em Doenças Negligenciadas da 

Universidade Guarulhos, cujo estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA, Protocolo de Aprovação 031/2017), conforme ANEXO. 

 

3.5  Manutenção do ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni 

 

Para a manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni, os camundongos foram 

infectados, subcutaneamente (com seringa de 1 ml), com aproximadamente 180 

cercárias. Após 49 dias, os animais foram eutanasiados para a retirada do fígado e 

obtenção dos miracídios66. 

           Os moluscos sexualmente maduros foram colocados, individualmente, em 

placas de cultura de células (placas com 24 poços), contendo água filtrada e 10 

miracídios. A exposição do molusco aos miracídios foi realizada sob a luz artificial 

(lâmpada incandescente de 60 W), durante 4 horas. Após 30 dias, os moluscos 

foram colocados sob a luz artificial para a eliminação das cercarias, durante 30 

minutos. As cercárias foram utilizadas na infecção dos roedores66.  
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Figura 3. Manutenção do ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. Fonte : Moraes J. 2012. 

 

3.6  Infecção dos camundongos e design experimental 

 

3.6.1 Tratamento dos animais 49 dias após infecção (verme adulto) 

 

           Camundongos foram infectados com cerca de 70 cercárias de S. mansoni por 

imersão da cauda. Sete semanas após a infecção, grupos de dez camundongos 

foram tratados por via oral com nerolidol previamente solubilizado em óleo mineral, 

utilizando doses orais únicas de 400, 200 e 100 mg do composto por kg de massa 

corporal. Nos camundongos controle foram administrado oralmente igual volume de 

óleo mineral. Em síntese, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:  

 

a) Grupo I (n = 10): camundongos infectados e não tratados; 

b) Grupo II (n = 10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 100 

mg/kg; 

c) Grupo III (n = 10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 200 

mg/kg; 
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d) Grupo IV (n = 10): camundongos infectados e tratados com nerolidol 400 

mg/kg.  

Dez dias após tratamento os animais foram eutanasiados para avaliação da 

terapêutica, conforme especificado a seguir.  

 

3.6.2 Tratamento dos animais 21 dias após infecção (verme juvenil) 

            

            Com base na atividade in vivo contra esquistossomas adultos, nerolidol foi 

testado em camundongos que abrigavam S. mansoni na fase juvenil (infecção pré-

patente). Nesse caso, 21 dias após a infecção, um grupo de 10 camundongos foram 

tratados com dose oral de 400 mg/kg de nerolidol. Dez camundongos não tratados, 

mas que receberam o veículo via oral, serviram como grupo controle. 

 

3.7 Análise da ação esquistossomicida in vivo 

  

            Nos experimentos in vivo, a ação esquistossomicida em camundongos foi 

analisada 10 dias após o tratamento com nerolidol. Foram considerados: (a) o 

número de vermes adultos recuperados em animais submetidos ao tratamento; (b) 

número de ovos nas fezes; (c) oograma qualitativo e quantitativo.  

 

3.7.1  Análise da carga parasitária  

 

            Todos os grupos de animais foram eutanasiados e dissecados. Os parasitas 

foram removidos do sistema porta- hepático pela técnica de perfusão, sexuados e 

contados conforme descrito 67. Vermes recolhidos de todos os grupos foram fixados 

para análise por Microscopia Eletrônica de Varredura. 

  

3.7.2 Estágios de desenvolvimento de ovos (oograma)  

 

           A avaliação da eficácia terapêutica foi baseada na técnica de oogramas 

quantitativa e qualitativa seguindo critérios previamente descritos68. Depois da 

perfusão do sistema porta, um fragmento do intestino (10 mm) foi cortado e 

processado para oograma. Os ovos foram então contados e classificados de acordo 

com diferentes estágios de desenvolvimento, conforme definição: imaturo, maduro, e 

mortos68.  

 



23 

 

3.7.3 Contagem de ovos nas fezes 

          

           Para contagem de ovos nas fezes foi utilizado o método de Kato-Katz 43. 

Amostras de fezes foram coletadas de todos os camundongos, nos dois grupos 

experimentais, e examinados para confrontar seus resultados com os achados do 

oograma. As lâminas foram examinadas em microscópio de luz para identificar ovos 

de S. mansoni. 

 

3.7.4 Analise do tegumento do S. mansoni por Microscopia Eletrônica de 

Varredura 

            

         Para mostrar as alterações morfológicas em esquistossomas adultos 

recuperados de camundongos tratados com nerolidol, dois camundongos adicionais 

foram tratados oralmente com 400 mg/kg de nerolidol e dissecados a 24 e 48 h após 

o tratamento37. Os vermes foram  removidos do sistema porta hepático pela técnica 

de perfusão como descrito41, enxaguados duas vezes em solução Tampão Salina 

fosfato (PBS) e fixados em 1 mL de glutaraldeído a 2,5% (Merck-Millipore, Cotia, SP, 

Brasil) durante 3-24 h à temperatura ambiente30. Em síntese, os espécimes foram 

secados ao ar, montados em stubs e metalizados com ouro usando um revestidor de 

pulverização Desk II (Denton Vacuum LLC, Moorestown, NJ). As amostras foram 

então visualizadas usando um Microscópio Eletrônico de Varredura de alta 

resolução JEOL JSM-6460LV (JEOL Ltd., Tóquio, Japão) com uma tensão 

acelerada de 20 kV. Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboração com a 

Profa. Dra. Maria Cecília Salvadori (IF-USP). 

 

3.7.5  Avaliação do nerolidol em parasitos ex vivo 

 

           A avaliação in vitro do neroldiol foi realizada conforme previamente relatado 

70-25. Os esquistossomas juvenis (21 dias de idade) ou adultos (49 dias de idade), 

recém-recuperados de hospedeiro roedores, foram lavados e colocados em uma 

placa de cultura de 24 poços (TPP, St. Louis, MO, EUA) contendo Meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 200 μg/mL de estreptomicina, 200 UI 

/ mL de penicilina (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) a 37 ºC em atmosfera de CO2 a 

5%. Os esquistossomas recém-transformados foram obtidos por transformação 

mecânica usando um misturador de vórtice. 
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           Os parasitas foram cultivados durante 3 h antes do bioensaio em antibióticos 

contendo meio 169 (Vitrocell) e suplementados com 10% de soro fetal bovino a 37 

ºC em atmosfera de CO2 a 5%. Posteriormente, os esquistossomas foram 

transferidos para microplacas de cultura de células de 24 poços (TPP), contendo 

aproximadamente 50 parasitas por poço e cultivados em meio 169. Todos os 

estágios de S. mansoni foram mantidos continuamente em meio (com ou sem 

drogas) por 72h a 37 ºC em uma atmosfera de CO2 de 5%. As seguintes 

concentrações da droga foram avaliadas: 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 μM. 

Todos os vermes foram monitorados usando um microscópio invertido. 

 

3.8  Tratamento dos dados  

 

Os testes estatísticos foram realizados com o software GRAPHPAD PRISM 

(versão 6.0). O teste de Dunnet foi utilizado para analisar a significância estatística 

das diferenças entre os valores experimentais médios e de controle 37. Um valor de 

P <0,05 foi considerado significativo. As concentrações letais de 50% (LC50) também 

foram calculadas usando curvas dose-resposta sigmóides e os intervalos de 

confiança de 95% estão incluídos entre parênteses 71. 

 

3.9 Considerações éticas 

             

           O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Guarulhos (número de protocolo 031/17, conforme ANEXO). Todos os animais 

foram tratados em estrita conformidade com as boas práticas de animais, de acordo 

com a legislação brasileira (Comissão de Ética de Uso de Animais, CEUA, 

11.794/2008). 
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4 RESULTADOS 

 

            Os resultados do presente estudo estão no artigo recentemente publicado no 

periódico International Journal of Antimicrobial Agents (Fator de Impacto 4.307, 

Qualis A1), conforme a seguir. 
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