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RESUMO

O nerolidol é um sesquiterpeno de origem natural presente em 6leos essenciais de diversas
plantas medicinais do Nordeste brasileiro e tem sido amplamente utilizado na industria
cosmética e alimenticia. Devido a sua ampla aplicabilidade em varios produtos, o nerolidol
tem despertado cada vez o mais o interesse da comunidade cientifica principalmente no que se
refere a exploracdo de suas potenciais propriedades medicinais as quais, podem promover
efeitos beneficios a salde humana. Logo, o objetivo desse estudo foi avaliar o neroldol quanto
ao perfil de citotoxicidade, atividade hemolitica, toxicidade aguda, mutagenicidade,
genotoxicidade, atividade antioxidante, antibacteriano, antibiofilme e o0s efeitos
antiproliferativos frente a cultura do Trypanosoma cruzi. A viabilidade celular foi avaliada
através do método MTT, também foram realizados ensaios de atividade hemolitica, toxicidade
oral aguda, genotoxicidade e mutagenicidade. Para a determinacdo da atividade antioxidante
do nerolidol foram realizados os métodos DPPHe, ABTS++ ¢ atividade antioxidante total. A
atividade antibacteriana e antibiofilme foram realizadas através do método de microdiluicéo
utilizando sete cepas padrbes e quatro isolados clinicos bacterianos e método do cristal
violeta, respectivamente e realizou-se a atividade antiproliferativa in vitro frente a cultura de
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. A avaliagdo do efeito citotoxico demonstrou que o
nerolidol foi atoxico para as células S-180 (uma linhagem maligna, heterogénea de células de
tumor de camundongos de origem mesodérmica), J774A.1 (macréfagos) e HEK (células
embrionarias renais) na concentracdo de 100 pg/mL. A atividade hemolitica do nerolidol foi
confirmada em todas as concentracdes analisadas (19, 39, 78, 156, 312, 625, 1250 ug/mL).
Quanto ao ensaio de toxicidade aguda, ndo foram encontrados sinais clinicos de toxicidade
nos animais tratados com nerolidol na dose de 2000 mg/kg. O nerolidol também néo foi
considerado mutagénico tampouco genotoxico sob a maior concentragdo testada (2000
mg/kg). Os resultados do ensaio antioxidante revelaram baixa atividade por meio dos métodos
DPPH- (38.25%) e ABTS+" (5.11%) enquanto que, através do método ATT a porcentagem foi
de 93,94%. A atividade antibacteriano revelou que o nerolidol apresentou inibicdo do
crescimento bacteriano frente a cepas padrdes de Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Quanto aos isolados clinicos
bacterianos Gram-negativos, o nerolidol apresentou potencial inibitorio frente a P. aeruginosa
multidrogarresistente (MDR) e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) com CIM de
500 pg/mL. Quanto aos isolados clinicos bacterianos Gram-positivos, o nerolidol apresentou
atividade antibacteriana com CIM de 2000 pg/mL frente a Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA) (LMB 403) e MRSA (LMB 409). Sobre a inibicdo da formacdo de
biofilme, o nerolidol obteve efeito dose dependente e nas concentracdes de 500 pg/mL a
4000 pg/mL inibiu os biofilmes das bactérias ATCC variando de 51 a 98% e frente a isolados
clinicos bacterianos a inibicdo do biofilme variou de 6% a 60%. O nerolidol induziu a morte
dos parasitos (T. cruzi), no entanto se mostrou mais toxico e menos efetivo que o
benzonidazol. Logo, pode-se inferir que o nerolidol é um composto promissor para aplicacdes
terapéuticas, uma vez que, 0s resultados indicam que existe uma margem de seguranca
relativa para sua utilizacdo, além disso, foi possivel verificar um importante potencial
antioxidante, antimicrobiano, antibiofilme e antiproliferativo.

Palavras-chave: Antibiofilme. Nerolidol. Oleos essenciais. Sesquiterpeno. Testes de
seguranca.



ABSTRACT

Nerolidol is a naturally occurring sesquiterpene found in essential oils from several medicinal
plants in Northeastern Brazil and has been widely used in the cosmetic and food industries.
Due to its wide applicability in various products, nerolidol has increasingly aroused the
interest of the scientific community, especially with regard to the exploration of its potential
medicinal properties, which can promote beneficial effects on human health. Therefore, the
objective of this study was to evaluate neroldol in terms of cytotoxicity profile, hemolytic
activity, acute toxicity, mutagenicity, genotoxicity, antioxidant, antimicrobial, antibiofilm and
antiproliferative effects in the face of Trypanosoma cruzi. Cell viability was assessed using
the MTT method, assays for hemolytic activity, acute oral toxicity, genotoxicity and
mutagenicity were also performed. DPPH ¢, ABTS ¢ + and total antioxidant activity were used
to determine the antioxidant activity of nerolidol. The antimicrobial and antibiofilm activity
was performed using the microdilution method using 7 standard strains and 4 bacterial clinical
isolates and the violet crystal method, respectively, and the antiproliferative activity was
performed in vitro against the culture of T. cruzi epimastigotes and trypomastigotes. The
evaluation of the cytotoxic effect demonstrated that nerolidol was non-toxic to S-180 cells (a
malignant, heterogeneous line of tumor cells from mice of mesodermal origin), J774A.1
(macrophages) and HEK (renal embryonic cells) in the concentration of 100 pg/mL. The
hemolytic activity of nerolidol was confirmed at all concentrations analyzed (19, 39, 78, 156,
312, 625, 1250 pg/mL). As for the acute toxicity test, no clinical signs of toxicity were found
in animals treated with nerolidol at a dose of 2000 mg / kg. Nerolidol was also not considered
mutagenic or genotoxic under the highest concentration tested (2000 mg/kg). The results of
the antioxidant test revealed low activity using the DPPH ¢ (38.25%) and ABTS « + (5.11%)
methods, whereas, through the ATT method, the percentage was 93.94%. Antimicrobial
activity revealed that nerolidol showed inhibition of bacterial growth against standard strains
of Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae. As for the Gram-negative bacterial clinical isolates, nerolidol showed an
inhibitory potential against multidrug-resistant P. aeruginosa (MDR) (LMB 303) and
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (LMB 309) with 500 pug / mL MIC. As for
Gram-positive bacterial clinical isolates, nerolidol showed antibacterial activity with MIC of
2000 pg / mL against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MSSA) (LMB 403) and
MRSA (LMB 409). Regarding the inhibition of biofilm formation, nerolidol had a dose
dependent effect and at concentrations of 500 pg/mL to 4000 pg/mL it inhibited the biofilms
of ATCC bacteria ranging from 51 to 98% and compared to bacterial clinical isolates, the
biofilm inhibition varied from 6% to 60%. Nerolidol induced the death of the parasites (T.
cruzi), however it was more toxic and less effective than benzonidazole. Therefore, it can be
inferred that nerolidol is a promising compound for therapeutic applications, since, the results
indicate that there is a relative safety margin for its use, in addition, it was possible to verify
an important antioxidant, antimicrobial, antibiofilm and antiproliferative.

Keywords: Antibiofilm. Nerolidol. Essential oils. Sesquiterpene. Safety tests.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais na terapéutica é empregada desde 0s tempos
remotos e ao logo do tempo, estudos vém admitindo a presenca de diversos compostos
quimicos com propriedades medicinais em espécies vegetais, levando consequentemente a um
aumento significativo no desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos. O uso de
fitoterapicos tende a alcancar um status importante no processo terapéutico contemporaneo,
pois, a utilizacdo de medicamentos de origem vegetal tem se expandido significativamente a

A planta é considerada medicinal por conter substancias com acdo
farmacoldgica, conhecidas como principio ativo. A utilizacdo dessas plantas como terapia
alternativa ou complementar no tratamento de diversas doengas esta em crescente
desenvolvimento, devido a facilidade de obtencdo, utilizacdo e o elevado interesse das
industrias farmacéuticas investirem em metabdlitos secundarios de atividade biologica
(CARDOSO et al., 2019; nivel mundial. (HALBERSTEIN, 2005; EDDOUKS; AJEBLI,
2017; AYE, 2019; PAULA,; LIMA, 2019).

Os componentes quimicos oriundos do metabolismo secundario sdo 0s responsaveis
pelo potencial farmacoldgico atribuido as espécies vegetais, onde se destacam as classes dos
flavonoides, taninos e terpenos. Dentre o amplo espectro de moléculas provenientes do
metabolismo secundéario das plantas, os terpenos sdo frequentemente identificados em dleos
essenciais de plantas (cerca de 90%). Os terpenos sdao compostos de odor caracteristico,
presentes em diversos orgaos das plantas tais como raizes, caules (casca e entrecasca), folhas,
flores e sementes (BONIFACIO et al., 2014; FELIPE; BICAS, 2017).

Os terpenos também sdo conhecidos como terpenoides ou isoprenoides, suas moléculas
sdo de tamanho relativamente pequeno e constituem a maior classe de produtos naturais, com
namero superior a 55.000 compostos conhecidos (CHANG et al., 2010). Essas moléculas
apresentam em sua constituicdo seguimentos de unidades isoprénicas com atomos de carbono
geralmente multiplos de cinco ligados entre si (MATICH et al., 2007). As estruturas
caracteristicas dos terpenos contém um esqueleto carbbnico representado por (C5)n e sdo
classificadas como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cip), sesquiterpenos (Cys), diterpenos
(C20), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao) (DEWICK, 2009).

O nerolidol € um sesquisterpeno aciclico natural encontrado em diversos 6leos volateis
de planta tais como, Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (capim-liméo), Lavandula officinalis

Chaix (alfazema) e Jasminum sp. (jasmim). Quanto a suas propriedades bioldgicas sdo
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atribuidas atividades: antillcera, antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatéria e ainda
atividade biocida para diferentes patdgenos, inclusive protozoarios. Essa substancia vem
sendo comumente utilizada na producdo de cosméticos incluindo perfumes, xampus e
sabonetes (DEWICK, 2009; KLOPELL, et al., 2007; MCGINTY; LETIZIA; API; 2010
CHAN et al., 2016).

Em suma, o crescente interesse por essas moléculas na terapéutica, tem sido atribuido
principalmente a gama de propriedades bioldgicas dos terpenos, contudo € primordial o
desenvolvimento de novos estudos que visem atestar as atividades funcionais para que, com
base nisso, sejam propostos novos recursos terapéuticos, favorecendo um conhecimento
efetivo de tratamentos alternativos associados a utilizacdo dos diferentes tipos de terpenos
(AYDIN et al., 2007; PEIXOTO et al., 2010; BASTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2011,
ALVES et al., 2019).

Considerando a importéancia dos terpenos frente a identificacdo de novas atividades
biologicas, o presente estudo objetivou avaliar o nerolidol quanto ao seu perfil de
citotoxicidade, atividade hemolitica, toxicidade aguda, mutagenicidade, genotoxicidade,
atividade antioxidante, antimicrobiana, antibiofilme e os efeitos antiproliferativos frente a

cultura do Trypanosoma cruzi.
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2 OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o perfil de seguranca (citotoxicidade, atividade hemolitica, toxicidade aguda,
mutagenicidade, genotoxicidade) e as atividades antioxidante, antimicrobiana, antibiofilme e
antiproliferativa do nerolidol.

2.2. ESPECIFICOS

Analisar citotoxidade do nerolidol,

Analisar a atividade hemolitica do nerolidol;
Verificar a toxicidade aguda nerolidol;

Verificar a genotoxicidade do nerolidol,
Verificar a mutagenicidade do nerolidol;

Avaliar a capacidade antioxidante do nerolidol;
Analisar a atividade antimicrobiana do nerolidol;

Analisar a atividade antibiofilme do nerolidol;

AN N NN Y U N NN

Avaliar os efeitos antiproliferativos do nerolidol frente a cultura do Trypanosoma cruzi.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 CAATINGA

A caatinga é um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro, ocupando, uma
4rea com cerca de 844.453 km?, o que equivale a aproximadamente 70% da regido Nordeste
(Figura 1) e 9,92% do territério nacional, isso significa que grande parte do patriménio
biolégico desse bioma ndo pode ser encontrado em outro lugar do planeta, além disso é
caracterizado por sua heterogeneidade, apresentando um nimero expressivo de taxons raros
e/ou endémicos. Entretanto, dentre os biomas pertencentes ao Brasil, é considerado o mais
desvalorizado e menos explorado botanicamente (IBGE, 2004; BRASIL, 2005; GARIGLIO et
al., 2010; HAUFF, 2010; ANDRADE; DANTAS, 2020).

Quanto a sua distribuicdo na regido Nordeste do Brasil, 0 bioma caatinga abrange 0s
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Maranhdo, Alagoas, Pernambuco, Sergipe e
Bahia. Também apresenta-se em algumas faixas da regido Sudeste que situam-se ao norte do
estado de Minas Gerais. O clima que envolve a regido da caatinga é o tropical semiarido, o
qual é caracterizado por longos periodos de estiagem. Os principais atributos da vegetacdo sao
arvores baixas, troncos tortuosos e presenca de espinhos e folhas que caem no periodo da seca
(PRADO, 2003; TABARELLI et al., 2018).

De acordo com Ganem (2017) a caatinga apresenta uma ampla diversidade de plantas
que vem sendo utilizadas pelo homem na producdo de resina, borrachas, éleos essenciais,
farmacos e cosméticos, dentre as espécies comumente conhecidas destacam-se, castanha de
caju (Anacardium occidentali), fruto do umbuzeiro (Spondias tuberosa), 6leo de oiticica
(Licania rigida), borracha de manicoba (Manihot glaziowvi) e fibra carod (Neoglasiovia
variegata). As plantas da caatinga também sdo bastante utilizadas com finalidade terapéutica,
principalmente, aroeira, joazeiro, morord, catingueira, angico, faveleira e jurema preta para
processos inflamatorios, doencas intestinais e cicatrizacdo de ferimentos (PEREIRA JUNIOR
et al., 2014; ALVES et al., 2019).

As espécies proprias da caatinga possuem em sua cOmposi¢do quimica varias
substancias, tais como, taninos, flavonoides, esteroides e terpenos, nesta perspectiva, 0
namero de estudos acerca das plantas medicinais da regido semiarida do Nordeste do Brasil
tem aumentado de forma progressiva (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; RIBEIRO et al.,
2014).
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Figural. Mapa do Brasil indicando a localiza¢&o do bioma caatinga
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Fonte: IBGE (2004).

3.2 PLANTAS MEDICINAIS

Entende-se por planta medicinal: “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais
Orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semissintéticos”, essas plantas Sd0 comumente utilizadas para prevencdo,
tratamento, e cura de doencas e representam a forma mais antiga de pratica medicinal
realizada pela humanidade (OMS, 1998; BRIZZOLLA et al., 2018). No Brasil, 0 uso de
plantas medicinais iniciou no século XVI com os povos indigenas que empregavam suas
proprias experiéncias para diferenciar as plantas com propriedades terapéuticas daquelas com
efeitos nocivos e em meados do século XX se expandiu e consolidou-se devido a chegada dos
europeus, africanos e holandeses (OMS, 1998; OLIVEIRA; SIMOES; SASSI, 2006;
BRANDAO et al., 2009).

Entre a década de 50 e 70, a industria quimica marginalizou a utilizacdo de plantas
medicinais devido ao incentivo que a quimica organica produziu na medicina alopatica. No
entanto, a partir da década de 80, as plantas medicinais foram revalorizadas como fonte eficaz
de propriedades terapéuticas (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; LAMEIRA;
PINTO, 2008; TEIXEIRA et al., 2014). Nos dias atuais, as plantas medicinais representam

uma relevante alternativa de tratamento e/ou prevencdo de doencas, ndo apenas por sua
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eficacia terapéutica, mas por envolver terapias de origem natural e com menor potencial de
toxicidade (ARNOUS et al., 2005; CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

Segundo informagbes da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento fazem uso de préticas tradicionais nos cuidados
basicos de saude e 85% utilizam plantas medicinais ou preparacfes destas, como recurso
terapéutico (BRASIL, 2006; ROSA; CAMARA; BERIA, 2011). Salienta-se que, 0 uso de
plantas medicinais no Brasil tem crescido ao longo do tempo, devido a vérios fatores como:
elevada diversidade da flora brasileira, eficacia frente ao uso terapéutico e baixo custo a
aquisicdo, o que gera interesse de pesquisadores na busca por novas moléculas bioativas e dos
programas de assisténcia como o Sistema Unico de Salde - SUS (BRUNING; MOSEGUI;
VIANNA, 2012).

Embora, represente a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 espécies
vegetais superiores catalogadas, no Brasil, apenas 8% destas, foram avaliadas para estudos de
compostos bioativos e somente 1.100 tiveram suas propriedades medicinais exploradas
(BRASIL, 2006; CARVALHO, PEREIRA; ARAUJO, 2015). A vista disso, a producéo de
um maior numero de estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos pode proporcionar diversos
avancos para a ciéncia farmacéutica no que se refere a identificacdo de novos farmacos, pois,
a presenca de moléculas bioativas em plantas de interesse medicinal tem sido amplamente
estudada nos ultimos anos, devido a crescente popularidade dos medicamentos fitoterapicos,
aléem disso, podem contribuir para a preservacdo da biodiversidade (ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006).

3.3 MOLECULAS BIOATIVAS: METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo das plantas esta associado a sua fisiologia, e ocorre mediante as
transformacdes das moléculas organicas catalisadas por enzimas, essas modificacdes ocorrem
em ceélulas vivas, suprindo o organismo de energia, e contribuindo para a renovagdo de suas
moléculas, assegurando consequentemente, a continuidade do estado organizado
(MARZZOCO; TORRES, 2007). As reacdes de transformacdo das moléculas organicas
apresentam determinadas direcfes devido a presenca de enzimas especificas, constituindo
dessa forma, as rotas metabdlicas, que sdo estruturadas levando em consideracdo o
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias essenciais da célula, estes
componentes organicos sdo divididos em: metabolitos primarios e secundarios (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).
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Os metabolitos primarios possuem fungdo estrutural, plastica e de armazenamento de
energia, 0S quais sdo essenciais para a biossintese de moléculas de carboidratos, lipideos,
proteinas, enzimas, clorofila, &cidos nucleicos e outras substdncias responsaveis pelo
desenvolvimento e manutencdo das fungBes vitais das células vegetais (CHAMPE;
HARVEY; FERRIER, 2008; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Os metabolitos secundarios (Figura 2) estdo relacionados com a manutencdo e
desenvolvimento das plantas que os sintetizam, incluindo defesa contra patdgenos e
herbivoros, atracdo de polinizadores, permissdo da tolerdncia de temperaturas extremas e

processos de adaptacdo a estresse hidrico ou deficiéncia de nutrientes e minerais do solo

(TAIZ; ZEIGER, 2006).

Figura 2. Compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas e suas principais funcdes
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Fonte: Hartmann (1996).

Geralmente, os metabdlitos secundarios tém uma estrutura complexa e de baixo peso
molecular, além disso, possuem importantes atividades bioldgicas, o que os difere dos
metabolitos primarios. Os metabolitos secundarios despertam um elevado interesse da
comunidade cientifica, devido a sua potencial acdo frente ao desenvolvimento de novos

farmacos e os beneficios que podem conferir a satde humana e ao meio ambiente. Os
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metabdlitos secundarios das plantas podem ser subdivididos em trés grupos quimicamente
diferentes, alcaloides, compostos fendlicos e terpenos (BERG; LUBERT, 2008).

A biossintese desses compostos (Figura 3) da-se da seguinte forma: os alcaloides,
cerca de 12000, sdo sintetizados principalmente a partir de aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do &cido chiquimico, os compostos fendlicos (em
torno de 8000) podem ser sintetizados pela via do acido chiquimico ou via do &cido
mevalbnico e os terpendides, aproximadamente 55000, sdo produzidos através do
metabolismo secundario a partir da via do acido mevaldénico e ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (CROTEAU; KUTCHAN; LEWISET, 2000; KITAOKA et al., 2015).
Particularmente, os terpenos desempenham diversas atividades biol6gicas e sdo componentes
majoritarios de substancias volateis, denominados 6leos essenciais ou esséncias (SIMOES et
al., 2007; V1ZZzOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Figura 3. Principais vias do metabolismo secundario
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Fonte: Adaptado de Felipe e Bicas (2017).
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3.4 OLEOS ESSENCIAIS (OE)

Os Oleos Essenciais (OE) sdo compostos voléteis ou etéreos constituidos por uma
ampla variedade de compostos quimicos provenientes do metabolismo secundério das plantas
que podem variar entre as espécies e partes de um mesmo vegetal. Além de desempenharem
um papel importante na planta como agentes protetores (devido a condigcdes de estresse
bidtico e abiotico) os OE também tém sido referidos com efeitos benéficos para saude
humana (OUSSALAH et al., 2007; MIGUEL, 2010; ZUZARTE et al., 2011).

Quanto aos aspectos, os OE sdo compostos insollveis em agua, mas sollveis em
solventes organicos, sua obtencdo ocorre a partir da extracdo de diferentes partes das plantas
mediante técnicas simples tal como, arraste de vapor. Os constituintes quimicos presentes nos
OE sdo principalmente derivados terpénicos, como 0S monoterpenos e sesquiterpenos
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA- NOVALES, 2012).

3.5 TERPENOS

Os terpenos sdo compostos derivados de unidades de isopreno (formula molecular
CsHg) e constituem a maior classe de produtos naturais obtida majoritariamente dos OE das
plantas, além disso, possuem uma ampla variedade estrutural e funcional. Alguns desses
compostos estdo relacionados aos processos de respiracdo e desenvolvimento celular,
revelando importancia tanto para o metabolismo primario quanto para o secundario
(PHILLIPS et al., 2008).

Os terpenos classificam-se (Tabela 1), de acordo com a quantidade de unidades
isopreno, hemiterpenos (CsHg), monoterpenos (CioHis), sesquiterpenos (CisHos), diterpenos
(C20Ha32), sesterpenos (CasHao), triterpenos (CsoHas), tetraterpenos (CaoHga) € politerpenos com
namero superior a 8 unidades isopreno (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).
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Tabela 1. Classificagdo dos Terpenos

Unidade de isopreno NUmero de atomos de carbono Classificacdo
1 5 Hemiterpeno
2 10 Monoterpeno
3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno
5 25 Sesterpeno
6 30 Triterpeno
8 40 Tetraterpeno
> 8 >40 Politerpeno

Fonte: Adaptado de Filipe e Bicas (2017).

Quanto as classes de terpenos, 0s monoterpenos e sesquiterpenos sdo competentes
abundantes encontrados em OE e a demais classes, sdo constituintes de balsamos, resinas,
ceras e borrachas (ADAMS, 2007). Os monoterpenos abrangem cerca de 90% dos
componentes presentes na esséncia volatil de flores e OE extraidos de plantas medicinais e
ervas aromaticas. Existem mais de 1.000 monoterpenos, e estes por sua vez, oferece uma
grande variedade estrutural, essas substancias possuem estruturas variadas tais como: acidos
carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, esteres, fendis e hidrocarbonetos, cada um possui
caracteristico perfil aromatico e efeito bioquimico (OLIVEIRA; GODOY; COSTA, 2003;
PERES, 2004; BAKALLI et al., 2008; GUIMARAES et al., 2014).

Dentre os monoterpenos comumente conhecidos encontrados nos OE estdo, canfenos,
limoneno, B-pineno, a-terpineol, sabineno, decanal, linalol, citronelol, neral, mirceno, gerania
¢ a-pinene (MARGETTS, 2005; PAVARINI; LOPES, 2016; FELIPE; BICAS, 2017).

De acordo com Bohlmann e colaboradores (1998) existe um namero superior a 7.000
sesquiterpenos conhecidos, muitos destes desempenham acdo de defesa nas plantas e
demonstram uma extensa variedade de propriedades biologicas. Compreendem estruturas de
baixo peso molecular e devido a sua volatilidade proporcionam o aroma caracteristico dos OE
de frutas citricas, ervas especiarias e condimentos (FARKAS; MOHACSI-FARKAS, 2014).

Os sesquiterpenos de interesse cientifico presentes nos OE sdo AR-diidroturmerona,
AR-curcumeno, AR-turmerol, bisabolol, cadinol, orto acetoxi bisabolol, sesquicineol,
valenceno, zingibereno, AR-curcumeno, B-sesquifelandreno, bisaboleno, 6xido cariofileno e
nerolidol (MARGETTS, 2005; PAVARINI; LOPES, 2016; FELIPE; BICAS, 2017).

De forma geral, 0s monoterpenos e sesquiterpenos tém despertado grande interesse por
parte da comunidade cientifica, devido a seu amplo espectro de atividades bioldgicas, tais
como anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral, antidiabética,

antiulcerogénica, anticariogénica, hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitaria, analgésica



28
M, D. F. 2020 Avaliacdo da Seguranca de Uso e Atividades Bioldgicas do Nerolidol

e antioxidante (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995; BEZERRA et al., 2009; MORALES-
YUSTE et al., 2010; COLOMA et al., 2011).

3.6 NEROLIDOL

O nerolidol (C15H260) € um sesquiterpeno aciclico oxigenado, quimicamente definido
como [3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrieno-3-ol]. Este composto é encontrado na natureza
sendo facilmente obtido através de sintese organica sob duas formas isoméricas, cis e trans
(Figura 4), que se diferenciam na isomeria geométrica da dupla ligagdo dos carbonos 6 e 7. E
um constituinte comum de varios OE de plantas tais como: Croton argyrophylloides Muell. Arg.,
Piper aduncum L., Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. e Zornia brasiliensis Vogel (KATTA et
al., 2001; MOURA; MARTINS; SILVA, 2019).

Figura 4. Estrutura quimica do nerolidol: cis (Z) e/ou trans (E), respectivamente
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Fonte: Diniz et al. (2016).

Vale destacar que, a utilizacdo do nerolidol na industria cosmética e sua aprovacao
pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da Ameérica viabilizou o0 uso
do nerolidol como flavorizante de alimentos. Tratando-se de um constituinte encontrado em
varias espécies vegetais, a comunidade cientifica vem explorando cada vez mais as
propriedades medicinais do nerolidol e os potenciais beneficios que podem trazer para a satde
humana e o meio ambiente (LAPCZYNSKI et al., 2008; MCGINTY, LETIZIA; API, 2010;
CHAN et al., 2016).

Estes estudos vém atestando ao nerolidol, uma grande variedade de propriedades
biolbgicas, tais como: antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, antinociceptiva, antitlcera,
anti-inflamatoria, inseticida, neuroprotetora, antineoplasica, leishmanicida, ansiolitica e
(ARRUDA et al, 2005; MARQUES et al., 2010; NOGUEIRA NETO et al., 2013;
YAMANE; WILLIAMS; BARRY, 2013; CHAN et al., 2016). Embora apresente potenciais
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propriedades bioativas, sdo escassas as informagdes sobre a utilizacdo efetiva do nerolidol,

logo, sdo necessarios testes de seguranca que garantam sua aplicabilidade comercial.

3.7 TESTES DE SEGURANCA

A busca por substancias precursoras de novos farmacos tem aumentado o interesse da
industria farmacéutica e das instituicbes de pesquisa por produtos naturais, uma vez que,
inimeras espécies vegetais fornecem diversas moléculas bioativas. Logo, faz-se necessério,
garantir a inocuidade de tais moléculas através da avaliacdo do perfil de seguranca o que
resultara em informagbes adequadas quanto ao uso de extratos vegetais e seus
fitocosntituintes (BEDNARCZUK et al., 2010).

De acordo com o conhecimento empirico a planta e seus componentes, por serem de
origem natural, ndo conferem riscos & saude, o que fortalece ainda mais a necessidade de
conhecimento acerca do modo de utilizagdo, posto que, algumas plantas possuem substancias
potencialmente nocivas. Dentre os exemplos de substancias que causam efeitos tdxicos
destacam-se o apiol, safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidinicos os quais provocam toxidez
para as células do figado (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Efeitos de toxicidade renal sdo ocasionadas por alguns terpenos e saponinas,
substancias comumente presentes em espécies vegetais. Ademais, varias substancias isoladas
de plantas medicinais apresentam atividades citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas,
evidenciando uma relacdo com a incidéncia de tumores (AMES, 1983; MORTELMANS;
ZEIGUER, 2000).

A vista disso, os testes de seguranca sdo importantes para avaliar a toxicidade das
plantas medicinais e de seus fitoconstituintes, 0 que permite com que a populacdo tenha
acesso a uma terapia alternativa segura e de qualidade. Esses testes tém como finalidade,
caracterizar potenciais efeitos toxicos dos constituintes ativos, estimar o grau de perigo e
elucidar o mecanismo de toxicidade induzido pelas espécies vegetais. Os testes de toxicidade
sdo realizados de acordo com protocolos reconhecidos internacionalmente. Vale destacar que,
0s ensaios toxicologicos sdo utilizados como dados complementares para 0S ensaios
biologicos (LAPA et al., 2003). Em geral, os testes de toxicidade considerados mais
relevantes para avaliacdo do perfil de seguranca das plantas e de seus componentes quimicos

sdo os de, citotoxicidade, hemolitico, toxicidade aguda, genotoxicidade e mutagenicidade.
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3.7.1 Citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular tem como finalidade avaliar a
capacidade de uma substancia em provocar efeitos letais ou subletais em sistemas biologicos a
nivel celular. O ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]} é um teste colorimétrico frequentemente utilizado para determinar a viabilidade
celular induzida por algum composto ou toxina no metabolismo celular de carboidratos,
comumente por meio da avaliacdo da atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais
(enzima mitocondrial redutase) e do seu respectivo potencial redox (Figura 5). A viabilidade é
estabelecida pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e solivel em agua) em
cristais de formazan, um sal de coloracdo roxa e insolivel em agua. Esses cristais sdo
extraidos mediante adigdo de um solvente. A variavel resultante da quantidade de cristais
formados é diretamente proporcional ao numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

Esse tipo de ensaio apresenta varias vantagens tais como, rapidez, seguranca e alto
grau de precisdo quando comparado a outros métodos colorimétricos ou outras técnicas como
as radioativas (MOSER, 2011).

Figura 5. Reducdo do MTT por enzimas mitocondriais

MTT - tetrazélio (amarelo)
Cristal de formazan (violeta)

Fonte: Bochnie, Gregorio; Maciel (2016).

3.7.2 Ensaio hemolitico

A hemdlise é caracterizada pela ruptura de eritrécitos com liberacdo de hemoglobina.
A hemoglobina livre no plasma pode provocar sérios danos em alguns 6rgdos vitais como,

figado, rins e coracdo (CARVALHO et al., 2007). Diante dessa perspectiva, a triagem de
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atividades bioldgicas e toxicologicas de compostos de origem vegetal requer e realizagdo do
ensaio hemolitico de espécies vegetais.

As metodologias disponiveis para a avalicdo da atividade hemolitica de espécies
vegetais sdo bastante diversificadas. A OMS recomenda avaliacdo qualitativa através da
analise visual da coloragdo vermelha resultante da liberacdo de hemoglobina (WHO, 1998).
Outra alternativa € a técnica de observacdo de formagdo de halos de hemdlise em placas de
agar sangue (EFING, 2008). A técnica preconizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) fundamenta-se na observacdo da absorbancia (BRASIL, 2003).

3.7.3 Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade oral aguda analisam os efeitos nocivos que acontecem em um
curto periodo de tempo apo6s a administracdo de substancias com elevadas doses (Unica ou
maltipla) durante 24 h, o que consequentemente ird fornecer subsidios acerca dos riscos a
salde ap6s uma exposicéo de curta duragdo (BRITO, 1994; DIPASQUALE; HAYES, 2001).

Esse teste e realizado com o intuito de estimar a Dose Letal Média - DL50 ou
Concentracdo Letal Média - CL50 (AMENI, 2011) da substancia avaliada. Desse modo, 0s
efeitos verificados nos animais sdo associados, a quantidade de produto administrado e a
morte do animal, que é considerada a principal evidéncia de toxicidade.

Os resultados obtidos por meio do teste de toxicidade aguda caracteriza a relacdo dose-
resposta em tecidos e 6rgaos alvo mediante avaliacbes macro e microscopicas, aléem de outros
parametros (bioquimicos e hematologicos). Além disso, esses testes tém a possibilidade de
identificar os agravos relacionados as vias de exposicdo, género e idades dos animais
(CORREA,; BOFF; 2009).

3.7.4 Genotoxicidade e Mutagenicidade

A atividade genotdxica (Figura 6) consiste na sua capacidade de induzir alteracdes do
material genético do organismo exposto a uma determinada substancia. Essas substancias
interagem com o material genético gerando modificacBes oxidativas ou até mesmo lise da
molécula de DNA. Geralmente, o dano é reparado através do proprio organismo enquanto
que, quando a lesdo é fixada, as modificagdes podem inclusive atingir as células filhas durante
0 processo de replicagdo (WHITE; RASMUSSEN, 1998; SASAKI et al. 2000; OBE et al.,
2002; WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008). A genotoxicidade de um
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composto pode ser determinada mediante ensaios que avaliem o dano cromossdomico como
por exemplo a eletroforese em gel (ensaio cometa).

Entretanto, a mutagenicidade (Figura 6) caracteriza-se por modificagdes permanentes
na sequéncia do DNA que podem resultar em alteraces hereditarias nas caracteristicas dos
sistemas vivos (SLOCZYNSKA et al., 2014). A maioria das mutagdes ¢ decorrente de agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos (GAMEIRO, 2005; CALVIELLO et al., 2006). O efeito
mutagénico pode ser verificado por meio de ensaio in vitro ou in vivo. Um dos ensaios de
mutagenicidade mais utilizados é o teste do microntcleo (MN), um bioindicador do efeito
clastogénico (quebra de cromossomos) ou aneugénico (segregacdo cromossdmica anormal) os
quais evidenciam instabilidade gendmica (LINDBERG et al 2007; IARMARCOVAI et al.
2008; THIERENS; VRAL, 2009; MUGHAL et al. 2010; TERRADAS et al. 2010).

Figura 6. Etapas dos eventos de genotoxicidade e mutagenicidade
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l

Alteragoes nas _ - W
( moléculas de DNA ‘—[ Genotoxicidade
Corrigidas pelo

-
mecanismo de defesa

g das células )

[ Reparo inadequando ]
4

s -
Perpetuacao para = Mutagenicidade
células filhas
R

Fonte: Bernardes (2016).

3.7.4.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi proposto inicialmente em 1984 com a finalidade de inferir a
eficiéncia da radioterapia e quimioterapia em células de tumores humanos in vivo, sem a
necessidade de utilizar marcadores radioativos além de empregar um numero reduzido de
células para a realizagdo do ensaio (OSTLING; JOHANSON, 1984).

Este tipo de teste baseia-se na observacao de fragmentos de DNA que migram em um
campo elétrico. Inicialmente, as células sdo homogeinizadas em gel e dispersas em uma
lamina, em seguida, sdo submetidas a uma corrente elétrica que atua como uma forca

contribuindo para a migracdo dos fragmentos livres (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000).
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Apo6s a eletroforese, as células que possuem um nicleo integro sdo definidas como
normais (sem lesdo detectavel no DNA). Enquanto que, as células danificadas apresentam-se
como um tipo de cauda, semelhante a um cometa (composto por fragmentos de DNA). Esses
fragmentos podem possuir diferentes tamanhos, os quais, sédo classificados de acordo com
uma escala visual (Figura 7) que vai de O (sem dano) a 4 (dano méaximo) através de
microscopia (DA SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003; GONGALVES;
CONCEI(;AO; RESGALL-JUNIOR, 2003; COLLINS, 2008; SPIVAK; COX;
HANAWALT, 2009). O ensaio cometa apresenta inumeras vantagens tais como:
simplicidade, rapidez, flexibilidade, baixo custo, utilizacdo de pouco material, confiabilidade
e sensibilidade (TICE et al., 2000; DUSINSKA; COLLINS et al., 2008).

Figura 7. Classificacdo do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0 (sem dano
aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4

(dano maximo).

Fonte: Moura (2020).
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3.7.4.2 Teste de Micronucleo (MN)

O teste do micronucleo (MN) é utilizado para identificar algumas formas de mutacdes
cromossdmicas. Micronucleo (Figura 8) é conhecido como uma reduzida massa nuclear
delimitada por uma membrana e separada do nucleo principal. O MN é constituido no
decorrer do processo de divisdo celular, quando, na etapa de teléfase, o envelope nuclear
reconstitui-se em torno dos cromossomos das células filhas, podendo ser formado por
fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que por serem geralmente
pequenos, permanecem no citoplasma durante a divisdo celular e consequentemente nao séo
incluidos no nacleo principal das células filhas. Em vista disso, a identificacdo de MN
representa perda de cromatina como resultado de dano cromossémico estrutural (SCHMID,
1975; CARRARD et al., 2007; FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

O teste de MN tem sido proposto para estudos de monitoramento ambiental, danos
citogenéticos induzidos por radiacGes, estilo de vida, deficiéncias em nutrientes e doencas,
sobretudo, pela capacidade de identificar fragmentos cromossdmicos acéntricos (efeito
clastogénico) ou cromossomos inteiros (efeito aneugénico) originados de um determinado
agente quimico, fisico ou bioldgico. (SCHMID, 1976; STICH et al., 1998; FENECH, 2000;
RIBEIRO; MARQUES, 2003; PASTOR et al., 2003). Vale destacar que, segundo Garaj-
vrhovac e Zeljezic (2001), o teste de MN tem sido largamente utilizado in vitro, in vivo e in
situ devido a diversas vantagens (simples, eficaz e rapido na deteccdo de danos

cromossdmicos induzidos).

Figura 8. Microscopia de fluorescéncia, eritrécitos micronucleados. eritrécitos normocromaticos
corados em verde; Globulos vermelhos policromaticos corados em vermelho; Eritrécitos

policroméaticos micronucleados apontados pela seta branca.

Fonte: Moura (2020).
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3.8 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.8.1 Antioxidantes

Antioxidantes sdo moléculas tanto de origem natural (originadas principalmente de
plantas na forma de compostos fendlicos, acido ascérbico e carotenoides) quanto sintética,
como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidrotolueno (BHT), amplamente utilizados pela
indastria de alimentos (KITTS, 1994; REDDY et al., 2012). Essas substancias possuem a
capacidade de agir contra os danos normais provocados pelos efeitos do processo fisioldégico
de oxidacédo no tecido animal. O estresse oxidativo acontece quando a produgdo de moléculas
prejudiciais, denominadas radicais livres, encontra-se de forma superior a capacidade
protetora das defesas antioxidantes (FIB, 2015).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam um ou mais elétrons nédo
pareados. A presenca de elétrons ndo pareados modifica a reatividade quimica do a&tomo ou
molécula, tornando-os altamente reativos e instaveis. Geralmente, devido a sua instabilidade,
os radicais livres possuem uma vida curta e reagem rapidamente com Varios compostos e
podem acometer alvos celulares (TIRAPEGUI, 2006).

Os radicais livres sdo produzidos através de processos aerobicos (como a respiragao
celular), processos infeciosos (abrangendo ativacdo fagocitica), durante o exercicio fisico
intenso ou decorrente da acdo de poluentes e toxinas, como fumaca de cigarro, alcool,
radiacdo ultravioleta, agrotdxicos e 0zonio (LOBO et al., 2010).

O aumento dessas moléculas no organismo resulta em alteracdes a nivel molecular que
estdo relacionados com danos das macromoléculas niolégicas (como lipideos, proteinas e
DNA), causando modificacdes em varios tecidos que estdo envolvidos em uma ampla
variedade de processos patoldgicos, tais como: cancer, aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, diabetes e artrite reumatoide (BARBOSA et al., 2010).

Entretanto, o excesso de radicais livres pode ser equilibrado nos seres vivos mediante
varios compostos antioxidantes, os quais podem ser de origem enddgena (como a superoxido
dismutase) ou exogena (dieta alimentar e outras fontes), destas, recebem notoriedade o0s
tocoferdis (vitamina E), &cido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides.
Esses antioxidantes tém a capacidade de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que 0s
mesmos acometam os alvos bioldgicos nas células (SOUSA et al. 2007).

Embora diversas substancias sejam consideradas radicais livres, as de maior interesse

sd0 as espécies reativas ao oxigénio (ERO) que incluem todos os radicais derivados do
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oxigénio. O elemento oxigénio (O) é fundamental para a oxidacdo de compostos organicos e
producdo de energia para o metabolismo celular, contudo, uma quantidade diminuta do
oxigénio consumido (2 a 5%) é reduzido, gerando uma ampla variedade de moléculas
quimicas altamente reativas, ou seja, aa ERRO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
DAMASCENQO et al., 2002; SLESAK et al., 2007).

As ERO em baixos niveis e sob condi¢cdes normais apresentam um papel importante
em seres vivos. Um exemplo de suas funcdes no organismo é na resposta imune frente a
infeccOes. Os fagdcitos (componentes celulares da imunidade) geralmente tém um mecanismo
de defesa capaz de englobar e digerir corpos estranhos, neste processo ocorre um elevado
consumo de oxigénio, conhecido como queima ou explosdo respiratoria. Todavia, devido a
sua elevada reatividade, o acimulo de ERO além das necessidades imediatas da célula pode
afetar a estrutura celular e a integridade funcional, ao causar a degradacdo oxidativa de
moléculas criticas, tais como o0 DNA, proteinas e lipidios (CUI et al., 2004).

3.8.2 Antimicrobianos

A utilizacdo de antimicrobianos obtidos a partir de produtos naturais, como 0s extratos
vegetais tem sido considerada uma alternativa promissora para a reducdo ou eliminacao
microrganismos patogénicos, resultando em um aumento significativo da busca por esses
novos recursos terapéuticos (BURT, 2004; SILVA et al.,, 2010). Além disso, devido ao
aumento de cepas bacterianas resistentes, ha um aumento consideravel de estudos sobre a
atividade antibacteriana de extrato de plantas (ELOFF, 1998). Dimitrova et al. (2017) por
exemplo, avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos vegetais frente a isolados de
Staphylococcus spp. e evidenciaram que extratos metandlicos e fracdes de plantas
apresentaram inibicdo ou inativacdo do microrganismo avaliado.

A estrutura quimica de antibidticos vegetais se diferencia daquelas derivadas de
microrganismos, podendo regular o metabolismo intermediario de patégenos, ativando ou
blogueando reaces e sintese enzimatica ou até mesmo modificando a estrutura de membranas
(MICHELIN et al., 2005). As plantas tem a capacidade de produzir diferentes substancias
toxicas em grandes quantidades, possivelmente para sua prépria defesa contra virus, bactérias,
fungos e animais predadores. Muitas dessas substancias sdo responsaveis pelas propriedades
medicinais e aromaticas que conferem o que, desperta o interesse da comunidade cientifica,

industria farmacéutica e de alimentos (LAPA et al., 2002).
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Esses compostos sdo produzidos por meio do metabolismo secundario das plantas, e
possui uma constituicdo quimica diversificada. Tendo em vista, 0s compostos com potencial
atividade antimicrobiana pode-se mencionar: terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e saponinas), compostos fendlicos (fendis simples, taninos, dibenzofuranos e
flavonoides), compostos nitrogenados (alcaloides, polipeptideos ciclicos, glicosideos),
cumarina e canfora (SIMOES et al., 2003; RESCHKE, MARQUES; MAYWORM, 2007).

O possivel mecanismo responsavel pela acdo antimicrobiana dos principios ativos
extraidos das plantas est4 associado a fatores envolvidos com o metabolismo intermediério da
bactéria como: bloqueio de reacBes quimicas, acdo direta sobre a atividade enzimética ou
alteracdes nas estruturas de membrana (SINGH; SHUKLA, 1984; COWAN, 1999; BURT,
2004). A tecnica comumente utilizada para a identificacdo da atividade antimicrobiana das
plantas e seus fitoconstituintes frente a bactérias € a diluigéo (SILVEIRA et al., 2009).

O método de diluicdo in vitro identifica potenciais atividades antimicrobianas de
compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico (SARTORI, 2005). O ensaio
para a determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), ou Minimum Inibitory
Concentration (MIC) é obtido por meio da macro ou microdiluicdo de compostos que se
baseia na preparacdo de sucessivas diluicdes do antimicrobiano a ser testado, em meios de
cultura sélidos ou liquidos (PFALLER; BARRY, 1994; BAKER; TENOVER, 1996;
DUARTE et al., 2005; CLSI, 2003; CLSI, 2019).

A CIM corresponde a mais baixa concentra¢do de um agente antimicrobiano que evita
0 crescimento visivel de um microrganismo (CLSI, 2019). As vantagens desse método €
proporcionar um maior numero de informagdes e poder ser aplicado a uma ampla variedade
de isolados (KONEMAN et al., 2001).

Vale ressaltar que, o agente antimicrobiano requer algumas propriedades
principalmente a toxicidade seletiva, quer dizer, o farmaco deve ser ativo ao microrganismo e
ndo ao hospedeiro, dessa forma, as doses administradas devem gerar tolerancia ao hospedeiro
e a0 mesmo tempo serem capazes de acometer o organismo alvo (JAWETZ; MELNICK;
ADALBERG, 1998; BLACK, 2002). Além disso, os antimicrobianos devem atuar sobre as
bactérias susceptiveis afetando seu crescimento e reproducdo (FERREIRA, 2007).

As bactérias podem desenvolver mecanismos de resisténcia frente a antimicrobianos,
gue podem tanto intrinseca (natural) como extrinseca (adquirida). A resisténcia intrinseca €
aquela que constitui as caracteristicas naturais e fenotipicas do microrganismo, ou seja, faz
parte da heranca genética do microrganismo. Enquanto que a resisténcia extrinseca ocorre

quando ha o surgimento de resisténcia em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a
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droga em questdo. E conhecida como uma "nova" caracteristica revelada pela espécie
bacteriana, caracteristica essa ausente nas células genitoras. Essa nova propriedade é
proveniente de mudancas estruturais e/ou bioquimicas da célula bacteriana, produzida por
alteracbes genéticas cromossdmicas ou extra cromossdmica (plasmideos). Em vista disso,
estudos que visam avaliar o potencial antimicrobiano de recursos naturais como novos
agentes terapéuticos devem ser ampliados com a finalidade de propor novas alternativas de
antibiéticos que podem ser eficazes contra bactérias resistentes (COUTINHO et al., 2003/
2004; TENFEN, 2019; REMPEL et al., 2019).

3.8.3 Antibiofilme

Uma das estratégias desenvolvidas pelos microrganismos para sua sobrevivéncia em
ambientes com condigdes adversas é a formacdo de biofilme (TRACHOO, 2003). Biofilme
microbiano consiste em uma agregacdo de celulas bacterianas, fixadas as superficies, bioticas
ou abioticas, inclusas em uma complexa matriz extracelular de substancias poliméricas
(LUCCHESI, 2006), podendo causar uma alteracdo fenotipica das células planctonicas (vida
livre) para a forma séssil. Células que crescem em biofilme demonstram caracteristicas
distintas das células plancténicas, uma destas € o aumento da resisténcia a agentes
antimicrobianos e biocidas (RAMOS; ALONSO, 2011; SILVA TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013).

Essa resisténcia é, em parte, conferida a matriz polimérica, a qual possivelmente
funciona como uma barreira protetora contra fatores agressivos externos, como 0s biocidas
(PEREIRA, 2001). A elevada resisténcia de biofilmes bacterianos pode ser elucidada devido
a, difusdo limitada de agentes antimicrobianos através da matriz do biofilme, interacbes de
agentes antimicrobianos com a matriz (células e polimeros), resisténcia mediada por enzimas,
adaptacdo genética, niveis de atividade metabolica no interior do biofilme e outros fatores
inter-relacionados (CAIXETA, 2008).

A formacdo do biofilme ocorre quando células planctdnicas (células de vida livre) sdo
ativadas por alteragdes na expressdo génica (sistema “quorum sensing”) e tornam-Se
geralmente capazes de se fixar a qualquer superficie. As bactérias aderidas proliferam-se e
encapsulam as col6nias com uma matriz de substancia extracelular polimérica (EPS). Entre
essas células, ha a formacdo de canais que facilitam a difusdo dos nutrientes na matriz. A
proximidade dessas células contribui com a troca de sinais moleculares que regulam o

comportamento, a estrutura e a dinamica dessa comunidade séssil microbiana. Além disso,
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existem gradientes quimicos que produzem microambientes para diferentes espécies
microbianas ou niveis de atividade. Vale destacar que, em determinadas condigdes, como falta
de nutrientes ou uso de biocidas, ocorre a cisdo de um agregado celular ou a migracdo de
células planctonicas, a fim de colonizar outros ambientes (HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004). Uma vez que, o biofilme confere maior protecdo aos
microrganismos, a utilizacdo de antimicrobianos se torna menos eficiente, gerando uma
pressao seletiva que pode causar no desenvolvimento de resisténcia a esses farmacos
(TENOVER, 2006).

InfeccBes resistentes a antibidticos aumentam o tempo de permanéncia hospitalar e o
nimero de mortes quando comparadas com infeccGes susceptiveis a antibidticos. Dessa
maneira, é de consideravel importancia tanto no ambito sanitario quanto econdmico a
identificacdo de moléculas capazes de inibir a formacdo ou desagregar biofilmes ja formados,
visto que, reduz de forma expressiva o potencial de viruléncia dos microrganismos
patogénicos (DONELLI et al., 2007; HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA, 2013).

3.8.4 Atividade antiparasitaria frente a Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, é 0 agente etiologico da doenca de Chagas, considerado um dos
patogenos infecciosos mais graves para seres humanos. Quanto a incidéncia a nivel mundial,
esta doenca acometeu cerca de 10 milhdes de pessoas, principalmente na América Latina, e
aproximadamente 100 milhdes de individuos apresentam risco de contrai-la. Atualmente, o
Unico tratamento disponivel para esta doenca € através dos medicamentos nifurtimox e
benznidazol (BZN), os quais possuem elevado potencial de toxicidade. Embora esses
medicamentos sejam eficazes contra infec¢bes agudas, sua eficacia na fase crénica da doenca
ainda permanece controversa e ndo ha consenso sobre o alcance da cura parasitolégica com
esta intervencdo terapéutica (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2019; KAWAGUCHI et al.,
2019).

Nessa perspectiva, faz-se necessario o desenvolvimento de novos medicamentos
eficazes, com baixo custo e reduzido potencial de toxicidade para o tratamento da doenca de
Chagas. Um dos enfoques dos estudos em relacdo a doenca de Chagas tem sido o
desenvolvimento de medidas eficazes para seu controle (BONNEY, 2014). Uma dessas
medidas é a busca por novos farmacos para o tratamento da doenca, que tem evoluido
significativamente nos ultimos anos (BUCKNER; NAVABI, 2010).
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Vérias substancias isoladas de plantas tém sido avaliadas como promissores agentes
anti-T. cruzi, inclusive moléculas naturais de diversas classes, tais como, quinonas,
flavonoides e terpenos. Neste sentido, as plantas tém se revelado como uma importante fonte
de substancias com atividade contra as formas amastigota, epimastigota e tripomastigota do T.
cruzi, e se apresentam como uma das alternativas vidveis na prevencdo e tratamento da
doenca de Chagas (GUIMARAES; FARIA, 2007).

Embora a literatura possua uma ampla lista de estudos envolvendo moléculas naturais
e sintéticas com potencial atividade tripanocida, a existéncia de um farmaco aprovado em
todos os testes clinicos necessarios para sua efetivacdo ainda ndo é uma realidade (SOEIRO et
al., 2009). Uma das limitacBes para avaliar a de eficicia produtos naturais e seus constituintes
é o fato destes compostos serem, geralmente, metab6litos secundarios de baixo rendimento, o
que dificulta o processo de isolamento e purificacdo (PINTO et al., 2002; BADKE, 2019).
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Abstract

Nerolidol is a sesquiterpene of natural origin that is present in the essential oils of various
medicinal plants from Northeastern Brazil and has been used in the cosmetic and food
industries. Because nerolidol is commonly used in many products, research has been
conducted to explore the medicinal properties of this phytoconstituent and further promote its
potential benefits to human health. Therefore, the objective of this study was to evaluate
nerolidol for its cytotoxicity profile, hemolytic activity, acute toxicity, mutagenicity, and
genotoxicity. Therefore, cell viability was assayed using the MTT method. Hemolytic activity,
acute oral toxicity, genotoxicity, and mutagenicity assays were also performed. Evaluation of
cytotoxic effects showed that nerolidol was nontoxic to S-180 (cells as a malignant,
heterogeneous strain of mouse tumor cells of mesodermal origin), J774A.1 (macrophages),
and HEK (renal embryonic cells) cells at a concentration of 100 pg/mL. The hemolytic
activity of nerolidol was confirmed at all concentrations analyzed (0.03, 0.07, 0.15, 0.31, 0.62,
1.25, 2.5, 5 and 10 mg/mL). As for the acute toxicity test, no clinical signs of toxicity were
found in animals treated with nerolidol at a dose of 2,000 mg/kg. Also, nerolidol was not
considered mutagenic or genotoxic under the highest concentration tested (2,000 mg/kg).
Therefore, it can be inferred that nerolidol is a promising compound for therapeutic

applications since the results indicate there is a relative safety margin for its use.

Keywords: essential oils, food additive, safety tests, phytoconstituent, nerolidol.

1. Introduction

For thousands of years, medicinal plants have been used as a therapeutic resource. The
use of these herbs persists to the present day mainly due to cultural factors (Santana et al.,
2018). Plants represent an important source of bioactive compounds, being used by the world
population in natura as well as in the production of herbal medicines (Horn and Vargas, 2008;
Brazil, 2015).
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Nevertheless, most individuals use the plants empirically, that is, without the
legitimate assurance of therapeutic efficiency and potential adverse effects (Badke et al.,
2016; de Jesus et al., 2019). Given this, the scientific community has intensified studies based
on the characterization, safety testing, and biological activities of medicinal plants and their
phytoconstituents.

Various naturally occurring compounds of plant origin have been investigated for their
promising biological potential, including nerolidol, a major constituent of essential oils from
various plants such as Baccharis dracunculifolia DC, Pothomorphe umbellata (L.) Miquel,
Piper claussenianum, and Melaleuca leucadendron L. (Gelinski et al., 2007; Mattana et al.,
2010; Marques et al., 2011; Padalia et al., 2015).

Considered the most abundant acyclic sesquiterpene in nature, nerolidol has several
bioactive properties, including leishmanicidal and larvicidal activities, and acts as a
potentiator for the permeation of transdermal, antiulcer, and anti-inflammatory drugs (Arruda
et al., 2005 and Nogueira Neto et al., 2013).

It is noteworthy that at the regional level, nerolidol is a component of the essential oil
of different medicinal plants from Northeastern Brazil, which is used in folk medicine,
cosmetics, and in the food industry (Nogueira neto et al., 2012). Thus, nerolidol can promote
important benefits for human health and the environment. Therefore, this study aimed to
evaluate cytotoxicity, hemolytic activity, acute toxicity, mutagenicity, and genotoxicity to

ensure the use of this phytoconstituent.
2 Materials and methods
2.1 Compound

Kosher commercial nerolidol (CAS n° 7212-44-4), consisting of cis- and trans-isomers
with > 97.0% purity, with a molecular weight 222.372 g/mol and density 0.8700 g/mL, was
purchased from Sigma-Aldrich® (Catalogue n® W277207, St. Louis, USA).

2.2 Cells and culture conditions

Renal embryonic (HEK-293), macrophages (J774.A1), and murine sarcoma 180 cells
(S-180) were used. Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
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supplemented with fetal bovine serum (10%) and penicillin-streptomycin (1%) at 37 °C and

5% CO,. The ascitic form of S-180 cells from mice peritoneum were harvested for the assays.

2.3 Cytotoxicity Assay

The MTT assay was used to determine the cell viability following nerolidol treatment
(Mosmann, 1983). Cells were plated into 96-well plates at a density of 1 x 10° to 1 x 10°
cells/mL and incubated for 24 h. Then, the cells were exposed to nerolidol (12.5, 25, 50, and
100 pg/mL) for up to 24 h and 48 h. Nerolidol was solubilized in PBS and DMSO (10%).
After this period, 25 pl of MTT solution (5 mg/mL) was added to each well, and the plates
were incubated for 3 h. Then, the supernatant was removed and 200 pL. of DMSO was added.
The absorbance at 630 nm was measured using a EIx808 microplate reader (Biotek®, USA).

2.4 Hemolytic Activity

The nerolidol blood compatibility test was performed according to Rajendran et al.
(2017). Shortly, 2 mL of mouse whole blood was added to 4 mL of PBS and centrifuged at
5000 rpm for 5 min to isolate red blood cells (RBCs). RBCs were washed twice with 10 mL
PBS and resuspended with 20 mL PBS. From the final suspension, 0.4 mL was diluted in 1.6
mL of nerolidol at final concentrations of 19-1250 pg/mL. In the negative control group, RBC
were resuspended in PBS, while in the positive control, 1% Triton™ X-100 was used. The
tubes were kept at 37° C for 1 h and centrifuged for 5 minutes at 12,000 rpm at 20° C. The
absorbance was measured at 540 nm. The hemolytic activity (%) was expressed using the

formula: (Abs test - Abs negative)/(Abs positive - Abs negative) x 100.
2.5 Animals

Male Swiss albino (Swiss albino) mice, approximately eight weeks old, weighing
between 30 and 50 g, from the Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) of the
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) were used. During the experiment, the animals
were acclimatized in polypropylene boxes under appropriate conditions (five mice per box) in
an air-conditioned room with a temperature of 22° + 2°, relative humidity of 50 + 5%, and a

12-hour light/dark cycle. The animals received drinking water and food ad libitum. All
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experimental procedures were performed in accordance with national animal experimentation
legislation and approved by the Animal Research Ethics Committee of the Federal University
of Pernambuco (process N°. 0001/2018).

2.6 Acute Toxicity

The acute oral toxicity of nerolidol was assessed according to OECD Guideline 423
(OECD 2001). Three animals per group were used. One group was orally administered 2,000
mg/kg of nerolidol diluted in PBS and 10% DMSO, while the other group received the
dilution vehicle (PBS and 10% DMSO). The animals were fasted with water and food for 3 h
prior to the administration of the treatments. Soon after the administration of the treatments,
food access was suspended for another 1h. Animals were observed during the first hour after
treatment administration and every 24h for 14 consecutive days. During this period, the
parameters of food intake, water intake, and animal weight were evaluated. Subsequently, the
animals were anesthetized, and blood was collected by cardiac puncture. The blood was
transferred to two types of tubes, one with anticoagulant to determine hematological
parameters, and the other without anticoagulant to obtain serum for the evaluation of
biochemical parameters. Next, the animals were euthanized, and the organs were harvested,

weighted, and processed for histopathological analysis.

2.6.1 Histopathological Analysis

The livers, kidneys, and spleens of the mice were cutted into small fragments and
fixed in buffered formaldehyde (10% v/v) for 48h. The fragments were dehydrated in ethanol
in increasing concentrations, diaphanized in xylene, and impregnated and embedded in
paraffin. The blocks were cut into 4 um slides, which were kept at 60°C for 24h and stained
with hematoxylin-eosin (HE). The photomicrographs were captured using a digital camera
(Moticam 3000) coupled to the optical microscope (Nikon E-200), under fixed focus and field
clarity, capturing 20 fields per slide at 200X magpnification for spleen, and 400X for liver and
kidneys. The photomicrographs were analyzed using ImageJ software version 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
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2.7 Genotoxicity and mutagenicity

The mice were subdivided into three groups (n=5). The test group received a 2,000
mg/kg dose of nerolidol. The negative control group was administered the vehicle solution
(10% DMSO and PBS) by gavage, and the positive control group received the mutagenic
cyclophosphamide agent (25 mg/kg) intraperitoneally (Oliveira et al., 2016). The animals
were anesthetized, and peripheral blood samples from each animal were collected 48 h after
treatment for the micronucleus test and the comet assay (Collins et al., 2008). The
experiments were performed in duplicate. Soon after blood collection, the animals were
euthanized by cervical dislocation following the parameters of the Animal Use Ethics
Committee, Federal University of Pernambuco (CEUA/UFPE).

2.7.1 Micronucleus Test (MNT)

The micronucleus test was performed according to the protocol of Hayashi et al.
(1994), in which 5 uL of blood was dispensed into the center of a glass slide prepared with
acridine orange. Four slides were prepared from each animal. With the aid of the Zeiss-imager
M2 fluorescence microscope and Alexa-flour-488 nm filter, 2000 polychromatic erythrocytes

were analyzed for the presence of micronuclei (OECD, 2016).

2.7.2 Comet Test

The comet assay was performed, according to Rocha et al. (2019). A 15 uL blood
sample collected from each animal was homogenized with 100 uL Eppendorf low-melting
agarose. Subsequently, the mixture was added to a slide previously coated with standard
agarose. Subsequently, the slides were immersed in a lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10) for 1 h. After lysis, slides were
incubated for 20 min in buffer solution (1 M NaOH and 200 mM EDTA, pH 13) and
electrophoresed for 20 min. Thereafter, the slides were neutralized (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5)
for 15 min and dehydrated in absolute alcohol for 5 min. Ethidium bromide (20 pL in 950 pL
distilled water) was used for staining, and analyses were performed under a Zeiss-imager M2
fluorescence microscope with the Alexa fluor-546 nm filter. Two slides were prepared for
each animal, and 100 nucleoids (per animal) were analyzed to simultaneously observe the

relationship between tail length and comet head size (Collins et al., 2008; Coelho et al., 2018).
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The analyzed nucleoids were visually classified into one of the following classes: 0
(undamaged), 1 (with little apparent damage), 2 (average damage), 3 (medium damage with a
longer tail), and 4 (maximum damage). Thus, the values obtained for each individual ranged
from 0 (no damage: 100 cells x 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells x 4) and were
considered to define the damage index (DI) for each animal. The damage frequency (DF) was
also calculated as the percentage of all nuclei with some damage (class 1 to class 4) in relation
to the total number of quantified nuclei from class 0 to class 4 (total number) (Collins et al.,
2008).

2.8 Statistical Analysis

The results of the cytotoxic analysis are presented as mean + SD (p < 0.05) and
subjected to ANOVA followed by the Bonferroni test. For the histomorphometric analysis,
the normality test was performed using the Smirnov-Kolmogorov program, and the non-
normal distribution of the data was verified. Based on this, a nonparametric test (Mann-
Whitney U) was used. In addition, SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Sciences) was
used, and data were expressed as the mean = SD, P <0.05, comparing them with the control.
Regarding genotoxic analysis, the Kruskal-Wallis test was used, which was calculated using
the software -R. In both tests, p <0.05 were considered statistically significant. The other
results were expressed as the mean + SD, p <0.05, and analyzed by ANOVA follow by

Dunnett’s test, using GraphPad Prisma 5.0 software.

3. Results and Discussion

3.1 Cytotoxicity Assays

The evaluation of cytotoxic effects showed that nerolidol was nontoxic to S-180 cells

(Sarcoma-180), with cell viability averaging 58.06% + 6.28% at 100 pg/mL, both within 24 h.

For the other concentrations and time intervals, cell viability averaged above 70% (Figure 1).
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Figure 1. Cell viability of nerolidol in S-180, HEK 293 and J774.A1, within 24 h and 48 h. Statistical
differences from control values were determined by ANOVA, followed by the Bonferroni test. * p>

0.05 vs. Control. Each value represents the mean + SD of three independent experiments.

Tatman and Mo (2002) reported that cis-nerolidol suppressed cell proliferation in two
cell models, B16F10 (a melanoma cell line) and HL-60 (acute promyelocytic leukemia cells),
with 1C50 values of less than 14.45 pg/mL.

Another study revealed that nerolidol at the lowest concentration tested (2.22 pg/mL)
significantly reduced the cellular viability of HepG2 (human hepatocarcinoma). Also, it was
observed that nerolidol reduced mitochondrial membrane potential and phosphorylation
activity through ATPase inhibition. Both are essential for cell cycle progression, which, if
inhibited by nerolidol, reduces cell proliferation (Ferreira et al., 2012).

Vinholes et al. (2014), when assessing the cytotoxicity of cis-nerolidol at 222.37
pg/mL against lineage, Caco-2 (heterogeneous human colorectal epithelial adenocarcinoma

cells), verified via the cell MTT assay at different time intervals, 0.5, 6, 24, and 48 h that cis-
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nerolidol did not influence cell viability up to the 24 h interval. However, after 48 h of
exposure (chronic effect) generated a considerable decrease in cell viability.

However, for HEK cells, nerolidol showed cell viability above 90% at the
concentrations used (12.5, 25, 50, and 100 pg/mL) when treated for 24 or 48 h. In the cell
viability assay of the J774A.1 strain, the data obtained showed cell viability above 70% at all

concentrations over the 24 h and 48 h time intervals (Figurel).

In assessing the cytotoxicity profile of nerolidol in peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) cultures, Baldissera et al. (2016) found that this terpene did not exert a toxic effect
on treated cells after 24, 48, or 72 h post-incubation in concentrations of 0.5, 1.0, and 2.0%.

Alonso et al. (2019), when evaluating the cell viability of nerolidol based on the MTT
test, showed that the 125 pM compound reduced cell viability (by 50%) of J774.A1 strains.

3.2 Hemolytic activity

The results showed that nerolidol is hemolytic at all concentrations analyzed (Figure
2), with 7.56% hemolysis at the lowest concentration (0.01 mg/mL), and a hemolytic grade
above 40% at the other concentrations (19, 39, 78, 156, 312, 625, 1250 pg/mL). According to
the American Society for Testing and Materials (ASTM), a drug or substance is hemolytic
when the degree of hemolysis is >5%. ASTM also states that the interaction of hemolytic
material with blood can lead to loss of or damage to RBCs and increase plasma free
hemoglobin levels, both of which can trigger further toxic effects to eventually generate stress
in kidneys or other organs. The destruction of RBCs in vivo can trigger anemia, jaundice, and
other pathological conditions. Therefore, the hemolytic potential of all drugs administered

requires evaluation (Dobrovolskaia et al., 2008).
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Figure 2. The hemolytic degree of nerolidol. Each value represents the mean + SD of three

independent experiments.

Corroborating the present study, Mendanha et al. (2013) reported that nerolidol caused
50% hemolysis at low concentrations (511.45 pg/mL) and induced an increase in erythrocyte
membrane fluidity by 2.5 x 10° molecules/cell. Alonso et al. (2019) also showed that
nerolidol at 533.69 pg/mL caused 50% hemolysis. Thus, we can infer the hemolytic effect of
nerolidol on erythrocytes.

3.3 Acute Toxicity and Histomorphometric Analysis

Evaluation of oral toxicity in mice exposed to nerolidol makes it possible to
investigate the systemic toxicity of the tested compound. Acute toxicity testing revealed no
clinical signs of toxicity in animals treated at the 2,000 mg/kg dose of nerolidol, and no death
was reported. There were no significant differences in the water or food intake between the
control and treated groups, and there were no significant increases or reductions in weights p
< 0.05 (Table 1) of treated animals (Bonomini et al., 2017).
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Table 1. Mean values obtained in water consumption, feed intake, and weight gain, evaluated for 14
days in male mouse control groups and mice treated with nerolidol.

Control Nerolidol
Parameters

(DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)
Food consumed (Q) 21.78 +4.63 22.98+ 4.56
Water consumed (mL) 33.93+3.84 35.93+ 4.32
A Weight (g) 1.77+1.25 1.70+ 1.20

Results are expressed as the mean + SD (three animals per group). Statistical differences were determined by
ANOVA with post hoc Tukey test. There were no statistical differences (p > 0.05).

Biochemical and hematological studies were performed to analyze the influence of
treatment on the induction of toxicity in blood cells. Some of the biochemical parameters
evaluated demonstrated statistically significant differences between the 2,000 mg/kg body
weight-treated groups and the control group (Table 2).

The data obtained showed a decrease in AST (TGO) levels and an increase in ALT
(TGP) in the treated group. These findings may be associated with possible liver damage
caused by nerolidol when administered in high concentrations in the body.

In some situations, some compounds may cause liver or kidney damage. In these
cases, the analysis of biochemical parameters makes it possible to determine the injury as well
as its severity. The enzyme aspartate aminotransferase, AST (TGO) is found in high
concentrations in the cytoplasm and mitochondria of the liver, skeletal and cardiac muscles,
kidneys, pancreas, and erythrocytes (RBCs). When one of these tissues is damaged, AST is
released into the blood. Alanine aminotransferase (ALT; also termed TGP), is found in high
concentrations only in the liver cytoplasm, and high levels of this enzyme may indicate liver
damage (Bertolami, 2005; Barbosa et al., 2010).

Furthermore, according to these findings, decreased glycemia was observed in the
nerolidol-treated mice. This decrease may indicate a possible hypoglycemic effect of
nerolidol. Although poorly elucidated, it is suggested that the mechanism of action of
terpenoids involves the stimulation of B-pancreatic cells with subsequent insulin secretion
(Ojewole, 2002).
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Table 2. Blood biochemical parameters of mice orally administered nerolidol for 14 days.

Control Nerolidol
Parameters (DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)
glucose (mg/dL) 116.27+5.90 86.63+10.74*
ALT-TGP U/L 47.62+6.75 67.96+5.27*
AST-TGO U/L 98.35+1.47 78.13+4.26*
total protein (g/dL) 4.73+0.30 4.97+0.47
albumin (g/L) 3.07+0.21 3.10+0.12
cholesterol (g/dL) 123.26+13.10 131.35+2.06
triglycerides (mg/dL) 135.14+4.13 148.08+3.39
uric acid (mg/dL) 5.67+0.32 5.09+0.35

* Significantly different from control (p <0.05).

The analysis of hematological parameters showed significant changes in the number of
platelets and lymphocytes (Table 3). Although the hematological analysis showed significant
alterations, such results showed no physiological changes, since there was no impairment of

the general health of the animals, thus indicating low toxicity for the compound.

Table 3. Blood hematological parameters of mice treated orally with nerolidol for 14 days.

Parameters Control Nerolidol
(DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)
erythrocytes (10%/mm?°) 7.56 +0.69 6.43+0.98
hematocrit (HCT) (%) 40.44 +£1.28 37.83+1.98
hemoglobin (g/dL™) 10.53 +0.14 12.86+1.01
MCV (fL) 53.33 £3.21 65.15+5.22*
MCH (pg) 13.33+1.17 19.43+2.50
MCHC (g/dL) 25.26 £ 0.62 32.76+4.22
leukocytes (10%/mma3) 2.04 +0.38 3.25+0.81
lymphocytes (%) 75.77 £5.42 91.93+3.75*
platelets (10¥mm®) 727.93 +6.81 885.30+6.09*
RDW 27.15+3.54 31.73+5.49

MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin
concentration; RDW: red cells distribution width. Data are expressed as the mean + standard deviation.

Statistically significant differences by t-test *p <0.05 of the control.

The macroscopic analysis did not show significant changes in vital organs, since no
signs of ischemia, bleeding, fibrosis or degenerative proliferation were detected in the treated
mice. Regarding organ weight, a significant increase in stomach weight was observed
compared with the control group. In addition, nerolidol also induced a change in the relative
size of the right kidney (Table 4).
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Table 4. Relative organ mass after euthanasia of nerolidol-treated mice

Control Nerolidol
Parameters (DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)
Lungs (9) 0.124+0.07 0.116+0.05
Heart () 0.205+0.01 0.199+0.01
Stomach (g) 0.303+0.05 0.392+0.06
Liver (g) 2.198+0.20 2.025+0.16
Spleen (g) 0.150+0.01 0.154+0.01
Kidneys () 0.295+0.01 0.263+0.01

Data are expressed as the mean + SD. (n = three animals in each group). Statistically significant differences are

indicated by t-tests *p <0.05 vs. control.

The liver, kidney, and spleen histomorphometric analyses (Figure 3) of mice exposed
to nerolidol were evaluated. The data obtained (Table 5) demonstrated a significant increase
in the total number of hepatocytes and Kupffer cells in nerolidol-treated animals compared
with the control group. This abnormal liver cell proliferation is possibly due to liver tissue
regeneration to overcome adverse conditions (De Jesus, Waitzberg and Campos, 2000; Fausto
et al., 2006).

The liver is considered an organ that has high sensitivity to lesions by xenobiotics or
any substance that is not produced by the body, because it performs several vital functions,
including the biotransformation of toxic substances to minimize possible damage to the body
(Guillouzo and Guguen-Guillouzo, 2008; Perandin et al., 2015). According to De Aguiar
Wiederkehr (2017), Increased Kupffer cell numbers may indicate inflammatory processes and
tissue damage, as these cells play an essential role in phagocytosis of foreign particles and act
to maintain liver function under physiological and pathological conditions.

Regarding the corpuscular and glomerular area of the kidneys of mice exposed to
nerolidol, no morphological alterations in the evaluated organs were observed, although the
kidney is sensitive to toxicity caused by foreign substances (Moraes and Colicigno, 2007).

No changes in the area of the red and white pulp of the splenic tissue were identified.
However, there was a decrease in stroma. The spleen is considered a secondary lymphoid
organ that acts both on the interaction between cells composed of antigens and T and B
lymphocytes, and on the elimination of antigens from lymphatic vessels and the blood.
Besides causing changes in some organs, several chemicals, when misused, can also influence
the immune system, so it is of fundamental importance to evaluate their effects not only in
detoxifying but also on the immune system (Torres et al. 2000; Christopher 2003; Aguiar et
al. 2008).
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Table 5. Histomorphometric analysis of the livers, kidneys, and spleens of mice exposed to

nerolidol.
Liver (N° of cells/ um®) Kidney (areas/um?) Spleen (areas/%)
Groups Hepatocyte  Kupffer cell Corpuscle Glomerulus o Red pulp White pulp
(%) (%) (un) () stroma (%) () (%)
Control 26.32+6.37  21.58+8.70 3137.6+900.2  2711.7£1076.9 3.19+2.41 56.83+9.45  39.9849.3
Nerolidol 32.05+8.28* 27.15+8.96* 3359.2+1236.1 2534.94884.2  2.27+1.76* 53.96+12.49 43.76+12.9

Statistically significant differences by the Mann-Whitney test at 5%; p <0.05 compared to the negative control.
Data are expressed as the mean + SD of n = three animals per group.

Negative control

Nerolidol (2000 mg/kg)

Figure 3. Photomicrographs of different tissues submitted to acute toxicity studies. A (control) and B
(treated) — Note an increase in the number of hepatocytes in the liver of animals treated with nerolidol;
Hepatocyte (arrow). C (Control) and D (Treated) — have no visible changes compared with the control
group. Glomerulus (asterisk). E (Control) and F (Treated) — have no visible changes compared with
the control group, RP (Red Pulp), WP (white pulp). Hematoxylin and eosin staining was used for the
visualization of immages. The spleen images were taken under 10X and the others with 400X

magnification.

In assessing the acute toxicity of nerolidol, Nogueira Neto et al. (2012) utilized
concentrations from 1,000 to 5,000 mg/kg of the compound and reported that the
hematological and biochemical analyses showed no significant changes. Nerolidol did not

significantly change the body masses of treated animals, nor produced changes in water
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consumption, or feeding and excreta production. In addition, there were no macroscopic
morphological changes in the major organs (liver, spleen, and kidneys). Therefore, these
findings suggest that nerolidol has a high LD50 value and is moderately toxic, corroborating
the findings of the present study. Notably, despite the impossibility of calculating the single
dose responsible for causing death in 50% of nerolidol-treated animals (LD50) (since it is
above 2,000 mg/kg), it cannot be said that nerolidol exhibits no toxicity, as any chemical can
be toxic if the dose or exposure becomes high enough to cause harm (Vasconcelos et al.,
2007; Campos et al., 2016).

Saito et al. (2016) stated that nerolidol did not cause changes in animal weight, nor did
it influence serum ALT, AST, or creatinine levels after oral or inhalation treatment with
nerolidol, indicating that nerolidol is not toxic. It is noteworthy that the level of toxicity of
nerolidol depends on the route in which it is administered. According to the Environmental
Protection Agency (EPA), this compound is classified as follows: toxicity category IV for
acute oral toxicity; toxicity category Il1, acute dermal toxicity, primary eye irritation, primary
skin irritation, and toxicity category Il for acute inhalation toxicity (Hollis and Jones, 2009).

3.4 Micronucleus Test (MNT)
The evaluation of mutagenic activity (Table 6) of nerolidol showed no statistical
differences between the negative control group and the treated group, revealing an absence of

compound mutagenicity in the micronucleus test.

Table 6. Evaluation of nerolidol mutagenicity.

Tests
MN DI DF
Groups MeantSD MeantSD Mean+SD
Control 0.8+ 0.84 5.0+ 2.12 4.8+ 2.39
Cyclophosphamide 25.4+ 12.32* 150.0+ 46.52* 71.0+ 12.37*
Nerolidol 1.6+ 1.67 8.2+ 3.27 5.2+ 1.64

SD: Standard Deviation; MN: micronucleus; DI: Damage Index by comet assay; DF: Damage factor by comet

assay; * Significant difference compared with the negative control, by the Mann-Whitney test.
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3.4 Comet Test

The genotoxicity test (Table 6) revealed no significant difference between the negative control
group and the nerolidol-treated group, indicating an absence of nerolidol genotoxicity in the comet
assay. The comet assay is an indispensable instrument for the analysis of DNA damage with high
sensitivity. It is used in a broad spectrum of cells as a standard test for the evaluation of the safety of
new drugs (Tice et al., 2000; Piperakis, 2009).

Picolo et al. (2010), after evaluating the genotoxicity and mutagenicity of nerolidol (at 250,
500 and 2,000 mg/kg) in the comet assay and the micronucleus test, observed that nerolidol caused
clastogenicity and weak genotoxicity in mouse cells when administered in high doses, and it is
developed as a therapeutic agent or a flavoring agent for food. It is relevant to emphasize that for the
development of unknown products and chemicals, it is necessary to determine their potential
mutagenic effects. A balance between the therapeutic aspects and toxicological effects of a compound
is essential in the process of defining its applicability as a pharmacological agent.

Sperotto et al. (2013) evaluated the mutagenic effect of nerolidol (a racemic mixture of cis and
trans isomers) at 100 pug/mL and found that it did not induce mutagenicity. While Saito et al. (2016)
performed an in vitro comet assay of nerolidol and identified the genotoxicity of the same compound

but at a high concentration (2.89 mg/mL).
4. Conclusions

Nerolidol (a racemic mixture of cis- and trans- isomers) induced slight unspecific cytotoxic
effects in different cell lines and was hemolytic to mice red blood cells. After a single oral dose,
nerolidol showed low toxicity and mild hepatic changes, and was not considered genotoxic nor
mutagenic. Under this experimental conditions, nerolidol is orally safe in lower doses.
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Abstract

Aim This study aimed to evaluate the antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm potentials of
nerolidol. Materials & Methods Antioxidant activity was estimated using DPPHe, ABTSe+,
and total antioxidant activity (ATT) assays. Antimicrobial and antibiofilm activity against 7
bacterial strains and 4 clinical isolates was evaluated by microdilution and crystal violet
methods, respectively. Results Antioxidant assays revealed low nerolidol activity by DPPHe
(38.25%) and ABTSe" (5.11%) methods, whereas ATT showed 93.94% activity. Nerolidol
inhibited growth of standard gram-positive and gram-negative bacterial strains and clinical

isolates. Moreover, nerolidol inhibited biofilm formation in the strains and isolates by 51-98
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and 6-60 %, respectively, in a dose-dependent manner. Conclusions These results establish

the antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm potential of nerolidol.

Keywords: Nerolidol, sesquiterpene, essential oils, phytoconstituents, free radical, bacterial

resistance, biofilm

1 Introduction

Medicinal plants, from the earliest days to the present, have played a key role in the
prevention, treatment, and cure of diseases. In view of this, man turned to nature as the first
medicine and first pharmacy to treat his ailments [1, 2]. Medicinal plants contain bioactive
compounds that have been explored in traditional medicine for therapeutic purposes. Among
plant metabolites, Essential Oils (EO) have been considered the most promising and easily
accessible to the scientific community [3, 4].

EO are complex mixtures of volatile, lipophilic, low molecular weight, generally
odorous, liquids that are most often composed of terpene-like molecules [5]. Terpenes are
considered to be the largest group of secondary metabolites. With respect to their
classification, sesquiterpenoids correspond to the class of terpenes with the largest number of
representatives, with about 5000 compounds already reported in literature [6]. Some
sesquiterpenes, such as nerolidol, are of scientific interest because of their potential biological
activities [7].

Nerolidol (C15H260), molecular weight 222.372 g/mol and density of 0.8700 g/mL, is
an acyclic sesquiterpene present in EO extracted from various plant species, such as
Myrocarpus frondosus (cabretva oil), Myroxylon pereirae (Peru balm), Myrospermum
erythroxylon (red oil), and Fokienia hodginsii (wood oil). Nerolidol occurs as two geometric
isomers, trans (nerolidol "a" or (E)-nerolidol) and cis (nerolidol "b" or (Z)-nerolidol). It is
noteworthy that the predominant form in vegetables is (E) -nerolidol [7, 8]. This sesquiterpene
is a compound of considerable interest to the cosmetic and food industries due to its uses as a
natural fixative essential in the preparation of perfumes and a preservative agent, respectively
[7,9].

A wide range of pharmacological and biological activities have been attributed to
nerolidol, including transdermal, antineoplastic, leishmanicidal, larvicidal, antinociceptive,

and anti-inflammatory action, along with its involvement in enhancement of drug permeation

[71.
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The antioxidant and antimicrobial properties of various plant products are being
evaluated at present. Antioxidants are substances that slow down oxidative degradation
reactions, preventing free radicals from damaging cells and tissues, and thereby preventing
the onset of various cardiovascular, chronic (cancer and atherosclerosis), and
neurodegenerative diseases [10-14].

The antimicrobial activity of certain substances of plant origin has been drawing
considerable attention because infections are responsible for about half of human diseases.
Plant components have shown promising potential for the development of new drugs, which
may be more effective against bacterial infections and show less toxicity to the human body
[15-17]. In addition, often due to the indiscriminate use of antimicrobial drugs, various
pathogenic bacteria have acquired resistance, making these drugs ineffective in the
therapeutic process [18-20].

In addition to the problem of resistant bacteria, virulence factors such as biofilm
formation also concern the medical field, as biofilms are considered as a form of bacterial
resistance. Biofilms are biological communities, where some microorganisms are deposited
on and adhere to a contact surface, forming a matrix consisting mainly of polysaccharides
produced by themselves. Biofilms confer protection to the microorganisms against various
types of external factors, such as lack of nutrients and use of antibiotics (or some other
chemical agents), that may be utilized to combat their growth [21, 22].

In this backdrop, the present study aimed to evaluate the antioxidant, antimicrobial,
and antibiofilm activity of nerolidol, a phytoconstituent commonly found in different plants of
north-eastern Brazil and with a potential to benefit human health. In particular, the action of

nerolidol against bacteria with known profiles of drug resistance was explored.
2 Materials & methods
2.1 Antioxidant Activities of Nerolidol
2.1.1 DPPH’ free radical sequestration
The free radical scavenging activity of the mixture of cis and trans isomers of
nerolidol (Sigma-Aldrich®; St. Louis, USA) was evaluated in terms of hydrogen donation

using the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) [23]. 0.25 mL of the 1 mM

stock solution of DPPHe was added to in 0.04 ml of different concentrations of nerolidol
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(31,25, 62,5, 125, 500, and 1000 pg/mL). The absorbance at a wavelength of 517 nm was
measured after 25 min. Trolox (a water soluble vitamin E analog), gallic acid, and BHT
(butylated hydroxytoluene) were used as reference compounds and DPPHe in 0.04 mL of
methanol (solvent used to dilute samples) was used as a control. The sequestration of radicals
from DPPHe was determined by the formula: SRL [DPPH¢] (%) = [(Sa—Ca)/Ac]x100. where

Sa and Ca are the absorbance of samples and control, respectively.

2.1.2 Inhibition by the ABTS™ radicall

The ABTSe+ (2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) assay was
performed as described in in Re et al. with minor modifications [24]. A stock solution of the
ABTSe+ radical was prepared by dissolving 7 nM of ABTSe+ in 2.45 mM potassium
persulfate, and allowed to stand for 16 h before use. The working solution was prepared by
diluting 1 mL of the stock solution in ethyl alcohol to an absorbance of 0,70 nm + 0.02 nm at
734 nm. 0.01 mL of nerolidol at a concentration of 1 mg/mL was added to 1 mL of the
working solution and the absorbance at 734 nm was measured in a spectrophotometer after 6
min of reaction. Trolox was used at different concentrations (0 — 2000 uM) to obtain the
calibration curve. Results were expressed as trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC),
based on the equation for the trolox calibration curve (Y = -0,0003x — 0,6367, R?= 0,9886).
The inhibition percentage was calculated using the equation: Inhibition of ABTSe+ (%) =

[(Ca—Sa)/Ca]x100, where Ca and Sa are the absorbance for control and sample, respectively.

2.1.3 Total Antioxidant Activity (TAA)

Nerolidol was diluted to 1 mg/mL in methanol. 0.1 mL of the sample was solubilized
in 1 mL of phosphomolybdate solution (600 mM sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate, and
4 mM ammonium molybdate), and incubated in a water bath at 95 °C for 90 min.
Subsequently, the absorbance of the samples were measured at 695 nm at room temperature
against a blank (1 mL of solution and 0.1 mL of methanol) [25]. TAA was expressed relative
to ascorbic acid and calculated using the formula TAA (%) = [(Sa — Ca)/(Aaa - Ca)] x 100,

where: Ca, Sa and Aaa are the absorbances of control, sample, and ascorbic acid.
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2.2 Evaluation of Antibacterial and Antibiotic Activity of Nerolidol

2.2.1 Obtaining bacterial clinical isolates and ATCC strains

The clinical isolates were obtained from the clinical analysis laboratory of the
Pernambuco Hospital das Clinicas (HC/UFPE) and identified as LMB 303 (clinical isolate
of Pseudomonas aeruginosa multidrug resistant, moderate biofilm producer), LMB 309
(clinical isolate of Klebsiella pneumoniae carbapenemase, weak biofilm producer), LMB
403 (clinical isolate of Staphylococcus aureus sensitive to methicillin, poor biofilm
producer), and LMB 409 (clinical isolate of S. aureus resistant to methicillin, moderate
biofilm producer. The resistance profile of these isolates were performed according to the
standards of the Clinical and Laboratory Standards Institute [26]. Biofilm production
capacity was estimated according to the crystal violet method, as described by Stepanovic et
al. [27].

The samples were transported to the Microbiology Laboratory of Immunopathology
Laboratory Keizo Asami (LIKA, UFPE) and incubated at 35 + 2 ° C for 24 h for evaluation of
antimicrobial and antibiofilm activities of nerolidol. We also used standard strains from the
American Type Culture Collection (ATCC), including Enterococcus faecalis ATCC 14506,
Escherichia coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 29665, P. aeruginosa ATCC 9029, S.
aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, and S. mutans ATCC 10449.

2.2.2 Microdilution method

Mdieller-Hinton broth was distributed in 96-well microdilution plates. Then, nerolidol
was distributed by means of serial dilution to obtain a concentration range of 500 to 4000 pg /
mL. The bacterial clinical isolates and ATCC strains were adjusted in saline medium and
standardized according to the McFarland scale of 0.5 tube turbidity. The cell count was
confirmed by optical density measured at 630 nm by spectrophotometry and the cells
distributed to the plates to obtain a final concentration of 10° CFU / mL. The plates were
incubated at 35 + 2 ° C for 24 h. Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined as
the lowest concentration capable of inhibiting bacterial growth by spectrophotometric analysis
at a wavelength of 630 nm [26]. Negative control (culture medium) and growth control
(culture medium and microorganisms) were added. The minimum bactericidal concentration

(MBC) was defined by transferring one heave from each well to Petri dishes containing
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Mueller-Hinton agar medium and then incubated in a greenhouse for 24 h to verify the growth
of colony forming units (CFU). MBC was defined as the lowest concentration at which no
bacterial growth was observed in the Petri dishes. Three independent experiments with

duplicate samples were performed.

2.2.3 Evaluation of antibiofilm activity of nerolidol

Initially, TSB (Tryptic Soy Broth) + glucose was added in the wells of the
microdilution plates. Then, nerolidol was added at concentrations of 500, 1000, 2000, and
4000 pg/mL. Subsequently, the bacterial clinical isolates and standard strains were adjusted to
the McFarland scale of 0.5 tube turbidity, cell count estimated by spectrophotometry with the
optical density at 630 nm, and added to flat-bottomed microdilution plates. The final
concentration of cells was 10° CFU / mL. The plates were incubated at 35 + 2 ° C for 24 h.
After incubation, the culture medium was removed from the sides of the wells. The wells
were washed with 0.9% saline. Then, 99% methanol was added to each well and the plates
were kept at room temperature for 15 min. Subsequently, the methanol was removed and the
plates were dried in the oven.

The 1% crystal violet aqueous solution was added to the wells and the plates were kept
at room temperature. The dye was removed and the wells were washed with autoclaved
distilled water, followed by drying the plates in the oven. 30% glacial acetic acid was added
to each well. Subsequently, the absorbance at 630 nm was measured by spectrophotometry.
Results were expressed as the percentage inhibition of biofilm formation [28]. Three

independent experiments were performed in duplicates each.
2.3 Statistical Analysis

The data were presented as mean + SD, values of p <0.05 (calculated by the analysis
of variance (ANOVA) using Tukey's test) were considered significant. To identify significant
differences, the GraphPad Prisma 5.0 software was used.

3 Results and Discussion

3.1 Antioxidant Activities of Nerolidol
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3.1.1 DPPH free radical sequestration

The DPPH - radical sequestration assay (Figure 1) revealed low antioxidant activity of
nerolidol. The tested concentrations of 31.25, 62.5, 125, 250, 500, and 1000 pg / mL yielded
percentage DPPHe values of 23.71, 23.91, 21.64, 19.60, 24.50, and 38.25, respectively. The
nerolidol concentration of 1000 pug/mL was found to correspond to the highest capacity

(38.25%) of DPPHe* radical sequestration.

100+

—— —4 ) .
Gallic acid
80+ BHT
— -- Trolox
S 60+
= —— Nerolidol
X 40-
20+

O 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Concentration (pug/mL)

Figure 1. Antioxidant activity of nerolidol assayed by the sequestration (SRL) of the free radical

DPPH . BHT: Butylated hydroxytoluene.
3.1.2 Inhibition by the ABTS+" radicall

Results of ABTS < + radical inhibition activity (Figure 2) demonstrated low
antioxidant activity of nerolidol, compared to the positive controls BHT and trolox. Nerolidol
at concentrations of 31.25, 62.5, 125, 250, 500, and 1000 pg / mL showed 5.55, 3.42, 3.28,
3.57, 3.09, and 5.11 % inhibition, respectively.
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Figure 2. Antioxidant activity of nerolidol assayed by the ABTS ¢ + radical inhibition method. BHT:
Butylated hydroxytoluene.

The ABTS e + assay is similar to the DPPH ¢ method since both are associated with
the reduction of free radicals. However, the ABTS ¢ + radical forms at the beginning of the
assay, while DPPH e is naturally added in its radical form. The main difference between the
two radicals is in terms of their solubility. The DPPH e radical could be dissolved in organic
solvents, whereas ABTS ¢ + is soluble in both water and organic solvents, allowing analysis

of hydrophilic and lipophilic samples [29, 30].

3.1.3 Total Antioxidant Activity (TAA)

Nerolidol showed significant differences (p <0.001) in TAA, with a percentage of
93.94 + 9.54% relative to ascorbic acid, demonstrating a better antioxidant activity.

TAA was measured by the phosphomolybdenum method, which is based on the
reduction of Mo (V1) to Mo (V) by the tested antioxidant compound and the formation of a
green phosphate/Mo (V) complex, which is formed under acidic pH and can be monitored by
spectrophotometry at 695 nm [25]. Increased absorbance indicates increased total antioxidant
capacity. Thus, the more reducing the tested agent, the greater the absorbance of the sample
and the more intense the green color of the generated complex.

According to Serafini et al. the antioxidant activity of nerolidol protects the essential

lipid biomolecules that are important for cell membrane function [31]. It is suggested that
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nerolidol may form a complex with a free radical, possibly due to a chelating effect, and
thereby convert these radicals into species with less reactivity [32].

By analyzing the antioxidant activity of nerolidol, Nogueira-Neto, Sousa and Freitas
found that the compound has in vitro antioxidant potential through the ability to remove
hydroxyl and nitric oxide radicals, as well as to prevent the formation of TBARS (substances
reactive to thiobarbituric acid) [33]. Nerolidol was able to prevent AAPH (2,2'-
Azobis(aminidopropane) dihydrochloride) induced lipid peroxidation. This led to a decrease
in the amount of TBARS formed, displaying a considerable antioxidant potential of nerolidol,
which may be able to reduce cellular damage caused by these radicals.

This was corroborating by Pacifico et al. while evaluating the antioxidant activity of
nerolidol derivatives isolated from a methanolic extract of Amaranthus retroflexus L. The
DPPH + and H,0, assays showed significant changes in inhibition of the reaction with
TBARS, and a decrease in all free radical formation tests, as well as the presence of an
antioxidant potential [34].

Vinholes et al. also confirmed the inhibition of DPPH ¢ by nerolidol. Several in vitro
methods (such as DPPH «, ABTS ¢ +, and ATT) can be used to evaluate the efficacy of
naturally occurring antioxidant compounds, both pure and present as plant mixtures [35]. Due
to the complex nature of sesquiterpenoids and their mechanisms of action, only one method

cannot provide consistent information about the respective antioxidant profiles [36].
3.2 Antimicrobial Activity
3.2.1 Evaluation of nerolidol antibacterial activity
Nerolidol showed inhibition of bacterial growth in standard strains including S. aureus
ATCC 6538 (MIC = 1000 pg/mL), S. mutans ATCC 10449 (MIC= 4000 pg/mL), P.

aeruginosa ATCC 9029 (MIC= 500 pg/mL), and K. pneumoniae ATCC 29665 (MIC = 500
pg/mL) (Table 1).
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Table 1. Antibacterial activity of nerolidol against standard bacterial strains

Bacteria ATCC ldentification MIC (pg/mL)

Gram-positive

Streptococcus mutans 10449 4000
Enterococcus faecalis 14506 >4000
Staphylococcus epidermidis 12228 >4000
Staphylococcus aureus 6538 1000
Gram-negative

Pseudomonas aeruginosa 9029 500
Escherichia coli 25922 >4000
Klebsiella pneumoniae 29665 500

ATCC: American Type Culture Collection; MIC: minimum inhibitory concentration.

Nerolidol also demonstrated an inhibitory potential against gram-negative and gram-
positive bacterial clinical isolates with and without resistance profiles. Nerolidol inhibited the
growth of gram-negative bacteria such as P. aeruginosa MDR (LMB 303) and KPC (LMB
309) with an MIC of 500 pg/mL (Table 2). As for gram-positive bacteria, nerolidol showed
antibacterial activity with an MIC of 2000 pg / mL against MSSA (LMB 403) and MRSA
(LMB 409) (Table 2).

Table 2. Antibacterial activity of nerolidol against resistant bacterial clinical isolates

Samples Source bacteria MIC (pg/mL)
LMB 303 Pseudomonas aeruginosa 500
LMB 309 Klebsiella pneumoniae 500
LMB 403 Staphylococcus aureus 2000
LMB 409 Staphylococcus aureus 2000

LMB 303: clinical isolate of moderate biofilm-producing multidrug resistant P. aeruginosa; LMB
309: clinical isolate of K. pneumoniae carbapenemase, a weak biofilm producer; LMB 403: clinical
isolate of poor biofilm-producing methicillin-sensitive S. aureus; LMB 409: clinical isolate of
methicillin-resistant S. aureus and a moderate biofilm producer; MIC: minimum inhibitory
concentration.

Hada et al. evaluated the antimicrobial activity of nerolidol against S. aureus (FDA209P) and
obtained an MIC of 512 pug/mL [37]. M’soua, Alifriquib and Romanea analyzed the antimicrobial
activity of Fraxinus dimorpha EO (which contains (E)-nerolidol (36.2%) as its major constituent)
using the Brx microdilution method and verified its inhibitory effect against gram-negative bacteria
including E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (DSM 50090) and clinical isolate of K. pneumoniae
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(MIC = 7500 pg / mL) and gram-positive bacteria, including S. aureus CCMM B3 (MIC = 3800 pg /

mL) [38].

3.2.2 Evaluation of antibiofilm activity of nerolidol

Nerolidol exhibited a dose-dependent antibiofilm activity for both standard strains and

bacterial clinical isolates (Figures 3 and 4), i.e., increased nerolidol concentration leads to

increased inhibition of bacterial biofilm formation. Nerolidol at concentrations of 500 to 4000

Mg / mL inhibited biofilm formation above 50% in standard bacterial strains (Figures 3 and 4).
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Figure 3. Inhibition of biofilm formation produced by bacterial strains after treatment with nerolidol.

ATCC: American Type Culture Collection. Different lowercase letters indicate statistically significant

differences between treatments (p> 0.05): a: statistically significant difference compared to 1000
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pa/mL; b: statistically significant difference compared to 2000 pg/mL; c: statistically significant
difference compared to 4000 pg/mL concentration.

The effect of nerolidol at concentrations of 500 to 4000 pg / mL on bacterial biofilms of gram-
negative clinical isolates ranged from 18 to 86.3 % inhibition (Figure 4). Regarding gram-positive
microorganisms, the percentage inhibition of biofilm formation ranged from 6 to 60.53 % (Figure 4).
Bacterial biofilm is a virulence factor present in most bacterial infections [39]. Thus, drugs that
combat biofilm formation are fundamental for the treatment of pathological conditions triggered by
biofilm-forming bacteria [40].

gl 500 pg/mL
E] 1000 pg/mL
|]]]] 2000 pg/mL
==l 4000 pg/mL

801

Biofilm formation inhibition (%0)

LMB 303 LMB 309 LMB 403 LMB 409

Figure 4. Inhibition of biofilm formation produced by clinical isolates of K. pneumoniae
carbapenemase, P. aeruginosa, and S. aureus following nerolidol treatment. LMB 303: clinical isolate
of multidrug resistant P. aeruginosa and a moderate biofilm producer; LMB 309: clinical isolate of K.
pneumoniae carbapenemase and a poor biofilm producer; LMB 403: clinical isolate of methicillin-
sensitive S. aureus and a poor biofilm producer; LMB 409: clinical isolate of methicillin resistant S.
aureus and a moderate biofilm producer. Different lower-case letters indicate statistically significant
differences between treatments (p> 0.05); a: statistically significant difference compared to 1000 pg /
mL; b: statistically significant difference compared to 2000 pg / mL; c: statistically significant

difference compared to 4000 pg / mL concentration.

Lee et al. evaluated the activity of cis- and trans-nerolidol and found that both the
isomers inhibit the formation of S. aureus ATCC 6538 biofilm by 45% [41]. This finding is in
overall agreement with the present results, since we show that the mixture of the two isomers

of nerolidol inhibited biofilm formation of this same bacterium by 50 to 80 %.
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Recent studies have shown that antibiotics administered at subinhibitory
concentrations can alter the gene expression of infection-causing microorganisms and trigger
the opposite effect by stimulating biofilm production, which makes the infection more
difficult to treat [42,43]. In the present study, nerolidol, even at subinhibitory concentrations,
did not lead to stimulation of biofilm production, i.e., it was not able to induce increase in
biofilms, because in all tested concentrations there was a percentage inhibition of this
virulence factor.

The present study is pioneering in the evaluation of antibacterial and antibiofilm activity of
nerolidol against bacterial clinical isolates with resistance profile, especially in the backdrop of lack of

scientific insights about this approach.

Conclusion

Nerolidol exhibits antioxidant and antibacterial activities against the strains S. aureus,
S. mutans, P. aeruginosa, K. pneumoniae, KPC, P. aeruginosa MDR, MSSA, and MRSA. In
addition, it is characterized by antibiotic activity, with inhibition percentage greater than 50%

in the highest concentration (4000 pug/mL) evaluated.

Future perspectives

The compounds of plant origin have demonstrated potential biological activities useful
for the development of new drugs, among them nerolidol, the main phytochemical constituent
of several essential oils of plant species that has received relevant notoriety. The use of
nerolidol as an antioxidant, antimicrobial and antibiofilm agent is considered a promising

alternative in the search for therapeutic resources for human health.

Summary points

e In recent decades, interest in essential oils and their phytochemicals has grown,
including terpenes, which are commonly known for their antioxidant and antimicrobial
properties.

e Nerolidol is a sesquiterpene that has been gaining prominence, being a major
constituent of several essential oils, which is generally used as a preservative in the

food and cosmetics sector.
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e The antimicrobial activity showed inhibition of the bacterial growth of Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae
in addition, nerolidol inhibited biofilm formation above 50%.

¢ Nerolidol showed promising antioxidant, antimicrobial and antibiofilm potential.
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Resumo

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e considerada um
problema de salde pablica. A transmissdo da doenca ocorre atraves das fezes infectadas de
triatomineos, sendo estes, insetos hemat6fagos conhecidos popularmente como barbeiro. O
farmaco de referéncia utilizado para tratar a infeccdo por T.cruzi no Brasil é o benzonidazol
(BNZ) e diante dos seus efeitos adversos e eficacia parcial, faz-se necessario a busca por
novos medicamentos mais resolutivos. Alguns estudos realizados demostraram que
substancias extraidas de plantas de diversas classes, como quinonas, flavonoides, terpenos
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apresentam um potencial terapéutico frente a espécie de T. cruzi. Vale salientar que essas
substancias, por sua vez, possuem menores efeitos adversos, quando comparadas aos
farmacos sintéticos. O nerolidol é um terpeno presentes em Oleos Essenciais (OE) extraidos
de vérias plantas. Alguns estudos vém demonstrando uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas e bioldgicas desempenhadas por esse composto, tais como, antioxidantes,
antimicrobianas, antibiofilme, antiparasitarias, inseticidas e antitumorais. Diante disso, 0
objetivo do estudo foi avaliar o efeito antiproliferativo do nerolidol frente a cultura de T. cruzi
e compreender as alteracdes morfofisioldgicas e 0 mecanismo de morte celular induzido pelo
tratamento com o composto. Para tanto, foram realizados ensaios de citotoxicidade com
macr6fagos RAW 264.7 e avaliacdo da morte epimastigota e tripomastigota frente ao
composto. Além disso, investigamos o perfil de inducdo de morte celular através da citometria
de fluxo. Nesse estudo, pudemos observar que o nerolidol induziu a morte dos parasitos (ICsp
epimastigota 1,61 pg/mL; ICsy tripomastigota 4,39 pg/mL), no entanto se mostrou mais
toxico e menos efetivo que o benzonidazol (ICsy epimastigota 0,8 pg/mL; I1Csp tripomastigota
3,8 pg/mL). Em relagdo aos mecanismos de morte, investigados por citometria, pode-se
inferir que o nerolidol ndo induziu a apoptose e necrose e, quanto a fungcdo mitocondrial, foi
evidenciado que o nerolidol induziu essa modificacdo, com reducdo da fungdo da estrutura
celular. Em relacdo a formacdo de compartimentos &cidos, foi verificado que o nerolidol
induziu uma alteracdo na estrutura interna do parasito, sob concentragdo de 1x ICsp, 0 que
resultou em perda dos lissomos e autofagia e na concentracdo 2x a ICsp ocorreu uma
degradacédo celular afetando inclusive o material nuclear. Os achados obtidos sugerem que
sejam realizados estudos adicionais baseados em técnicas inovadoras a fim de, minimizar os
efeitos toxicos do composto e permitir efetivamente uma possivel utilizacdo do mesmo no
tratamento da doenca de chagas.

Palavras-chave: Citometria de Fluxo. Doenca de Chagas. Plantas. Oleo essencial. Terpenos.

ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and is considered a public
health problem. The transmission of the disease occurs through the infected feces of
triatomines, which are hematophagous insects popularly known as barber. The reference drug
used to treat T. cruzi infection in Brazil is benzonidazole (BNZ) and in view of its adverse
effects and partial effectiveness, it is necessary to search for new, more effective drugs. Some
studies have shown that substances extracted from plants of different classes, such as
quinones, flavonoids, terpenes, have a therapeutic potential against the species of T. cruzi. It is
worth mentioning that these substances, in turn, have lesser adverse effects when compared to
synthetic drugs. Nerolidol is a terpene present in Essential Oils (EO) extracted from various
plants. Some studies have demonstrated a wide range of pharmacological and biological
activities performed by this compound, such as, antioxidants, antimicrobials, antibiofilm,
antiparasitic, insecticides and antitumor agents. Therefore, the objective of the study was to
evaluate the antiproliferative effect of nerolidol against the culture of T. cruzi and to
understand the morphophysiological changes and the mechanism of cell death induced by
treatment with the compound. Therefore, cytotoxicity tests were performed with RAW 264.7
macrophages and evaluation of epimastigote and trypomastigote death against the compound.
In addition, we investigated the cell death induction profile using flow cytometry. In this
study, we observed that nerolidol induced the death of the parasites (ICso epimastigote 1.61
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pg/mL; 1Csp trypomastigote 4.39 pg/mL), however it was more toxic and less effective than
benzonidazole (1Csp epimastigote 0, 8 pg/mL; I1Csq trypomastigote 3.8 pg/mL). Regarding the
mechanisms of death, investigated by cytometry, it can be inferred that nerolidol did not
induce apoptosis and necrosis and, as for mitochondrial function, it was evidenced that
nerolidol induced this modification, with a reduction in the function of cell structure. In
relation to the formation of acidic compartments, it was found that nerolidol induced a change
in the internal structure of the parasite, under a concentration of 1x ICs, which resulted in
loss of lysomes and autophagy and in concentration 2x the 1Csg, cell degradation occurred
affecting even the nuclear material. The findings obtained suggest that additional studies
based on innovative techniques be carried out in order to minimize the toxic effects of the
compound and effectively allow its possible use in the treatment of Chagas disease.

Keywords: Flow Cytometry. Chagas disease. Plants. Essential oil. Terpenes.

Introducéo

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é uma
antropozoonose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, de elevada prevaléncia e
expressiva morbimortalidade a nivel mundial, além de ser considerada uma doenca parasitaria
negligenciada. A transmissao decorre do triatomineo infectado (barbeiro), por meio das
formas, vetorial, transfusional, transplacentéaria e via oral (NUNES et al., 2013; HOWARD et
al., 2014; LIDANI et al., 2019).

O tratamento é realizado através do uso de antiparasitarios e deve ser iniciado logo
apos o diagndstico da doenca. Vale salientar que, em virtude da toxicidade das drogas
disponiveis, ndo se recomenda esta terapéutica durante a gestacdo, a menos que se trate de
casos agudo e grave. Fornecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS), o Benznidazol (BNZ) é
a unica droga de escolha disponivel para o tratamento especifico da doenca (PAVAN et al.,
2018; FERRAZ et al., 2018; LLANOS et al., 2019).

Apesar de ser o unico farmaco disponivel no Brasil para a doenca de Chagas, 0 BNZ
apresenta efetividade parcial (ativo apenas na fase aguda) e alta toxicidade, que varia desde
reacdes de hipersensibilidade a aplasia medular. Segundo o Consenso Brasileiro de Doenca de
Chagas (CBDC), cerca de 30% dos usuarios de BNZ apresentam reagdes adversas e como
consequéncia dessa toxicidade os pacientes ndo completam o tratamento por conta dos efeitos
colaterais tais como: enjoos, dores estomacais e resisténcia ao medicamento, devido aos seus
efeitos adversos e, por ndo ter muitas vezes eficacia no tratamento, ha necessidade da busca
por novos farmacos (CORREIA et al., 2017; PAVAN et al., 2018).

Nessa perspectiva, faz-se necessario a busca por novas substancias mais eficientes e,

principalmente, com menor potencial tdxico ao ser humano. As plantas tém se mostrado uma
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importante fonte de substancias ativas frente as formas, amastigota, epimastigota e
tripomastigota do T. cruzi, e sdo promissoras quanto a sua representatividade na prevencéo e
tratamento da doenca de Chagas. Dentre os constituintes de origem vegetal diversas classes,
como quinonas, flavondides e terpenos sdo de interesse para o tratamento alternativo da doenca
(BOMBAGCA et al., 2018; MELO et al., 2020).

O nerolidol é um terpeno de ocorréncia natural encontrado nos Oleos Essenciais (OE)
de varios tipos de plantas e flores. Este composto apresenta-se em diversos OE extraidos
plantas como: Croton argyrophylloides Muell. Arg, Banisteriopsis campestris (A.Juss.) Little,
Piper mollicomum Kunth, Croton sincorensis Mart, Zornia brasiliensis VVogel. Esse terpeno é
conhecido por desempenhar varias atividades bioldgicas, incluindo: antioxidante, antifingica
e anticancer (CHAN et al., 2016; MOURA; MARTINS; SILVA, 2020).

Embora haja uma escassez quanto a estudos acerca da utilizacdo do nerolidol como
composto ativo no tratamento da doenca de Chagas, um nimero discreto de pesquisas tem
tratado dessa abordagem (SULSEN et al, 2008; NIBRET; WINK, 2010). Através de
avaliagdo in vitro, Hoet et al. (2006) verificaram um efeito potente do nerolidol frente a
espécie Trypanosoma brucei brucei, sugerindo sua atividade promissora em espécies do
género Trypanosoma. Salienta-se que, a avaliacdo bioldgica in vitro de compostos com
promissora atividade frente T. cruzi deve ser realizada de acordo com o0s protocolos
experimentais preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no programa de
pesquisas por novos farmacos para a doenca de Chagas (ROMANHA et al., 2010;
ZINGALES et al., 2014).

Logo, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos antiproliferativos do nerolidol frente a
cultura de T. cruzi e compreender as alteragdes morfofisiolégicas e 0 mecanismo de morte

celular induzido pelo tratamento com nerolidol.

Metodologia

Composto

O composto utilizado foi o nerolidol (C15H260) constituido dos isdmeros cis- e trans,
com > 97,0% de pureza, peso molecular 222,372 g/mol e densidade de 0,8700g/mL,
adquiridos através da Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA). O Nerolidol inicialmente foi
inicialmente dissolvido em DMSO (Dimetilsulfoxido) a uma concentragdo de 1 mg/mL. Esta

solucdo foi diluida em meio de cultura para obter uma solugéo estoque a 1000 pg/ ml (solucéo
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estoque). A solucdo estoque foi diluida novamente no meio de cultura para obter
concentracdes de 1 a 100 pg/mL. Ao longo dos procedimentos experimentais, a concentracao
de DMSO ndo excedeu 0,05%, essa concentracio do DMSO ndo é tdxica para 0S

protozoarios.

Citotoxicidade

O ensaio MTT foi utilizado para determinar os efeitos do nerolidol na viabilidade
celular. Macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma
densidade de 1 x 10° células / mL, contendo meio DMEM completo em atmosfera de 5% de
CO, a 37 °C por 24h. Apds o periodo de incubacgdo de 24 horas, as células foram expostas ao
neroidol em diferentes concentracoes (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/ml), incubados novamente
por 48 horas. Apds esse periodo, foi adicionado MTT (5 mg/mL em PBS), seguido de nova
incubagdo por 2h. Foi acrescentado DMSO para dissolugdo dos cristais de formazan e a
absorbancia foi lida a 570 nm e 600 nm em leitor de placa (Multiskan FC Microplate
Photometer, ThermoFisher Scientific). O controle negativo da reacdo foi obtido em pocos
contendo apenas meio de cultura e células (sem tratamento). Também foi avaliada a atividade
da droga de referéncia benzonidazol. ). A partir dos valores de inibicdo, obteve-se a CCs
(concentracdo citotoxica para 50% das células) de cada composto. O Experimento foi

realizado em duplicata.

Avaliacdo da atividade tripanocida

Epimastigotas

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa DM28c
(10° parasitos/mL), mantidas em meio LIT+1% de antibiotico+20% de SFB, foram semeadas
em placas de 96 pocos a 27 °C, juntamente com diferentes concentracdes dos compostos (1 a
100 pg/mL) por 96h. Testou-se o composto em duplicata. O controle negativo da reacdo foi
pocos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o
benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de
Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a ICsq (concentracdo que inibe o crescimento de

50% de parasitos).
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Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infeccéo in vitro (10’
parasitos) da linhagem de células Veras, apds estas obterem confluéncia em cultura. Para
determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa Y (4x10°
parasitos/ml), mantidas em meio RPMI+1% de antibiotico+5% de SFB, foram semeadas em
placas de 96 pocos a 37°C, juntamente com diferentes concentragdes dos compostos (1 a 100
pg/mL) por 24h a atmosfera de 5% de CO,. Testou-se o composto em duplicata. Obteve-se
como controle negativo da reacdo pogos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada
como controle positivo foi o benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por

contagem direta em camara de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a ICs.
Avaliacdo do perfil de morte celular por citometria de fluxo

Tripomastigotas (4x10° parasitos/mL) foram ressuspensos em meio RPMI e ndo
tratados ou tratados com 1x e 2x ICso dos compostos, durante 24h a 37°C em 5% de CO..
Parasitos foram marcados com 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e anexina V (AV) utilizando
0 kit de deteccdo de apoptose de AV-FITC (Ebioscience, San Diego, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O experimento foi realizado utilizando um citémetro de fluxo BD
FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José¢, EUA), adquirindo-se 20.000 eventos da regido
parasitaria, utilizando o canal FL1-H para AV-FITC e o canal FL2-H para 7-AAD. A droga de
referéncia foi o benzonidazol. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo® (Tree
Star Inc ©, Ashland, EUA) e expressos como a percentagem de parasitos em cada quadrante
(ndo coradas, coradas apenas com 7-AAD, coradas apenas com AV ou coradas com ambos 0S

marcadores) em compara¢do com o namero total de células analisadas.
Ensaios de rodamina 123 (Rho) e laranja de acridina (AO)

Os parasitas tratados e nao tratados foram lavados e ressuspensos em 0,5 mL de PBS
com 10 mg / mL de Rho 123 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) ou 10 mg / mL de AO (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA) por 20 minutos. Apos a incubacdo, os parasitas foram lavados 3x
com 500 ul de PBS e imediatamente analisados por citometria de fluxo, onde as intensidades
de fluorescéncia para AO (compartimentos &cidos) e Rho 123 (potencial da membrana

mitocondrial) foram quantificadas. Um total de 20.000 eventos foram adquiridos na regido
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previamente estabelecida como correspondente as tripomastigotas de T. cruzi, com base na
dispersdo frontal (FSC) e lateral (SSC). Alteracdes nas intensidades de fluorescéncia de Rho
123 (FL1-H) ou AO (FL3-H) foram quantificadas pelo Indice de Variagdo (IV) obtido pela
equacdo (TM - CM) / CM, onde TM ¢ a média de fluorescéncia para parasitas tratados e a
média de fluorescéncia CM é a do controle (ndo tratado).

Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada empregando-se testes ndo paramétricos. Foi feito
teste de regressao linear simples para obtencdo da CCsp e da I1Cso. A analise para medir a
variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon e entre grupos tratado e controle foi 0
teste Mann-Whitney. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5% e
todas as analises foram feitas no software GraphPad Prism 5.0.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando-se testes ndo paramétricos. Foi feito
teste de regressdo linear simples para obtencdo da CCsy e da I1Csp. A analise para medir a
variabilidade entre grupos, tratado e controle foi o teste Mann-Whitney. Todas as conclusdes
foram tomadas ao nivel de significAncia de 5% e todas as analises foram feitas no software
GraphPad Prism 5.0. Para verificar o quanto os compostos foram ativos para 0s parasitos sem
causar danos as células normais, foi feito o indice de seletividade (I1Se) para esta forma
evolutiva. O ISe consiste na razdo entre a CCsy ou concentracdo atoxica e a 1Csp. Quanto

maior o ISe, mais especifica a atividade do composto para 0 parasito.

Resultados e Discusséo

Citotoxicidade

Os efeitos do nerolidol na viabilidade celular de Macr6fagos da linhagem RAW 264.7
foi expressa como a maior concentracdo testada dos compostos (Tabela 1), os valores de
citotoxicidade no nerolidol e do Benzonidazol foram de 20.45 pg/mL e 119.5 pg/mL,
respectivamente. O nerolidol induziu a morte dos parasitos (ICso epimastigota 1,61 pg/mL;

ICso tripomastigota 4,39 pg/mL), no entanto, se apresentou mais toxico e menos efetivo
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quando comparado ao farmaco de referéncia, o benzonidazol (IC50 epimastigota 0,8 pg/mL;

IC50 tripomastigota 3,8 pg/mL).

Tabela 1. Avaliacéo dos efeitos antiproliferativa do nerolidol

Composto CCs IC50 Indice de IC50 Indice de
(ng/mL) epimastigotas seletividade tripomastigotas  seletividade
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)
(cepa DM28c) (cepay)
Nerolidol 20.45 1.61 12.70 4.39 4.66
Benzonidazol 119.5 0.8 149,38 3.8 31.45

Avaliacio dos mecanismos de ag¢éo do Nerolidol

Em relacdo aos mecanismos de morte induzidos pelo composto e investigados por

citometria de fluxo, inferiu-se que o nerolidol n&o induziu apoptose e necrose (Figura 1).

Controle BZN (1X aICy) BZN (2X aICy)) Nerolidol (1X a ICs) Nerolidol (2X a ICs)

o I N w - 319 w1 0,10 % ¢ ¢
3 0% 063% 0.13% 231% ,10% 11.90% 1 i — —

TAAD

8.88% 1.40% 1,51%

w o' w* 10’ 10’ 10 W’ " )
Anexina V Anexina V Anexina V Anexina V

Figura 1. Ensaios de apoptose e necrose do nerolidol por citometria de fluxo. Graficos de pontos
citométricos de fluxo de controle das células tratados com BNZ e o nerolidol nas concentragdes de 1X
alCspe 2X alCs.

Quanto a funcdo mitocondrial, foi possivel evidenciar que o nerolidol induziu uma
alteracdo caracterizada pela diminuicdo da funcdo dessa estrutura celular (Figura 2). Enquanto
que, em relacdo a formacdo de compartimentos acidos (Figura 3), evidenciou que o nerolidol
induziu uma modificacdo na estrutura interna do parasito na concentracao de 1x a ICsp, 0 que
acarretou na perda dos lissomos e autofagia e sob a concentracdo de 2x a ICso houve uma
degradacdo celular, a qual afetou o material nuclear (Figura 2 e 3).

A variacdo de potencial da membrana mitocondrial (Figura 2), avaliada com o
marcador rhodomina foi negativa quando comparados o controle com o tratado. O nerolidol

obteve uma variagéo de -0,22 nas concentracdes de 1x a ICsp e de -0,12na concentragdo de 1x
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a ICso, ja a droga de referéncia (BZN) obteve uma variacdo de -0,40 e -0,25, nas
concentragdes de 1X a ICsg e 2X a 1Cs, respectivamente.

Em relacdo a formacdo de compartimentos éacidos (Figura 3), através do marcador
laranja de acridina foi possivel observar que o nerolidol aprestou uma variagcdo de -0,15229
(1X aICs) e de 0,15021 (2X a ICsp), enquanto que BZN apresentou uma variacao e -0,37299
(1X alCs) e de - 0,57971(1X a ICxp).

Geralmente, as alteracbes morfolégicas das células representam de forma indireta o
efeito dos materiais de teste nas células-alvo, ao passo que, quando identificadas, essas
alteracdes podem contribuir na elucidacdo do mecanismo de acdo do composto (ADADE;
SOUTO-PADRON, 2010).

1.0K =
800 =

800 =

Controle

Count

400 =

200 =

Figura 2. Efeitos do nerolidol no potencial da membrana mitocondrial. Sobreposicdo de histogramas
obtidos por citometro de fluxo das células de controle e tratadas com nerolidol marcadas com Rho 123
(FL1-H).
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Figura 3. Efeitos do nerolidol na formagdo de compartimentos acidos. Sobreposicdo de histogramas
obtidos por citometro de fluxo das células de controle e tratadas com nerolidol marcadas com laranja
de acridina.

Os OE de Achillea millefolium (mil-folhas) e Ocimum basilicum (manjeric&o) os quais
apresentam em sua constituicio o nerolidol, revelaram atividade frente as formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. Diferentes concentracdes de OE de A. millefolium
e O. basilicum resultou na inibicdo do crescimento das formas epimastigotas apresentando
valores de ICso equivalentes a 145,5 e 102 pg/mL, respectivamente. Em relacdo a 1Csg, 0S
valores obtidos ap6s o tratamento de tripomastigotas na corrente sanguinea foram de 228
pg/mL para A. millefolium e 467,5 pg/mL para O. basilicum (Santoro et al., 2007).

A atividade in vitro do OE de Strychnos spinosa e de seus constituintes incluindo o
nerolidol foi avaliada frente a T. b. brucei e em células de mamiferos (macr6fagos murinos
J774). O OE foi ativo nos parasitas sem demonstrar uma significativa seletividade [ICso em T.
b. brucei = 13,5 ng/mL, enquanto que, o (E) -Nerolidol, demonstrou um efeito mais potente e
seletivo nos tripanossomas [ICso = 1,7 pg / mL, o que pds em evidéncia a atividade
promissora do terpeno (HOET et al., 2006).

Outro estudo também avaliou a atividade tripanocida e citotoxicas de compostos
presentes em OE e o fitoconstituinte nerolidol revelou atividades tripanocidas frente a T.b.
Brucei (ICsp = 15,78 ug / mL), embora o parasito seja de outra espécie os resultados
encontrados sdo relevantes, tratando-se do mesmo género em estudo (NIBRET; WINK,
2010).

Pesquisas avaliaram a atividade tripanocida de OE que apresentam em sua composicao
o nerolidol frente a cepas de T. cruzi (epimastigotas) e demostraram que o OE de Ambrosia
tenuifolia apresentou atividade tripanocida leve (ICso = 59,7 pug / mL), nesse estudo o BNZ
também foi usado como controle positivo (SULSEN et al., 2008). Silva et al. (2014) também
avaliaram in vitro a atividade antiparasitaria do extrato Pilocarpus spicatus frente as formas
epimastigotas de T. cruzi, e identificaram atividade tripanocida (inibicdo maior que 50%).

O OE de Piper aduncum também foi eficaz frente as formas, tripomastigota (ICs0/24
h: 2,8 pg / mL), metaciclicos (ICso/ 24 h: 12,1 pg / mL) e amastigotas (ICs0/24 h: 9 pg / mL).
A forma tripomastigota foi mais sensivel ao OE (ICso/24 h = 3,8 pug / mL). A analise por
citometria de fluxo demonstrou que o OE néo influencia o ciclo celular da forma epimastigota
de T. cruzi, contudo, diminui seu potencial de membrana mitocondrial, corroborando com o

presente estudo (Villamizar et al., 2017).
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Mohd-Shukri e Zainal-Abidin (2011) avaliaram o efeito do nerolidol na morfologia do
Trypanosoma evansi em camundongos tratados com 8,8 ug/mL de nerolidol administrado por
via intraperitoneal. Os efeitos do nerolidol foram comparados com o efeito do berenil
(medicamento anti-tripanossomal). Os parasitas observados no estdgio tripomastigota
apresentaram alteracbes morfoldgicas no grupo tratado com nerolidol ap6s o 23° dia de
tratamento e continuaram gradualmente até o 25° dia poOs-tratamento, a partir disso, 0s
parasitas ficaram rigidos, perderam a membrana ondulante, contudo, os flagelos livres

permaneceram intactos.

Conclusao

Pode-se inferir que o nerolidol, € um composto promissor para estudos futuros sobre o
tratamento tripanocida. A fim de otimizar o perfil de seguranca do nerolidol, as combinac6es
com compostos de menor potencial toxico (incluindo BNZ) devem ser testadas de forma
combinada com técnicas inovadoras a fim de, minimizar os efeitos toxicos do composto e

permitir efetivamente uma possivel utilizacdo do mesmo no tratamento da doenca de chagas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A caatinga é um dominio fitogeogréfico predominante da regido Nordeste e abrange
um elevado quantitativo de espécies da flora brasileira. Este bioma apresenta uma
consideravel variedade quimica de metabdlitos secundarios, como OE e seus ficonstituintes,
dentre estes, o nerolildol, sesquiterpeno aciclico, que apresenta importante potencial bioativo
e vem sendo empregado em diferentes setores industriais (farmacéutico, cosmético e
alimenticio) de forma crescente e promissora, 0 que evidencia a relevancia de estudos acerca
das atividades bioldgicas do referido composto.

Quanto as propriedades bioldgicas analisadas foi possivel verificar que o nerolidol ndo
causou sinais evidentes de toxicidade aguda nos animais. No entanto, a auséncia de sinais de
toxicidade aguda em camundongos ainda ndo € suficiente para validar a sua utilizagédo
terapéutica, pois, isto requer estudos adicionais que possam avaliar a toxicidade cronica.

No teste de citotoxicidade, o nerolidol induziu leves efeitos inespecificos em
diferentes linhas celulares e apresentou atividade hempolitica nas heméacias de camundongos.
Apos administrar o nerolidol sob dose oral Unica equivalente a 2000 mg/kg, 0 composto
revelou baixa toxicidade e alteracbes hepaticas leves, e ndo foi considerado genotdxico
tampouco mutagénico. Sob essas condigdes experimentais, 0 nerolidol foi considerado seguro
por via oral.

O Nerolidol também demonstrou atividades antioxidante e antibacteriana frente as
cepas de S. aureus, S. mutans, P. aeruginosa, K. pneumoniae, P. aeruginosa MDR, MSSA e
MRSA. Além disso, foi observada atividade antibidtica, com porcentagem de inibi¢éo
superior a 50% sobr maior concentracdo (4000 pg/mL) avaliada.

E sobre sua utilizagdo no tratamento tripanocida pode-se inferir que o nerolidol, é um
composto promissor para estudos futuros e a fim de otimizar o perfil de seguranca do mesmo,
as combinacgdes com outros compostos que conferem menor potencial toxico (incluindo BNZ)
devem ser testadas de forma sinérgica com técnicas inovadoras a fim de, reduzir os efeitos
toxicos do composto e tornar viavel a utilizacdo do mesmo na terapéutica da doenca de

chagas.
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RESUMO

A caatinga € um dominio fitogeografico que se concentra na regiao nordeste e na por¢ao
norte do estado de Minas Gerais no Brasil, este bioma compde um rico ecossistema com
vasta biodiversidade de um grande nimero de espécies endémicas e, extenso potencial
inexplorado para bioprospecgao. Dentre os tipos de produtos fornecidos por esse bioma, os
Oleos Essenciais (OE) recebem notoriedade, visto que, tanto os OE quanto os seus
fitoconstituintes apresentam importante relevancia para a industria farmacéutica, comestética
e alimenticia. O nerolidol por sua vez é um sesquiterpeno encontrando de forma majoritaria
em OE e vem sendo pesquisado devido as suas promissoras propriedades biologicas. Logo, o

objetivo do estudo foi identificar evidéncias disponiveis na literatura sobre a presenca do
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variadas propriedades bioldgicas tém sido postos em evidéncia para pesquisas no ambito
cientifico. Desse modo, o objetivo do estudo foi identificar evidéncias disponiveis na

literatura sobre a presenca do nerolidol em OE obtidos de plantas da caatinga.
2 METODOLOGIA

Realizou-se um levantamento bibliografico descritivo e quali-quantitativo acerca da
presenca do nerolidol em OE obtidos de plantas da caatinga. O levantamento bibliografico
baseou-se em artigos cientificos completos, dissertagdes e teses publicados nos idiomas,
portugués, inglés e espanhol, com dimensao temporal entre 2001 e 2019. Os descritores

utilizados foram: caatinga, 6leo essencial, sesquiterpeno e nerolidol.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os OE também conhecidos por oleos etéreos, oleos volateis e esséncias, encontram-
se entre os produtos do metabolismo vegetal com maiores potenciais promissores e de
melhor acesso para a pesquisa cientifica de compostos tteis ao ser humano (MATTOS et al,,
2007). Entende-se por OE “misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos na maioria das vezes,
por moléculas de natureza terpénica” (MORAIS, 2009).

Os OE sao encontrados em mtmeras plantas, sendo constituidos por substancias do
metabolismo secundario, que nao estao associadas de forma direta com as etapas de
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos vegetais (GARCIA; CARRIL; 2011). A
producdo e armazenamento desses 0leos ocorrem em estruturas secretoras especializadas,
como canais oleiferos, células ou bolsas secretoras e tricomas glandulares, que podem se
apresentar em diferentes orgaos dos vegetais. Logo, de forma inerente a espécie vegetal, os
OE podem estar presentes nas flores, folhas, sementes, raizes ou ramos/caules (BAKKALI et
al., 2008).

De acordo com Simoes et al. (2010) os OE podem apresentar entre dezenas e
centenas de sustancias volateis em sua composicdo. Estas substancias fazem parte,
predominantemente, da classe dos terpenos os quais estdo mseridos nas vias do acido
mevalonico e do 1-desoxixilulose-5-fosfato (DXP), rotas metabolicas responsaveis pela

sintese destes compostos (Figura 1). Os terpenos quando apresentam elementos adicionais
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em sua constituicdo, comumente oxigénio, sao conhecidos como terpenoides (BAKKALI et
al., 2008).

Figura 1. Rotas metabolicas da sintese de terpenos/terpenoides: via do mevalonato e via do 1-

desoxixilulose-5-fosfato (DXP)
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IPP ou DMAPP. IPP: isopentenil pirofosfato; DMAPP: dimetilalil pirofosfato. GPP: geranil pirofosfato; FPP: farnesil
pirofosfato. Fonte: Adaptado de: Baser; Demirci (2007).

Segundo Bakkali et al. (2008) os terpenos sdo classificados conforme o mimero de
unidades presentes no seu esqueleto de carbono: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20) e triterpenos (C30). Os monoterpenos e sesquiterpenos sao 0s mais comuns
em OE compondo até 90% do conteudo total (LAHLOU, 2004).

De acordo com Bruneton (2001) e Simoes e Spitzer (2003) os monoterpenos podem
ser classificados conforme a ciclizagao: aciclicos (mirceno, linalol, geraniol), monociclicos
(alfa-terpineol, terpinoleno) e biciclicos (alfa-pineno, tujona, canfora, fenchona) ou por meio
do grupo funcional: hidrocarbonetos msaturados (limoneno), alcoois (mentol), aldeidos ou
cetonas (mentona, carvona), lactonas (nepetalactona) e tropolonas (gama-tujaplicina).
Enquanto que, os sesquiterpenos (Figura 2), considerados fitoconstituintes majoritarios em

OE (por isso sao os mais notaveis) sdao classificados conforme a ciclizagdo: aciclicos
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(farnesol, nerolidol), monociclicos (acido abscisico, gama bisaboleno) e biciclicos (beta-
selineno, beta-cariofileno). Vale destacar que, cada em um desses subgrupos, classifica-se
um amplo niimero de substancias, estimando-se aproximadamente 200 tipos de esqueletos

carbonicos (SIMOES; SPITZER, 2003; PAVARINI, LOPES, 2016).

Figura 2. Exemplos de constituintes terpénicos

NS X
S
al OH
OH

farnesol nerolidol y—bisaboleno
acido abscisico B-selineno trans-cariofileno

Fonte: Simdes; Spitzer, (2003).

Dentre os fitoconstituintes de natureza terpénica, o nerolidol recebe notabilidade,
tratando-se de um composto geralmente majoritario em OE de varias espécies vegetais.
Conforme Chan et al. (2016) o nerolidol é um sesquiterpeno que possui formula molecular
C15H260 (Figura 3) e pode se apresentar nas formas cis (Z) e/ou trans (E). Ressalta-se que na
isomeria geométrica cis (Z) refere-se a ligantes de maior massa situados no mesmo lado da

molécula e trans (E) refere-se a ligantes de maior massa nao situados no mesmo lado da

molécula.

Figura 3. Estrutura quimica do nerolidol: cis (Z) e/ou trans (E), respectivamente

X N /

Fonte: Diniz et al. (2016).
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O nerolidol é encontrado em OE de varias plantas pertencente a diferentes biomas
incluindo a caatinga. Com base na literatura foram identificadas a presenca de nerolidol em
20 espécies vegetais de origem tanto nativa quanto naturalizada. Dentre estas plantas apenas
5 sao endémicas do Brasil. A parte da planta onde se obteve os OE, foram as folhas sendo
estas consideradas a fonte mais comum de extragcao do nerolidol. Quanto a isomeria do
composto, a forma trans (E)-nerolidol foi a mais prevalente. Vale ressaltar que apenas 3
estudos ndo informaram acerca do tipo de nerolidol identificado nos OE (Tabela 1).
Observou-se também no presente estudo que Varronia dardani (Taroda) J.S.Mill. (Figura 4)
foi a tinica espécie endémica e exclusiva do bioma caatinga, esta espécie distribui-se na
regido Nordeste do pais nos seguintes estados: Ceara, Bahia, Pernambuco, Alagoas, Paraiba
e Rio Grande do Norte (MELO et al., 2012).

Figura 4. Folha de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill

Fonte: Duarte (2015).

Diante disso pode-se inferir que, a caatinga é um patrimonio muito valioso do Brasil
tendo em vista, sua ampla biodiversidade e o seu elevado nivel de endemismo (CORDEIRO
et al., 2016). E tratando-se de compostos bioativos presentes neste dominio fitogeografico o
nerolidol extraido de OE tém evidenciado potencial promissor de aplica¢ao, uma vez que,
possui varias atividades biologicas como antineoplasica, leishmanicida, antioxidante,

antimicrobiana, ansiolitica, potencializador para permeacao de drogas terapéuticas na forma
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transdérmica e larvicida (ARRUDA et al., 2005; MARQUES et al., 2010; NOGUEIRA et

al., 2013; YAMANE et al,, 2013).

Tabela 1. Fontes vegetais de nerolidol presentes em OE

Domini Paited Tipo de
e minios e da
N° Nome Cientifico da planta Origem Endemismos ] Nerolidol Referéncia
fitogeograficos Planta
encontrado
Croton . Caatinga, Cerrado, Mata Partes i .
o1 Nativa Nio : (E)- nerolidol Morats et al., 2006.
argyrophyiloides Muell. Arg. Atlantica. aéreas
Caatinga. Amazonia.
02 Momordica charantia L. Naturalizada Nio Cerrado, Mata Atlantica Semente trans- Nerolidol Braca et al., 2008.
e Pantanal.
. Caatmga, Amazoma, Flores, caules i
03 Lippia origanoides Kunth. Nativa Nio ; trans- Nerolidol Stashenko et al.. 2009.
Cerrado, Mata Atlantica. e folhas.
. - Caatinga, Mata ] ]
o4 Myrocarpus fastigiatus Allemao Nativa Sim Madeira (E) - nerolsdol Wanner et al., 2010.
Atlantica.
Caatmga, Cerrado, Mata
05 Lantana radula Sw. Nativa Nio h Folhas (E)- nerolidol Passos et al., 2012,
Atlantica.
Byrsonima verbascifolia Rich. Ex . Caatmga, Amazoma, .
06 Nativa Nio o Folhas nerolidol (n.s.) Lourengo, 2012.
A Juss. Cerrado, Mata Atlantica
Vitex m tamica (Spreng. Caatinga, Cerrado, Mata
07 s (=g Nativo Nao o . Folhas trans- nerolidol Brum, 2012.
Moldenke Atlantica.
08  Croton nummularius Baill. Nativa Sim Caatnga, Cerrado Ramo nerolidol (n.s) Basto. 2014.
Caatmga. Amazoma,
09  Zanthoxylum rhoifolium Lam. Nativa Nio Cerrado, Mata Atlantica. Folhas (E)- nerolidol Chnistofol1, 2014.
Pampa, Pantanal
. Caatinga, Amazoma, ~
10 Zornia brasiliensis Vogel Nativa Nio o Folhas trans- nerolidol Costa etal., 2015.
Cerrado, Mata Atlantica.
. . Caatinga e Floresta
11 Croton sincorensis Matt. Nativa Sim ) Folhas (Z)-Nerolidol Souza et al., 2017
Ombrofila
: Caatmga. Amazonia, Partes : .
12 Lippia origanoides Kunth Nativa Nio i (E)-nerolidol Silvaetal, 2017.
. Cerrado, Mata Atlantica. aéreas
. . Amazonia, Caatmga, Partes _ .
13 Geophila repens (L) IM. Johnst Nativa Nio ¢ trans- nerolidol Rao; Lar; Gao, 2017.
Cerrado, Mata Atlantica. aéreas
Caatmga, Amazoma,
14 Piper aduncumL. Nativa Nio Cerrado, Mata Atlantica, Folhas Nerolidol (n.s.) Villamizar etal, 2017,
Pampa, Pantanal
Varronia dardani (Taroda) J.S. i Partes
15 . Nativa Sim Caatmga. : trans-Nerolidol Veloso, 2018.
Mill aéreas
Caatinga, Amazonia
Protium heptaphylhim (Aubl) . . Frutos .
16 Nativa Nio Cerrado, Mata Atlantica, (Z)-Nerolidol Cabral et al., 2018.
Marchand ‘maduros
Pampa, Pantanal
, Caatinga, Amazoma,
17 Psidium gugjava L. Naturalizada Nio ) Folhas trans- Nerolidol Souza et al., 2018.
Cerrado, Mata Atlantica.
18 Piper mollicomum Kunth Nativa Nio Caatinga, Amazéma, Folhas (E)- nerolidol Marques etal , 2018.
Banisteriopsis campestris Nerolidol
19 op a Nativa Sim Caatmga, Cerrado Flor @ . Rocha, 2018.
(A Juss.) Little (E)- Nerolidol
Amburana cearensis (Allemao) : Caatmga, Cerrado. Mata : ,
2 Nativa Nio . Maderra (E)- nerolidol Guedes, 2019.
= ACSm Atlantica, Pantanal.
n.s. =nao especificado.
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4 CONCLUSOES

A caatinga € um bioma predominante na regiao Nordeste e compreende um grande
numero de espécies da flora brasileira. Este dominio fitogeografico apresenta uma
consideravel variedade quimica de metabolitos secundarios, como OE e seus ficonstituintes,
dentre estes, o nerolildol, sesquiterpeno aciclico que possui varias propriedades biologicas e
vem sendo inserido em diferentes setores industriais (farmacéutico, cosmético e alimenticio)
de forma progressiva e promissora. Com base no estudo, pode-se inferir que o nerolidol é um

composto facilmente encontrado em diferentes biomas brasileiros inclusive o da caantinga.
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RESUMO

A natureza é uma importante fonte de novos agentes terapéuticos, com isso a quantidade de
medicamentos a base de produtos naturais ou de fitoconstituintes tem aumentando cada vez
mais. O nerolidol é um sesquiterpeno aciclico presente em Oleos Essenciais (OE) de
diferentes espécies botanicas e € amplamente utilizado como agente aromatizante pelas
indlstrias alimenticias e sob o ponto de vista terapéutico possui algumas propriedades
farmacologicas importantes tais como: antineoplasica, leishmanicida, ansiolitica,
potencializadora para permeagao de drogas terapéuticas na forma transdérmica, larvicida,
antioxidante e antimicrobiana. O uso de produtos naturais e fitoconstituintes no tratamento
de doengas vém crescendo ao longo do tempo, e muitas vezes sua utilizagao € realizada de
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forma indiscriminada por grande parte da populagao, podendo inclusive causar sinais e
sintomas de toxicidade. Para avaliar a toxicidade produzida por uma substancia sao
realizados testes de toxicidade que resultardao em informagdes utilizadas para a sua
classificacao toxicologica. Logo, o objetivo do presente estudo foi realizar uma avaliacao
ponderal e screening hipocratico de camundongos tratados com o nerolidol, a fim de
verificar uma possivel toxicidade desse composto. A avaliagdo do peso e a triagem
farmacologica comportamental foi realizada em camundongos machos. Um grupo recebeu a
administragao por via oral de 2000 mg/kg de nerolidol enquanto que o outro grupo recebeu o
veiculo de diluicao (PBS e 10% de DMSO). Apo6s as respectivas administragoes, os
camundongos foram monitorados quanto aos parametros comportamentais por 4h e
avaliacao ponderal foi realizada durante 14 dias consecutivos. Nao foi observada morte dos
animais, na avaliagao aguda do nerolidol sobre camundongos Swiss no periodo de 14 dias.
Da mesma forma, nenhuma alteracao em relacdo ao screening hipocratico foi observada,
sendo o comportamento do grupo tratado semelhante ao do grupo controle em ambas as
doses. O ganho de peso obtido com a dose avaliada foi semelhante com o grupo controle,
evidenciando que o nerolidol ndo demonstrou toxidez nos modelo experimental avaliado.

Palavras-chave: Nerolidol. Oleos Essenciais. Toxicologia. Triagem comportamental.
ABSTRACT

Nature is an important source of new therapeutic agents, with which the number of
medicines based on natural products or phytochemicals is increasing. Nerolidol is an acyclic
sesquiterpene present in Essential Oils (EO) from different botanical species and is widely
used as a flavoring agent by the food industries and under the therapeutic point of view it has
some important pharmacological properties such as: antineoplastic, leishmanicidal,
anxiolytic, enhancer for permeation of therapeutic drugs in transdermal, larvicidal,
antioxidant and antimicrobial form. The use of natural products and phytochemicals in the
treatment of diseases has grown over time, and many times their use is carried out
indiscriminately by a large part of the population, and may even cause signs and symptoms
of toxicity. To assess the toxicity produced by a substance, toxicity tests are carried out that
will result in information used for its toxicological classification. Therefore, the objective of
the present study was to carry out a weight assessment and hypocratic screening of mice
treated with nerolidol, in order to verify a possible toxicity of this compound. Weight
assessment and pharmacological behavioral screening was performed in male Swis mice.
One group received oral administration of 2000 mg / kg of nerolidol while the other group
received the dilution vehicle (PBS and 10% DMSO). After the respective administrations,
the mice were monitored for behavioral parameters for 4 hours and weight assessment was
performed for 14 consecutive days. No death of the animals was observed in the acute
evaluation of nerolidol in mice in the period of 14 days. Likewise, no changes in relation to
hypocratic screening were observed, the behavior of the group being treated as a control
group in the form of doses. The weight gain obtained with the evaluated dose was similar
with the control group, showing that nerolidol did not show toxicity in the evaluated
experimental model.

Keywords: Nerolidol. Essencial oils. Toxicology. Behavioral screening.
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1 INTRODUCAO

A natureza é uma fonte abundante de novos recursos terapéuticos, logo, o uso de
medicamentos a base de produtos naturais ou de fitoconstituintes tem aumentando de
maneira crescente. Varios compostos, principalmente de origem vegetal tém despertado o
interesse da comunidade cientifica, dentre esses, o nerolidol, composto presente em diversos
Oleos Essenciais (OE) de plantas como: Crofon argyrophylloides Muell. Arg., Piper
aduncum L., Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. e Zornia brasiliensis Vogel (Moura;
Martins; Silva, 2019).

O nerolidol ¢ um sesquiterpeno aciclico de formula molecular C;sH,60, este
composto € amplamente utilizado como agente aromatizante pelas industrias alimenticias e
apresenta um grande interesse para a industria de cosméticos em virtude de ser um fixador
natural. Sob o ponto de vista terapéutico, algumas propriedades farmacologicas ja foram
atribuidas a esse composto, tais como antineoplasica, leishmanicida, ansiolitica,
potencializadora para permeag¢ao de drogas terapéuticas na forma transdérmica, larvicida,
antioxidante e antimicrobiana (Arruda et al., 2005; Nogueira Neto et al., 2013; Yamane et
al., 2013).

O uso de produtos naturais e fitoconstituintes no tratamento de doengas tem crescido
ao longo do tempo, e muitas vezes sua utilizagao € realizada de maneira indiscriminada por
grande parte da populagdo, no entanto, em muitos casos, a utilizacao inadequada pode
desencadear doencgas cronicas e agudas conforme a parte utilizada, formas de uso, dose e
tempo de utilizagao (Carvalho et al., 2015; Seca; Pinto, 2019).

Testes de toxicidade sao métodos utilizados para avaliar a toxicidade produzida por
uma substancia teste quando administrada durante um periodo nao superior a 24h, seguido
do monitoramento do modelo experimental (animais) por 14 dias apos essa administracao
(OECD, 2001). Estes testes demonstram informagoes relevantes de toxicidade aguda e
letalidade utilizando um nimero reduzido de animais quando comparado ao teste classico de
DL50 (Dipasquale; Hayes, 2001).

Nos testes de toxicidade também ¢é realizada uma triagem comportamental que serve
para facilitar a identificagdo de uma possivel atividade do composto no Sistema Nervoso
Central (SNC) bem como, indicar os efeitos do mesmo sob o comportamento dos animais
(Almeida, 2006). Devido a escassos relatos na literatura acerca dos possiveis efeitos

toxicologicos produzidos pelo nerolidol em ensaios pré-clinicos, o estudo teve como objetivo
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realizar uma avaliacao ponderal e screening hipocratico de camundongos tratados com o

nerolidol.
2 METODOLOGIA
2.1 Composto

O nerolidol (C;5H,60) consistindo em isomeros cis e trans com pureza > 97,0%, com
peso molecular 222,372 g/mol e densidade 0,8700 g/mL, foi adquirido da Sigma-Aldrich®
(St. Louis, EUA).

2.2 Animais

Foram utilizados para os testes, camundongos machos Swiss albinos (Mus musculus)
com aproximadamente oito semanas de idade, pesando entre 30 e 50g, provenientes do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Durante o experimento, os animais foram aclimatados em caixas de
polipropileno sob condi¢des apropriadas (trés camundongos por caixa) em uma sala com ar
condicionado, sob temperatura de 22° + 2° umidade relativa de 50 £ 5% e ciclo de
claro/escuro de 12h. Os animais receberam agua potavel e comida ad libitum. O experimento
foi realizado de acordo com a legislagao nacional de experimentagao animal e aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
0001/2018).

2.3 Avaliacao Ponderal e Screening Hipocratico

No protocolo experimental da triagem farmacologica comportamental foram
utilizados trés animais por grupo. Um grupo recebeu a administragao por via oral de 2000
mg/kg de nerolidol diluido em PBS e 10% de DMSO enquanto que, o outro grupo recebeu o
veiculo de diluigao (PBS e 10% de DMSO). Os animais foram submetidos a jejum de agua e
alimentos por 3h antes da administracdo dos tratamentos. Apds as respectivas
administragdes, os camundongos foram recolocados na caixa de polipropileno (em grupos de

trés animais cada) e monitorados a cada trinta minutos (30, 60, 120, 180 e 240 min), durante
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quatro horas apds a administracao do tratamento e a cada 24h por 14 dias consecutivos,
seguindo os parametros comportamentais, segundo o teste screening hipocratico descrito por
Malone e Robichaud (1962). Durante o periodo de 14 dias, os animais foram pesados
diariamente para a avaliacao ponderal.

Foram estabelecidos alguns critérios comparativos de acordo com Almeida et al.
(1999) para uma série de comportamentos, que em sua maioria sao realizados de forma
comum e rotineira pelos animais, de modo que, caso ocorresse qualquer alteracao
comportamental em decorréncia dos tratamentos administrados seria possivel inferir uma
relacdo com a atividade no SNC, Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Sistema Nervoso
Autonomo (SNA).

Os parametros comportamentais avaliados foram: atividade geral, frénito vocal,
uritabilidade, resposta ao toque, resposta a estimulos na cauda, contorgao, tonus do corpo,
forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo comneal, tremores, convulsdes, straub,
hipnose, anestesia, lacrimagao, ptose, mic¢ao, defecagao, piloere¢ao, hipotermia, respiragao,
cianose, hiperemia e morte. Esses parametros foram classificados pela intensidade, duragao e
progressao, em um uma escala de 0 a 3 onde: (0) Sem efeito, (1) Pouco efeito, (2) Efeito

médio, (3) Efeito intenso, para posterior analise (Malone, 1962; Malone, 1977).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagoes clinicas diarias evidenciaram auséncia de toxicidade dérmica com
adequada recuperag¢ao, manutengao do estado geral, presenca de atividade fisica, disposicao
para alimentar-se e auséncia de mortes nos animais tratados com o nerolidol e o grupo
controle negativo. Em relagao a avaliacao ponderal dos camundongos foi observado ganho
de massa corporea do grupo experimental, a partir das afericdes realizadas de forma prévia e
no decorrer de 14 dias de monitoramento apos a aplicacao da dose de 2000 mg/mL do
nerolidol (Figura 1). O acompanhamento da massa corporal do animal ¢ um importante
indicador para a avaliagao da toxicidade de uma substancia aplicada em animais saudaveis,
pois, ap6s a administracao de quaisquer substancias a presenca de lesdes dermatologicas
acompanhadas de prurido e dor, inapeténcia e consequente perda de peso, caracterizam uma

possivel toxicidade do composto (Silva et al., 2005).
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Figura 1. Avaliacdo ponderal do peso dos camundongos tratados com nerolidol
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Janior et al. (2012) afirmaram que a variagdo de peso € um dos parametros mais
utilizados em estudos toxicologicos para indicar o aparecimento, muitas vezes, precoce, da
toxicidade de uma substancia em um animal. Da mesma forma, outros estudos tém avaliado
o ganho ou perda de peso corporal em animais submetidos a determinadas substancias de
interesse na toxicologia médica, ambiental e alimentar (Bhaskar e Mohanty, 2014; Lu et al.,
2014; Mukerji et al., 2015;. Das et al., 2015; Olson et al., 2015).

Os animais tratados com o nerolidol na dose de 2000 mg/mL nao apresentaram
mudangas comportamentais anormais quando comparados com o grupo controle, uma vez
que, durante o tratamento. Os parametros analisados foram realizados de forma sistematica:
avaliagdo clinica (modificacdes na pele, pélos, olhos, mucosas, alteragdes respiratorias,
circulatorias e dos SNC e SNP) e avaliagao de efeitos gerais, ou seja, alteragdes no estado de
consciéncia e disposicdo, sistema motor, tonus muscular, SNC (tremores, convulsao e
sedagdo) e SNA (lacrimejamento, salivagao, ptose, piloerecao e respiragdao). Os achados
obtidos revelaram que nao foram observadas alteragdes nesses sistemas tampouco alteragoes

comportamentais (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Screening hipocratico de camundongos tratados com nerolidol — SNC
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C= Controle e N= Nerolidol. Classificacdo dos efeitos: (0) Sem efeito, (1) Pouco efeito, (2) Efeito médio, (3)

Efeito intenso.
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As observagdes descritas na triagem comportamental servem para facilitar a
investigacao de uma possivel atividade do composto no SNC, bem como, indicar os efeitos
do mesmo no comportamento dos animais (Quintans-Junior, 2004). Por meio do screening
hipocratico foi possivel obter uma estimativa geral da natureza toxicologica da concentragao
aplicada nos animais, analisando, estado de consciéncia e disposicao, atividade e

coordenacdo do sistema motor, reflexos, atividades sobre o SNC e sobre o SNA.

Tabela 2. Screening hipocratico de camundongos tratados com nerolidol — SNA

Parametros Avaliados Tempo (min)
30 60 120 180 240
SNA C NC NCNCNUCN
Cianose 0O 0 0 0 0 0 0 O O O
Constipagdo O 0 0 0 0O O O O O O
Defecacdo 1 1 1 1 0 1 0 o0 1 o0
Diarreia 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 O
Forca para agarrar 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Lacrimejamento 0O 0 0 0 0 0 0 00 O
Micgao 1 0 0 0 0 0 1 O O O
Piloerecao 0O 0 0O 0o 0O 0o 0O 00 O
Respiracao acelerada o 0 0 0 0 O O O O O
Salivagdo o 0 0 0 0 0 O O O O
Toénus muscular o 0 0 0 0 O O O O O

C= Controle e N= Nerolidol. Classificacao dos efeitos: (0) Sem efeito, (1) Pouco efeito, (2) Efeito médio, (3)
Efeito intenso.

Pires Junior et al. (2012) avaliaram em camundongos a toxicidade aguda do extrato
hexanico de fiutos de Melia azedarach que apresenta o nerolidol como constituinte
majoritario e observaram que nao houve morte dos animais na avaliacao aguda do extrato
(dose de 2000 mg/kg), no periodo de 14 dias. Além disso, nao foi observada alteragao no
screening hipocratico, de modo que, o comportamento do grupo tratado foi semelhante ao do
grupo controle. Quanto ao consumo de racao, nao houve diferenca no grupo dos
camundongos tratados com o extrato e o ganho de peso obtido foi parecido com o grupo
controle, evidenciando que o extrato ndo apresentou toxicidade frente aos parametros
analisados o que corrobora com o presente estudo.

A toxicidade de uma substancia para um organismo vivo pode ser considerada como
a capacidade de lhe causar dano grave ou morte. Vale destacar que toda substancia de acordo
com os principios da toxicologia, pode ser considerada um agente toxico dependendo das

condi¢des de exposicao (doses administradas e consequentemente o quanto foi absorvido),
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tempo, frequéncia de exposicao (doses tUnicas ou repetidas) e vias de administracao

envolvida (Campos et al., 2016).
5 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste estudo pode-se verificar que o nerolidol nao
causou sinais evidentes de toxicidade aguda nos animais. Vale ressaltar que, a auséncia de
sinais de toxicidade aguda nesse tipo de modelo experimental ainda nao € suficiente para
determinar o uso terapéutico do nerolidol, pois estudos adicionais devem ser realizados a fim
de avaliar a toxicidade cromica, o que agregara maior seguranga para sua utilizagao

comercial.
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