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Resumo

A ocorréncia de parasitoses em diversas regibes do mundo é bem
elevada. Segundo a OMS cerca de quatro habitantes no planeta possui alguma
parasitose causada por um helminto. Os casos de helmintiases no Brasil sdo
bem frequentes e se ddo devido a inumeros fatores como as condi¢bes
precarias de saneamento basico, nivel socio econémico, grau de escolaridade
e os habitos de higiene da populacdo local. O arsenal terapéutico disponivel
para o tratamento das helmintiases encontra-se bastante reduzido, e o
surgimento de cepas resistentes aos anti-helminticos vem dificultando ainda
mais o tratamento e prevencdo destas parasitoses. Muitos produtos naturais
sdo, tradicionalmente, conhecidos como possuidores de atividade anti-
helmintica, necessitando que seus efeitos sejam comprovados. Pesquisas
demonstram que extratos brutos de diferentes espécies de Laurencia sp.
possuem atividades contra parasitos; € relatada sua atividade antibacteriana,
antifangica, anti-leishmaniose, anti-trichomonal, anti-helmintica, antimalaricas,
anti-viral, analgésica, anti-inflamatoria, anti-coagulante e antioxidante.
Entretanto, sua possivel atividade anti-helmintica ainda nédo foi estudada. O
Caenorhabditis elegans € um excelente modelo experimental para testar
atividade anti-helmintica, pois € de facil cultivo e baixo custo. O objetivo do
trabalho realizado foi avaliar o potencial anti-helmintico do extrato bruto obtido
da alga Laurencia dendroidea e de um dos seus metabdlitos, o elatol, em C.
elegans adulto. Foi mantida em laboraté6rio a cepa N2 de C. elegans de acordo
com Brenner (1974). Nas placas contendo cerca de 30 adultos de C. elegans
foram adicionadas concentracdes crescentes do extrato FOR (25 ng/mL; 50
ng/mL; 100 ng/mL; 200 ng/mL e 400 ng/ml) e do Elatol (25, 50ng/ml, 100ng/ml,
200 ng/ml e 400 ng/ml). O periodo de incubacdo foi de 3 dias. A condig¢édo
DMSO 0,1% foi utilizada, pois este foi o diluente do FOR e Elatol. Para o
calculo da porcentagem de sobrevivéncia ela foi plotada em funcdo da
concentracdo dos compostos (GraphPad Software, Inc., EUA). As alteracdes
morfolégicas causadas pelo extrato ou elatol em C. elegans adulto foram
avaliadas por microscopia oOptica. Nos ensaios com FOR, em nenhuma das
concentracOes testadas foi observada alteracdo significativa da sobrevivéncia
de C. elegans adulto (P>0,05, One-Way ANOVA, Bonferroni pés-teste). Nos

ensaios utilizando o metabolito majoritario Elatol, houve diminuicéo significativa
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da sobrevivéncia de C. elegans adulto nas concentra¢des de 100 ng/mL e 200
nh/mL (P<0,05, One-Way ANOVA, Bonferroni pos-teste). O DMSO 0,1% né&o
alterou a sobrevivéncia de C. elegans. As analises por microscopia Optica,
demonstraram que os adultos, no experimento controle apresentavam sua
cuticula integra e abertura oral e es6fago inalterados. O mesmo foi observado
para os helmintos em DMSO 0,1%. Os helmintos tratados com o extrato FOR
25ng/ml apresentaram alteragbes cuticulares, como o0 pregueamento e
desprendimento da cuticula que estava visivelmente disforme. Além disso, a
abertura oral e es6fago dos helmintos se encontravam alteradas quando
comparadas com o controle e em todas as outras concentragdes foram
encontradas alteragdes. Os helmintos tratados com elatol 25,100 e 200 ng/mL
apresentavam desprendimento da cuticula e a presenca de vesiculas na sua
superficie, corroborando com o0s dados obtidos nos percentuais de

sobrevivéncia.
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Introducao
1.1. Nematoides

Os nematoides conhecidos, popularmente, com “vermes cilindricos”. Sao
organismos multicelulares, pseudocelomados, que apresentam o corpo
alongado, com extremidade anterior e posterior afiladas, sem segmentacéo e
com simetria bilateral, o que confere a estes um eficiente plano de organizacao
corporal (ROBERTS & JANOVY, 2009).

Os nematoides sédo pequenos e cerca de 75% de todas as espécies séo
de vida livre e habitam agua do mar ou agua doce, sendo assim nao conferem
nenhum risco a saude humana, entretanto. Alguns sdo parasitos de
importdncia médica e veterindria, outros sao responsaveis por grandes

prejuizos na agricultura (MELO et al., 2015)
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Figura 3 - llustracao da morfologia dos nematoides

A parede do corpo dos nematoides € constituida por uma cuticula,
hipoderme e musculatura. A cuticula é uma cobertura externa, ela reveste toda
a cavidade bucal, es6fago, anus, cloaca, poro excretor e vagina. A cuticula &
uma camada de extrema importancia e é essencial na evasdo da resposta
imune em parasitas (ROBERTS & JANOVY, 2009)
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Figura 4 - llustracdo da cuticula de nematoides

A hipoderme é um sincicio que se localiza abaixo da membrana basal da
cuticula, estando localizadas as organelas celulares. Uma funcdo de grande
importancia da hipoderme é a sintese e secrecdo de cuticula. (ROBERTS &
JANOVY, 2009)

A musculatura somética estd por todo o corpo do nematoide. As
contracdes ocorrem devido as porgdes contrateis e ndo contrateis das células
do corpo e dos miocitos. Essas células, os miécitos contem nucleo,
mitocdndrias , ribossomos, reticulo endoplasmatico entre outras organelas. A
contracao dos filamentos do musculo estriado ocorre com deslizamento dos
filamentos de actina sobre os de miosina, semelhante ao modelo Hanson-
Huxley (ROBERTS & JANOVY, 2009)

1.2. Helmintiases

As helmintiases sdo doencas caracterizadas por manifestacdes clinicas

diversas e podem se apresentar sob forma assintomatica a leve e sob formas
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mais graves e severas. Os sintomas podem variar de inespecificos para as
formas mais leves, como anorexia, disturbios do sono, nauseas, vomitos e
diarréia. Porém nas formas mais severas alguns sintomas sdo bem
caracteristicos como: desnutricdo decorrente de lesGes nas mucosas e
exsudagdo intestinal causada por Necator americanus, Strongyloides
stercoralis; alteracdo do metabolismo de sais biliares causado por hemorragias
severas causadas por Necator americanus e Trichuris trichiura; entre outras

manifestacdes especificas (BRAZ et al.,2015)

Com base no ciclo bioldgico, os helmintos podem ser subdivididos em:
bio-helmintos (€ necessaria a utilizacdo de um hospedeiro intermediario) e geo-
helmintos (utilizam o solo para seu desenvolvimento) (HU et al., 2013). No caso
dos geo-helmintos os ovos ou larvas irdo se tornar habeis para infectar em
condicdes ideais de clima e umidade (DE SOUZA et al.,2002). As helmintiases
causadas pelos geo-helmintos estdo correlacionadas com o nivel
socioeconbmico, sendo assim sdo perceptiveis elevadas taxas de prevaléncia
em paises de baixo desenvolvimento socioeconbmico em gque o0 saneamento
basico é precario e o0 acesso a agua segura e limpa é dificultado
(ZIEGELBAUER et al., 2012)

Entre os parasitos que podem habitar o trato gastrointestinal humano
estdo os que pertencem aos filos Plattyhelminthes, Nematoda, Acantocephala.
Diversos fatores sdo importantes para a transmissdo de parasitos. O uso de
alimentos e éagua contaminados podem transmitir alguns parasitos como
Taenia solium, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e Enterobius
vermucularis. Outros sao transmitidos por larvas presentes no solo como
Ancylostoma duodenale, Necator americanus e Strongyloides stercoralis (DE
ANDRADE et al.,2010)

O Ascaris lumbricoides é o responsavel pela helmintiase mais
disseminada em escala mundial e possui alta prevaléncia em paises de clima
tropical e com precérias condigbes de saneamento. A fémea do parasita libera
um grande numero de ovos por dia o que facilita sua disseminacdo e também
seu diagnéstico devido a liberacdo intermitente dos ovos. O E. vermiculares

tem diagnéstico rapido devido ao sintoma classico da parasitose provocada
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pelo helminto que € o prurido anal devido a presenca do parasito no local (DE
SOUZA et al.,2002).

Alguns helmintos sdo comumente associados a anemia ferropriva como
0 A. duodenale e o N. americanus que quando na fase adulta utilizam sua
capsula bucal para se fixar a mucosa intestinal do parasitado onde se
alimentam de sangue e com isso causam espoliacdo cronica e perda de
sangue. Alguns fatores como idade, carga parasitaria, associacdo com outros
helmintos parasitas podem influir na intensidade da manifestacdo (DE SOUZA
et al.,2002).

Existem trés fatores de extrema importancia para que ocorra a infecgcao
por parasitas que sao: o parasito, as condicbes do hospedeiro e 0 meio
ambiente. Em relacdo ao agente parasitario podem ser citadas a resisténcia
gue ele possui ao sistema imune do hospedeiro e também os mecanismos de
escape que sao inerentes as transformagdes ocorridas ao longo do ciclo de
vida de cada parasito. Os fatores que sao inerentes ao hospedeiro sdo: idade,
estado nutricional, genética e fatores relacionados a comportamento e
profissdo. A unido das condicbes ambientais com os fatores descritos
anteriormente vai favorecer e facilitar a propagacdo de doencas parasitarias
(FREI et al., 2008).

1.3. Helmintiases no mundo

Estimativas confirmam que cerca de 4,5 bilhdes de pessoas no mundo
estdo susceptiveis a infeccbes por helmintos transmitidos pelo solo, entre
esses encontram-se Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e os
ancilostomideos (HU et al.,, 2013). Cerca de mais de um bilhdo de pessoas
estdo infectadas com um ou mais de um geo-helminto que promovem a
infeccdo através dos seus ovos que séao ingeridos por meio de alimentos e
agua contaminados (HU et al.,2013). As condi¢des de higiene da populacéo, o
nivel socioeconémico e grau de escolaridade e também a falta de saneamento
basico vao contribuir diretamente para a transmissdo de helmintos parasitas a
populacao de determinada localidade (MACHADO et al.,1999)
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Dados comprovam que na América Latina, cerca de 200 milhdes de
pessoas estao abaixo da linha da pobreza. Além disso, cerca de 2,4 milhdes de
pessoas ndo possuem saneamento basico o que prejudica 0 acesso a essas
pessoas a agua segura e a promoc¢ao de higiene pessoal e um bilhdo de
pessoas ndo possuem agua potavel acessivel. A nivel escolar, cerca de um
bilhdo de adultos sédo analfabetos e 110 milhdes de criancas estdo fora das

escolas por inumeros motivos existentes (DE ANDRADE et al.,2010).

As parasitoses intestinais sao classificadas como problemas de saude
publica e sua ocorréncia tem maior destague em paises com baixo
desenvolvimento socioecondémico e estas sdo tratadas na Atengdo Primaria
(FERRAZ et al.,2014). As populaces mais pobres apresentam maiores indices
de prevaléncia de helmintiases intestinais e doencas como ascaridiase,
tricuriase e infec¢bes causadas por ancilostomideos (ORSO et al.,2014). Cerca
de 20 a 30% da populacdo que habita as Américas estao infectadas por esses
helmintos parasitas (DE ANDRADE et al.,2010).

1.4. Helmintiases no Brasil

As infeccBes causadas por helmintos parasitas € um grave problema
enfrentado pela populacdo brasileira e esta relacionada as péssimas condicdes
de saneamento basico e utilizacdo de agua contaminada. O alto custo das
obras para oferecer o saneamento basico adequado a populacdo é um fator
muito relevante e dificulta a instalacdo da rede de esgoto. Outro fator que
prejudica a promocdo da saude e combate a essas parasitoses é a falta de
investimento em programas educacionais em localidades onde existe maior
prevaléncia de helmintiases. E de grande importancia a implantacdo de
programas educacionais do Governo a fim de promover mudanca de costumes
e crencas que facilitam os mecanismos de transmissdo de helmintiases
(GIATTI et al.,2004)

Entretanto, em 2005 foi aprovado o Plano Nacional de Vigilancia e
Controle de Enteroparasitoses pelo Ministério da Saude que visa estabelecer
estratégias para o controle das parasitoses intestinais por meio de informacdes

obtidas sobre prevaléncia, morbidade e mortalidade associada a infec¢des por
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helmintos. Além destes objetivos o Plano visava conhecer 0s agentes
etiolégicos das parasitoses além de promover a normatizagédo, coordenacédo e
avaliacao de ferramentas para a prevencao e controle, identificar os fatores de
riscos e promover atividades educativas para orientar os profissionais de saude
(DE ANDRADE et al.,2010).

Os estudos epidemiolégicos sdo bem escassos no Brasil e quando
realizados se apresentam de forma fragmentada. Sendo assim, algumas
localidades possuem esses estudos e outras ndo. A agregacao de
caracteristicas regionais, sociais e econdémicas € uma grande dificuldade para
a realizacao de estudos epidemioldgicos. A falta de dados é muito prejudicial
para a implantacdo de estratégias preventivas e de tratamento, pois ndo é
possivel determinar de forma regional a gravidade das infec¢cdes causadas por
parasitas intestinais e por fim tracar o perfil epidemiologico e verificar a
distribuicdo dessas helmintiases (FERRAZ et al.,2014).

1.5. Tratamento das Helmintiases

As infeccBes por helmintos sdo problemas de saude publica e de
grande magnitude. O tratamento utilizado para as helmintiases visa agir
atuando de forma local para expulsar ou provocar a morte dos helmintos
parasitas que habitam o trato gastrointestinal, e outros atuam de forma
sistémica a fim de restabelecer a homeostase do organismo. Os mecanismos
sdo diversos, envolvendo a paralisia do helminto, a geracdo de danos e
descamacéao da cuticula, alteracdes no metabolismo do parasita, entre outros
(MANKE et al.,2015). Os medicamentos mais utilizados no tratamento das
helmintiases sdo os benzimidazois, avermectinas, imidazois e as salicilanilidas
(MELO et al.,2015).

Os parasitas nematddeos transmitidos pelo solo, como A. lumbricoides e
os ancilostomideos que podem acometer de forma severa a populagdo possui
como tratamento de primeira linha os benzimidazois que sdo agentes de amplo
aspecto e os mais utilizados sdo o albendazol, mebendazol e o tiobendazol.
Entretanto, o uso do tiobendazol é evitado devido a sua elevada toxicidade e

seu uso promove efeitos como nauseas e vomitos (BRAZ et al., 2015).
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Os benzimidazois atuam como agentes seletivos para a beta-tubulina
dos nematédeos o que com faz com que ocorra uma acao seletiva do farmaco
na proteina do parasito (BRAZ et al.,, 2015). Estudos indicam que a acao
desses medicamentos causa alteracdes ultraestruturais nas ceélulas intestinais
dos nematoides e nas células tegumentares dos cestdides e assim ocorre uma
desorganizacgdo de vesiculas citoplasmaticas e outras organelas. Sendo assim,
alteragcbes como a desorganizacdo do citoplasma e inibicAo do transporte
mediado por microtibulos sédo efeitos provenientes do uso dessa classe de
farmacos nos helmintos (KOHLER, 2001). Os microtibulos sdo organelas de
extrema importancia, pois estdo envolvidos em fungdes vitais inerentes ao
organismo de todos o0s eucariontes, eles atuam na mitose, motilidade e
transporte. Ao ocorrer a interagdo farmaco-tubulina ocorre uma mudanca nos
microtubulos que resulta na perda da capacidade de polimerizacdo e o
acumulo de tubulina livre nas células dos parasitos. A fungéo dos microtubulos
€ essencial para a sobrevivéncia celular e alteragfes nessas organelas podem
levar a morte do organismo (KOHLER, 2001).

Os esquemas terapéuticos para o tratamento de infec¢Bes causadas por
esses helmintos véo diferir de acordo com a patologia em questdo, que ira
determinar o medicamento de escolha. Para o tratamento de adultos e criancas
maiores de dois anos € utilizada dose Unica de 400 mg por via oral do
albendazol ou entdo o mebendazol de 100 mg , via oral, duas vezes ao dia no

periodo de trés dias (BRAZ et al.,2015).

Albendazol Mebendazol Ivermectina
Ancilostomideos ++ ++ -
Trichuris ++ +++ +
Ascaris ++ ik ++
Estrongiloides ++ + ++

Tabela 1 — Atividade dos antihelminticos em alguns helmintos transmitidos pelo solo
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Os agonistas nicotinicos sao antihelminticos bem usuais e possuem uma
diferenga da maioria dos antihelminticos, pois ndo atua no sistema nervoso do
parasita (KOHLER, 2001). Os farmacos pertencentes a classe sdo o0s
imidazois, como o levamisol; as tetrahidropirimidinas, como pirantel, morantel e
oxantel. Além deste pertencem a esta classe 0s sais quaternarios de amonio e
pirimidinas (MARTIN, 1997). O mecanismo de acdo € baseado na paralisia
espastica do musculo do helminto que pode levar a sua morte, isso ocorre
porque a superficie muscular dos nematoides possui receptores nicotinicos que
podem ser abertos por antihelminticos nicotinicos e, ao fazer isso, esses
farmacos desencadeiam uma despolarizacdo que resulta na paralisia muscular
do corpo do helminto (KOHLER, 2001).

Outra classe comumente utilizada é das lactonas macrociclicas, que
compreendem compostos como as avermectinas (ivermectina e doramectina) e
as milbemicinas (moxidectina). Os farmacos sédo bastante conhecidos por sua
atividade contra nematoides, inseticida e ascaricida. Possuem como
mecanismo de acdo a producdo de paralisia da musculatura somatica do
helminto, impedindo a alimentacdo do parasita através do bloqueio do
movimento faringeal (KOHLER, 2001). No tratamento de estrongiloidiase,
estudos comprovaram que a ivermectina promove maior mortalidade de larvas
do Strongyloides stercoralis em comparacdo ao albendazol, sendo assim a
ivermectina é o farmaco utilizado como tratamento de primeira escolha, pois
possui menor toxicidade que o tiobendazol e maior eficacia que o albendazol
(BRAZ et al.,2015).

O praziquantel é um medicamento antihelmintico de escolha utilizado
para o tratamento de esquistossomose (HALTON, 2004). O mecanismo de
acdo ndo foi completamente elucidado, mas o farmaco produz efeitos no
tegumento do parasita e interfere na contracdo muscular causando paralisia
espastica (VIGNADUZZO et al.,2015). Estudos sugerem que o sitio de a¢cao do
praziquantel sdo os canais de calcio, devido a alteragdo do influxo de calcio
provocado pelo farmaco (KOHLER, 2001).

O uso de produtos naturais como pontos de partida para o
desenvolvimento de novos medicamentos foi de grande utilidade para as

industrias farmacéuticas. O uso de metabdlitos secundarios de plantas como
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fonte de principios ativos para novos medicamentos ocorre desde o século XIX
(MONTANARI, 2001). Dados da OMS informam que cerca de 80% da
populacdo mundial faz uso de alguma planta para fins terapéuticos no
tratamento de helmintiases. Diversas plantas tém sido investigadas devido a
seu potencial antihelmintico entre elas estdo Aerva lanata, Cassia auriculata,

Citrus medica entre outras espécies de plantas (MANKE et al.,2015).

1.6. Laurencia dendroidea

As algas do género Laurencia, da familia Rhodomelaceae, ordem
Ceramiales, sdo caracteristicas de regibes de clima tropical, subtropical e
regides de clima temperado quente e sdo conhecidas pela producdo de
diversos metabdlitos secundarios que geralmente possuem atomos de
halogénio em sua composi¢géo (SUDATTI et al.,2011.LHULLIER et al.,2009).

O género Laurencia possui mais de 700 compostos halogenados
relatados. Com isso, essas algas tornaram-se potenciais alvos de pesquisa
para novos farmacos. Diversas substancias quimicas tém sido estudadas como
possiveis alvos para pesquisas farmacoldgicas. Dentre esses compostos
quimicos estdo sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e acetogeninas
principalmente halogenados (MACHADO et al.,2014). Algumas atividades das
algas do género Laurencia foram comprovadas, como atividade antibacteriana,

antiviral , citotoxica, leishmanicida e anti-inflamatéria (MACHADO et al.,2014)

O perfil quimico de algas da espécie Laurencia dendroidea na costa
sudeste do Brasil foi demonstrado por Machado et al. (2014). As algas foram
coletadas no Rio de Janeiro nas localidades de Angra dos Reis e Parati, € no
Espirito Santo na localidade da Serra. De cada alga coletada dessas trés
localidades foram obtidos os metabolitos majoritarios. Nas algas da regiao de
Angra dos Reis foi encontrado como majoritario a dendroidona, nas algas do
Espirito Santo foi isolado o dendroidiol e por fim nas algas de Parati foi isolado
0 metabdlito majoritario, debromoelatol (MACHADO et al.,2014).
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1.7. Elatol

O Elatol € um metabdlito secundario que foi isolado pela primeira vez em
uma alga da espécie Laurencia elata e a partir dessa descoberta o elatol foi
isolado de outras espécies de Laurencia sp. Dentre suas func¢des como
metabdlito secundario, ele possui potencial de defesa contra infeccbes
causadas por microorganismos e também inibe atividade herbivora (Dos
SANTOS et al.,2010).

O uso do elatol em protozoarios como a Leishmania amazonensis
mostrou-se bem eficaz na morte da forma promastigota do protozoario.
Estudos demonstram que a exposicdo ao elatol causa diversas lesdes
ultraestruturais e diminui significativamente a sobrevivéncia da forma
promastigota do L. amazonenses (DOS SANTOS et al., 2010). Neste estudo
nas concentracdes de 0,1; 1; 10 e 100 pM elatol diminuiu a sobrevivéncia dos

promastigotas de L. amazonenses in vitro (DOS SANTOS et al., 2010).

Além de protozoarios do género Leishmania, os efeitos do elatol também
ja foram demonstrados em Trypanosoma cruzi (Veiga-Santos et al., 2010).
Neste protozodrio, elatol foi capaz de causar danos morfolégicos e
ultraestruturais, como inchaco nas mitocondrias e formacédo de grandes
vacuolos citoplasmaticos e essas alteracdes foram vistas nas formas
epimastigota e tripomastigota. O elatol foi comparado a um medicamento usual,
o0 benzonidazol e apresentou melhor atividade contra as formas amastigota e

tripomastigota do T.cruzi (Veiga-Santos et al., 2010).

Além disso, estudos realizados por Davyt et al. (2001) apontam que a
espécie Laurencia scorparia obtida na Praia Brava no RJ possui atividade
antihelmintica em Nippostrongylus brasiliensis (DAVYT et al.,2001)

1.8. Caenorhabditis elegans

O Caenorhabditis elegans é classificado como um nematoide de vida
livre e que se encontra principalmente na agua do solo e comumente
encontrado em clima temperado. Possui um ciclo de vida curto e simples que

dura em torno de 3 a 4 dias, seu tamanho é pequeno por volta de 1 mm e se
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mantém em temperaturas entre 22°C — 25°C (JHIANG, et al.; 2016). Devido a
estas caracteristicas o C.elegans tornou-se um modelo experimental para o
desenvolvimento de pesquisas diversas nas areas biologicas e pesquisas com
0 objetivo de avaliar a possivel atividade anti-helmintica de substancias ou
compostos. O C.elegans possui baixo custo de manutencéo, ciclo de vida
simples e rapido, possui reproducao facil e as culturas sao faceis de manipular.
Sendo assim, a utilizagdo do modelo experimental para realizagcdo de ensaios a
fim de investigar o comportamento, sobrevivéncia e outras caracteristicas de
nematoides é viavel (SANT’ANNA et al.,2013)..

O genoma do C.elegans é totalmente conhecido e ja sequenciado e com
isso esse nematoide de vida livre € também um 6timo modelo experimental
para ensaios toxicoldgicos (JHIANG et al., 2016). Estudos relatam a utilizacdo
do C.elegans como modelo experimental bem eficaz para testar in vitro os

medicamentos antihelminticos disponiveis no mercado (KATIKI et al.,2011).

O C.elegans possui um ciclo de vida bem rapido e simples e possui
quatro estagios de larva até a fase adulta. O desenvolvimento do C.elegans da
forma de ovo para eclodir como L-1 dura cerca de 9 horas e para o préximo
estagio de L-2 sdo precisas mais 12 horas. JA em L-2 o C.elegans para o
estagio de L-3 e L-4 sdo necessarias mais 8 horas para cada estagio. No ultimo

estagio o helminto leva 18 horas para entrar na fase adulta.
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Figura 5 - Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans. As setas indicam o tempo decorrente

de cada etapa de desenvolvimento do helminto.

2. Justificativa

As helmintiases sao graves problemas de salde publica no Brasil e em
todo mundo. Por acometerem em sua grande maioria a populacdo de
localidades com baixo nivel socioecondmico, helmintiases, como filarioses,
esquistossomose, Ascariase, Tricuriase, Necatoriase e Ancilostomiase, séo
consideradas doencas negligenciadas e que do ponto de vista financeiro nao
apresentam atrativos para agéncias de fomento e grandes empresas

farmacéuticas.

Diversos fatores provocam o surgimento dessas infec¢des causadas por
helmintos, como o uso de agua de ma qualidade, falta de habitos de higiene,
grau de escolaridade, saneamento béasico inexistente ou precario. Em
localidades em que bons habitos de higiene nédo séo difundidos é bem comum
a ocorréncia de helmintiases (MANKE et al.,2015).
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Segundo a OMS, o Brasil possui cerca de nove doencas negligenciadas
que sdo endémicas no territdrio nacional. Entre elas estdo as geohelmintiases
causadas por Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator
americanus e Trichuris trichiura. O controle e preven¢do dessas helmintiases
intestinais sdo de grande importancia para a qualidade de vida da populacao
local, além de promover a reducdo da pobreza da populacdo (AGUIAR-
SANTOS et al., 2013).

O arsenal terapéutico utilizado para o tratamento de helmintiases €
composto por algumas classes de medicamentos como os benzimidazdis,
agonistas nicotinicos, lactonas macrociclicas, praziquantel entre outros
medicamentos. Este arsenal terapéutico € bastante restrito e 0 uso
indiscriminado desses medicamentos vem provocando a resisténcia por parte
dos helmintos a eles. Sendo assim, 0 esquema terapéutico utilizado para o
tratamento de helmintiases esta desatualizado e em alguns causos ndo possui
mais o efeito desejado (KOHLER, 2001).

A resisténcia aos antihelminticos usuais despertou necessidade de
novos medicamentos que sejam eficazes para o tratamento de helmintiases.
Sendo assim, sdo necessarios novos estudos para o desenvolvimento de
novos principios ativos com potencial anti-helminticos . Os produtos naturais
sdo alternativas promissoras para o desenvolvimento de substancias com
potencial anti-helmintico e diversos estudos vem sendo realizados para
comprovar a possivel atividade anti-helmintica de produtos naturais (MANKE et
al.,2015).

Neste contexto, a busca de novos compostos antihelminticos se faz
necessaria e 0os produtos naturais encontrados nas macroalgas da regiao de
Macaé-RJ sdo promissores. Mesmo possuindo atividade anti-Leishmania (da
Silva Machado et al., 2011) e anti-Trypanosoma (Veiga-Santos et al., 2010), a
atividade anti-helmintica do extrato de Laurencia dendroidea ainda n&o foi
avaliada. Por isso, seu efeito anti-helmintico sera avaliado no modelo

experimental C. elegans.
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3. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antihelmintico do extrato bruto e do metabdlito elatol
obtidos da alga Laurencia dendroidea no modelo experimental Caenorhabditis

elegans.
3.1. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de extrato bruto de Laurencia dendroidea em diferentes
concentracbes na sobrevivéncia de helmintos adultos de Caenorrabditis

elegans;

Avaliar o efeito do metabdlito Elatol extraido da alga Laurencia
dendroidea em diferentes concentracfes na sobrevivéncia de helmintos adultos

de Caenorabditis elegans;

Investigar alteracfes morfolégicas e estruturais promovidas pelo extrato
bruto de Laurencia dendroidea e pelo elatol em helmintos adultos de

Caenorhabditis elegans através da microscopia oOptica.
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4. Metodologia

4.1. Cultivo e manutencdo de Caenorhabditis elegans

Para o cultivo do C. elegans, a bactéria Escherichia coli (CP50) foi
utilizada como fonte alimentar para o C. elegans e mantida em meio L-Broth
(59 de Triptona,2,5 g de Extrato de levedura,2,5g de NaCl, 7,59 de Agar e
500ml de agua destilada). A cepa N2 de C.elegans foi mantida em placas de
cultivo contendo meio NG (3g/L de NaCl; 17 g/L de agar; 2,5 g/L de peptona; 1
mM CaCl2; 5 mg/L de colesterol em etanol; 1 mM MgSO4 e 25 mM KPO4) e
com a bactéria a 22°C. Foram feitos repiques a cada 7 dias para garantir a

sobrevivéncia dos helmintos. A cultura foi mantida segundo Brenner (1974).

4.2. Avaliagdo da atividade do extrato bruto de Laurencia dendroidea

em formas adultas de Caenorhabditiis elegans

As andlises foram realizadas com o extrato da alga Laurencia
dendroidea e seu metabdlito Elatol. O extrato e o elatol foram gentilmente
cedidos pela Prof2 Dra. Angélica Ribeiro Soares (Grupo de Produtos Naturais
de Organismos Aquaticos (GPNOA), NUPEM, Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), Campus Macaé-RJ. O extrato foi obtido por meio de uma
extracdo acido-base do extrato bruto em CH2CI2 e as suas fracdes foram

obtidas a partir do extrato.

Para a realizacdo dos experimentos foi necessario realizar a
sincronizagao da cultura para a obtencdo dos ovos de C.elegans. Inicialmente
a placa de cultivo foi lavada com agua destilada ou meio M9 (3 g de KH2PO4,
6 g de Na2HPO4, 5 g de NaCl, 1 ml de MgSO4 1 M e 1L de H20) para a
coleta dos helmintos da placa, em seguida foi adicionada uma solucao
constituida de 0,5 ml de NaOH 5M e 1ml de hipoclorito 6% para que ocorresse
a destruicdo dos adultos e larvas mantendo-se apenas 0s ovos preservados. O

DMSO 0,1% é utilizado pois ele é o solvente do extrato da L. dendroidea.

O lavado com a solugéo foi centrifugado a 3000g por 60 segundos para
que houvesse a sedimentagcdo dos ovos. Apdés a centrifugagdo foram
realizadas lavagens repetidas em meio M9 para retirada dos resquicios da
solucéo e por fim os ovos colocados em uma placa de cultivo. Trés dias apoés a

lavagem, os C.elegans adultos foram obtidos e cerca de 30 helmintos foram
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incubados em uma placa de 96 pocos contendo meio S.medium [meio S.basal
(5,85 gde NaCl, 1 g de K2 HPO4, 6 g de KH2PO4, 5mg/ml de colesterol em
etanol e 1L de H20), 10 mL de citrato de potassio 1 M, pH 6,0, 3 ml de CaCl2
alM, 3 ml de MgSO4] durante 3 dias com a adicdo do extrato de Laurencia
dendroidea ou elatol a temperatura de 22°C. A bactéria E.coli foi adicionada ao
meio de incubag&o como fonte alimentar. Tanto o extrato quanto o elatol foram
utilizados nas seguintes concentragdes: 25, 50, 100, 200 e 400 ng/mL. A leitura
dos resultados € realizada em microscopio invertido onde sdo contados 0s
helmintos vivos e os mortos. A avaliacdo de sobrevivéncia é feita por meio da

verificagéo da motilidade e movimento bulbo-faringeal.

O percentual de sobrevivéncia foi plotado em funcdo da concentracao
dos compostos utilizando-se uma analise nao-linear com o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., EUA). As comparacdes estatisticas foram
realizadas por analise de variancia (One-way ANOVA, Newman-Keuls pos

teste) e a significancia aceita se p<0,05.

4.3. Analise morfologica do efeito do extrato de L. dendroidea e elatol

em C.elegans adulto por microscopia de Luz.

Os helmintos foram fixados em AFA (acido acético glacial, formol 37% e
alcool etilico 70%), depois lavados em tampao cacodilato e transferidos com
uma micropipeta para laminas de vidro e cobertos com uma laminula para
serem observados ao microscépio Olympus BX51 equipado a camera Olympus
DP71.
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5. Resultados

5.1. Efeito do extrato FOR em C.elegans adultos

O efeito do extrato FOR foi avaliado e plotado em uma curva que
demonstrou o percentual de sobrevivéncia de helmintos adultos de acordo com
0 aumento da concentracdo do extrato deste extrato, conforme mostrado no
grafico 1. O percentual de sobrevivéncia do grupo controle e DMSO 0,1% estéo
bem préximos ao 100%.

Apesar da diminuicdo da sobrevivéncia observada nas concentracdes de
FOR 200 e 400 mg/mL, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em

nenhuma das concentracdes testadas.

E3 Controle
T - = DMSO 0,1%
E3 FOR 25 ng/mL
@@ FOR 50 ng/mL
FOR 100 ng/mL
FOR. 200 ng/mL
E3 FOR 400 ng/mL

(%)

~

Ivencia

50+

Sobrev

Grafico 6 - Percentual de sobrevivéncia de formas adultas de C. elegans apés tratamento com o
extrato FOR de Laurencia dendroidea. Resultado de 3 dias de incubacdo em diferentes
concentragdes. Os valores sdo a média + e Erro Padrdo da Média (EPM) de trés a cinco
experimentos em triplicata. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados (P>0,05;
One-way ANOVA, Newman-Keuls pds-teste).



29

5.2. Efeitos do elatol na sobrevivéncia de C. elegans adulto

O efeito do elatol foi avaliado e plotado em uma curva que demonstrou o
percentual de sobrevivéncia de helmintos adultos de acordo com o aumento da
concentracdo do metabdlito elatol, conforme mostrado no grafico 2. O
percentual de sobrevivéncia do grupo controle e DMSO 0,1% estdo bem
proximos ao 100%.

O tratamento dos helmintos adultos com elatol mostrou significativas
alteracbes na sobrevivéncia desde as primeiras concentragcdes. Foram
observadas diminuicdes estatisticamente significativas da sobrevivéncia dos C.
elegans adultos nas concentragdes de 50, 100 e 400 ng/mL. Com o aumento
das concentracdes do elatol houve um aumento na mortalidade dos helmintos
testados. Sendo assim, o elatol foi eficaz na reducédo da sobrevivéncia dos C.

elegans adultos.

E 100- E3 Controle
T B8 DMSO 0,1%
© * E3 Elatol 25 ng/mL
S _ % @@ Elatol 50 ng/mL
2 50- S Elatol 100 ng/mL
E T - Elatol 200 ng/mL
S @ Elatol 400 ng/mL
o)
"

u-

Gréfico 7 - Percentual de sobrevivéncia de formas adultas de C. elegans apdés tratamento com o
metabolito elatol de Laurencia dendroidea. Resultado de 3 dias de incubacdo em diferentes
concentracdes. Os valores sdo a média + e Erro Padrdo da Média (EPM) de trés a cinco
experimentos em triplicata. O asterisco significa diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos analisados e o controle (P<0,05; One-way ANOVA, Newman-Keuls pds-teste).
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5.3. Efeitos do FOR e elatol na morfologia dos C.elegans

Os helmintos controle foram analisados por microscopia O6tica e se
apresentaram em sua forma intacta, com a extremidade anterior e abertura oral
com morfologia normal e a por¢ao posterior sem nenhuma alteracdo (Figura 4A
e 4B). Nenhuma alteracao foi observada nos C. elegans expostos ao DMSO
0,1% (Figura 4C e 4D)

Por meio da microscopia Otica € possivel observar a morfologia
inalterada de C.elegans nos adultos que ndo foram tratados com o extrato ou
elatol (Figura 4B). E possivel observar a abertura oral e o aparelho bulbo-
faringeal (FIGURA 4B). Além disso, a porcao posterior também foi analisada e

estd inalterada com a presenca do aparelho reprodutor e a presenca dos ovos.

Nos ensaios realizados com o extrato FOR da Laurencia dendroidea,
foram analisadas alteracdes estruturais nos C. elegans adultos e foi visivel
desde a primeira concentracdo do extrato (25 ng/ml), em que ocorreram
deformagdes cuticulares ao longo do corpo do helminto (Figura 5A).

Além das alteracdes cuticulares, observou-se um pregueamento
cuticular em helmintos expostos ao extrato FOR 25 ng/ml (Figura 5B). Na
concentracdo de 50 ng/ml, o pregueamento cuticular € mais pronunciado e
observa-se um processo de dano tecidual intenso principalmente na regido
anterior. Foram observados danos severos nos helmintos expostos ao FOR
100 ng/ml onde a porgéo posterior dos helmintos apresentou importantes
deformacgdes (Figura 6C).

Por meio das imagens de MO, foi possivel observar os danos causados
pela exposicdo do FOR 200 ng/ml, que se intensificaram com o aumento da
concentracdo do extrato FOR, ocorrendo deformacédo na superficie cuticular
com a formagédo de regibes pregueadas e alguns helmintos apresentaram
descamacéo da cuticula (Figura 7A e 7C). A cuticula foi a camada em que mais
alteracbes foram verificadas como pregueamentos e deformagbes. Algumas
regides do corpo apresentaram lesfes nos 6rgaos internos. Sendo assim, 0
extrato FOR interfere na sobrevivéncia do modelo experimental C.elegans

causando danos em sua estrutura que podem levar a sua morte.
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Nas micrografias obtidas dos helmintos tratados com elatol em diversas
concentracfes foram observadas diversas alteracdes estruturais. Nas imagens
dos helmintos tratados com elatol 25 ng/ml é importante destacar a
desorganizacdo do corpo do helminto e também as deformacdes na cuticula
com a formacéo de regides pregueadas (Figura 8A e 8B). Porém, os C.elegans
tratados com elatol 50ng/ml ndo apresentaram alteracdes tdo proeminentes
(Figura 8C e 8D). As concentracdes de elatol de 100 e 200 ng/ml foram as que
causaram maiores alteragdes. Nos helmintos tratados com o elatol 100 ng/ml
foram visualizadas deformacfes ao longo do corpo do helminto como algumas
regides mais disformes, desorganizacdo do corpo do helminto, e em algumas
partes rupturas no corpo e cuticula do C.elegans o que pode levar ao
extravasamento de estruturas internas. Além disso, também foram vistas
alteracdes na cuticula que parece se desprender do corpo (Figura 9A, 9B e
9D). Com isso, 0 uso do elatol promoveu alteragBes estruturais que podem

estar relacionadas com a morte dos C.elegans.
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6. Discussao

O uso indiscriminado de medicamentos antihelminticos desencadeia o
processo de resisténcia a farmacos por parte dos helmintos, sdo iniameros
fatores que contribuem para a resisténcia como o uso abusivo, superdosagem,
entre outros fatores. A resisténcia a farmacos antihelminticos é devido a perda
de sensibilidade genética de determinada espécie de helminto que é
transmitida a populacdes que foram previamente sensiveis ao farmaco
(KOHLER, 2001).

Devido a resisténcia por parte de determinadas espécies de helmintos é
necessaria a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos com potencial
antihelmintico. O arsenal terapéutico utilizado para o tratamento de
helmintiases é bem antigo e em alguns casos sua eficacia € reduzida. Ensaios
clinicos realizados concluiram que em pacientes poliparasitados a taxa de cura
observada para o0s medicamentos convencionais, como albendazol e
mebendazol, foi cerca de 38,7%, sendo assim, a efetividade do tratamento para
poliparasitismo é bem baixa (BRAZ et al.,2015).

Diversas espécies de nematoides podem desenvolver resisténcia e pode
ser resistente a um determinado medicamento antihelmintico ou entdo uma
espécie de nematoide pode nao ser sensivel a diferentes antihelminticos.
Contudo, o numero de helmintos que sdo resistentes é pequeno, porém a
selecdo a um determinado farmaco promove o aumento da resisténcia em

organismos de uma determinada populagéo (KLAUCK et al.,2014)

Com isso, 0 uso de produtos naturais como novas opcoes terapéuticas é
uma 6tima estratégia para melhorar o esquema terapéutico no tratamento de
helmintiases. Sendo assim, o uso de produtos naturais e metabdlitos em testes
in vitro em modelos experimentais, como o C.elegans, podem ser de grande

importancia para a atualizagdo do arsenal terapéutico antihelmintico.

O resultado de sobrevivéncia obtido nos ensaios realizados com o
extrato FOR, indicam que nao ocorreram alteracdes significativas na
sobrevivéncia dos helmintos adultos em relacdo ao controle. Entretanto, em
FOR 400 ng/ml houve maior mortalidade em relacdo ao controle e outras
concentracbes do extrato. Apesar dos resultados obtidos em relacdo a

sobrevivéncia, foram observadas diversas alteracbes morfoldgicas e estruturais
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nos helmintos tratados com o extrato FOR em todas as concentracfes
testadas. Com isso, € demonstrada a possivel atividade antihelmintica do

extrato FOR obtido das algas vermelhas Laurencia dendroidea.

O metabdlito majoritario do extrato FOR, o elatol apresentou resultados
importantes na sobrevivéncia dos C.elegans adulto. Nas concentracfes de
elatol 50, 100 e 400 ng/mL foi observada uma diminuicdo estatisticamente
significativa em relacédo ao controle. Sendo assim, o elatol promove 0 aumento
da mortalidade dos helmintos testados. Portanto, o elatol possui potencial para
comprometer a sobrevivéncia dos C.elegans adultos, o que é confirmado pelas
imagens de alteracdbes morfoldégicas causadas pelo elatol obtidas por

microscopia Otica e microscopia eletrénica de varredura.

O solvente utilizado para a diluicdo do extrato FOR e do elatol foi o
dimetilsulféxido (DMSO). A concentracdo utilizada nos experimentos foi de
0,1% e sendo que os helmintos podem tolerar até 2% de DMSO sem que sua
mobilidade e sobrevivéncia sejam comprometidas (KATIKI et al.,2011). Com
isso, 0 uso de DMSO ndo comprometeu os resultados obtidos nos ensaios

realizados.

Os nematoides, parasitos ou ndo, sdo helmintos delimitados por uma
parede do corpo composta por uma cuticula, hipoderme e camada muscular. A
cuticula € composta por colagenos e proteinas. Essa estrutura é diferenciada
de acordo com o género e pode se apresentar de forma simples ou complexa.
Além disso, a camada mais externa da cuticula € chamada de epicuticula,
sendo conhecida como membrana dos nematoides, e € a verdadeira interface
entre o helminto ou o ambiente, no caso de espécies de vida livre. (HALTON,
2004).

Em nematoides de vida livre como o C.elegans ocorre a liberacdo de
substancias secretadas com fins de revestimento de superficie e, além disso,
fornece lubrificagdo e protecdo contra a abrasao, desidratacdo e predacéo
(HALTON,2004). Sendo assim, essas substancias secretadas pelos
nematoides vao conferir a cuticula extrema importante para a sobrevivéncia do
helminto, pois a cuticula desempenha diversas funcdes no equilibrio de
funcdes vitais dos nematoides. Com isso, lesbes na regido da cuticula dos

nematoides podem causar sérios danos, que provocam a morte do helminto.
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Os efeitos do elatol nos C.elegans adultos se concentraram
principalmente na regido cuticular dos helmintos, sendo a cuticula um 6rgéo de
extrema importancia para a vida do nematoide, essas alteragbes provocadas
pelo elatol, como formacdo de zonas pregueadas, ruptura na cuticula,
descolamento da cuticula entre outros danos, podem ter culminado com a

morte dos helmintos expostos ao metabdlito elatol.

Alguns medicamentos antihelminticos usuais promovem danos
estruturais nos helmintos parasitas ou ndo, como as alteracdes cuticulares que
promovem a morte dos nematoides. Estudos com o albendazol em C.elegans
demonstraram que 0s nematoides expostos ao medicamento sofreram danos
graves no corpo e descamacao da cuticula. Os ovos de C. elegans tratados
apresentaram aspecto granulado e massa desorganizada de células. E além
destas alteracdes as larvas L1-L2 apresentaram desorganizacdo interna dos
orgaos como foi observado nos resultados obtidos com o FOR e elatol em
diversas concentracdes (SANT'ANNA et al.,2013).

A utilizacdo de medicamentos antihelminticos que afetam a morfologia
dos helmintos parasitas € bem usual e eficiente. Pois, a cuticula é um 6rgao de

grande importancia para a sobrevivéncia dos helmintos.

Apenas um trabalho na literatura relata a atividade anti-helmintica do
elatol em larvas L4 de Nippostrongylus brasiliensis, entretanto, néo foi realizada
uma curva de sobrevivéncia na presenca do composto e nem os efeitos
morfolégicos causados por ele foram analisados (DAVYT et al., 2001).
Entretanto, o efeito morfoldgico deste metabdlito de Laurencia dendroidea, o
elatol, contra as formas promastigotas de Leishmania amazonenses (DOS
SANTOS et al.,2010) ja foi avaliado. A exposi¢do da forma promastigota da L.
amazonenses ao elatol provocou uma serie de danos ao protozoario como,
inchago das mitocéndrias, surgimento de vacuolos autofagicos, desorganizacao
da membrana plasmatica, alteracdes no reticulo endoplasmatico, entre outras
lesdes importantes que provocam a morte do organismo (DOS SANTOS et
al.,2010).

Em nossos estudos, a maior concentracdo do elatol utilizada foi de 400
ng/ml, que equivale a concentracdo de 1,24 uM. Ensaios de citotocixidade de

outros estudos indicaram que a utilizagao de elatol em concentragdes de 0,1 a
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100 pM né@o apresentam toxicidade em células de mamiferos, como
macrofagos da linhagem J774G8 (DOS SANTOS et al.,2010). Sendo assim, a
utilizacdo de elatol nas concentragbes que testamos ndo sdo suficientes para
causar danos nas células de mamiferos, e nem seriam téxicas para um futuro

tratamento em humanos.

7. Conclusdo

Nesse estudo foi possivel observar que o extrato da Laurencia
dendroidea ndo apresentou resultados significativos no percentual de
sobrevivéncia dos helmintos testados, contudo nos resultados obtidos em
microscopia Otica foi visualizado que o extrato ocasionou diversos danos na
morfologia do C.elegans. O elatol, desde as primeiras concentracdes testadas,
apresentou efeito causando a diminuicdo do percentual de sobrevivéncia dos
C.elegans, e também foram vistas, por meio de analise da microscopia oOtica,
alteracOes severas na morfologia do C. elegans, principalmente na regiao da
cuticula. E com isso, foi possivel concluir que o extrato FOR e o elatol

apresentam potencial anti-helmintico.
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Figura 4 - Morfologia de C. elegans adulto ndo tratado e tratado com DMSO
0,1%

(A,B) C. elegans na fase adulta na condi¢cdo controle. Regido anterior (RA)
mostrando o aparelho bulbu-faringeal. Barra 5um.

(C,D) C. elegans na fase adulta tratado com DMSO 0,1 %. Abertura oral (AO) e
Regido anterior (RA) mostrando o aparelho bulbo-faringeal. Barra 5 pum.



Figura 5 - Morfologia de C. elegans adulto tratado com FOR 25 e 50 ng/ml

(A)C. elegans adulto tratado com FOR 25 ng/ml. Regido anterior (RA)
mostrando alteracdes cuticulares. Barra 5 pum.

(B)C. elegans adulto tratado com FOR 25 ng/ml. Regido anterior (RA)
apresenta deformacdes internas e alteracdes cuticulares. Barra 5um

(C)C. elegans adulto tratado com FOR 25 ng/ml. Regido media do corpo
mostrando alteracdes na cuticula (RC). Barra 5 um.

(D,E) C. elegans adulto tratado com FOR 50 ng/ml. Regido anterior (RA)
apresentando alteragdes cuticulares. Barra 5um.

(F) C. elegans adulto tratado com FOR 50 ng/ml. Regido posterior
apresentando deformacdes internas e pregueamento na cuticula. Barra 5pm



Figura 6 - Morfologia de C. elegans adulto tratado com FOR 100 ng/ml

(A,B) C. elegans adulto tratado com 100 ng/ml. Regido anterior (RA)
mostrando alteracdes cuticulares e desorganizacao interna. Barra 5um.

(C)C. elegans adulto tratado com 100 ng/ml. Regido posterior (RP)
mostrando deformac¢des na cuticula e desorganizacao interna. Barra 5pum.



Figura 7 - Morfologia de C. elegans adulto tratado com FOR 200 ng/ml

(A,B) C. elegans adulto tratado com 200 ng/ml. Regido anterior (RA) mostrando
pregueamentos cuticulares e desorganizacao interna. Barra 5um.

(C,D) C. elegans adulto tratado com 200 ng/ml. Regido posterior (RP)
mostrando deformagdes na cuticula e desorganizacgao interna. Barra S5pum.



Figura 8 - Morfologia de C. elegans adulto tratado com elatol 25 e 50 ng/ml.

(A)C. elegans adulto tratado com 25 ng/ml. Regido posterior (RP)
mostrando alteracdes cuticulares e desorganizacao interna. Barra 5um.

(B) C. elegans adulto tratado com 25 ng/ml. Regido anterior (RA)
mostrando alteracdes cuticulares e desorganizacao interna. Barra 5um.

(C, D) C. elegans adulto tratado com 50 ng/ml. Regido anterior (RA) e
Abertura oral (AO) ndo apresentaram muitas alteracdes. Barra 5um



Figura 9 - Morfologia de C.elegans adulto tratado com elatol 100 e 200 ng/ml

(A,C) C. elegans adulto tratado com 100 ng/ml. Regido anterior (RA) mostrando
deformacdes na cuticula e desorganizacgéo interna. Barra 5um.

(B)C. elegans adulto tratado com 100 ng/ml. Regido posterior (RP) mostrando
alteracdes cuticulares e desorganizacéo interna. Barra 5um.

(D) C.elegans adulto tratado com 200 ng/ml. Regido posterior (RP) e regido
anterior (RA) mostrando alteracfes cuticulares e desorganizacao interna. Barra
Sum.

(E,F) C.elegans adulto tratado com 200 ng/ml. Regido anterior (RA) e Abertura
oral (AO) mostrando alteracBes cuticulares e desorganizacao interna. Barra
S5um.



