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RESUMO
Avaliacéo do efeito anti-helmintico do extrato bruto e metabdlito elatol obtidos da alga

Laurencia dendroidea no modelo experimental Caenorhabditis elegans
Noele Borges Magalhdes Fagundes

Resumo de dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
ambientais e de Conservacéo da Universidade Federal do Rio de Janeiro- Campus Macaé, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e

Conservacao.

As infec¢des por helmintos constituem um dos mais graves problemas de satde publica.
Farmacos anti-helminticos sdo o principal suporte de controle de nematoides. Os produtos
naturais sdo conhecidos por sua atividade anti-helmintica. Espécies de algas do género
Laurencia apresentam atividade contra diversos parasitos, porém a espécie L. dendroidea ainda
ndo possui seu efeito descrito em helmintos. Caenorhabditis elegans é um nematoide de vida
livre, utilizado como modelo experimental. O objetivo foi avaliar o efeito de extrato bruto e do
metabdlito elatol de Laurencia dendroidea em diferentes concentra¢fes na sobrevivéncia de
helmintos adultos e eclosdo de larvas L1 de C. elegans e alteraces morfoldgicas nos
nematoides adultos. Observou-se diminuicdo estatisticamente significativa da sobrevivéncia de
adultos com a ivermectina (controle positivo) a 5, 10 e 20nM, extrato bruto a 500, 600, 700 e
800ng/mL e elatol a 100mM, obtendo-se ICsp de 0,1354nM, 261,2ng/mL e 67,07mM
respectivamente. Na concentracéo do 1Cso, apenas a ivermectina exerceu efeito na ecloséo das
larvas L1 de C. elegans, mostrando que o efeito do extrato bruto e do elatol ocorre em formas
mais maduras. As avaliacdes morfoldgicas mostraram que no controle e DMSO, os helmintos
adultos apresentavam-se integros. Nos grupos tratados com as diversas concentracfes de
ivermectina, extrato bruto e elatol, foi possivel observar descamacgdes cuticulares,
extravasamento de estruturas internas, vacuolizacdo e méa formacdo ou auséncia de ovos em
hermafroditas adultos. Podemos concluir que o extrato bruto e o elatol de L. dendroidea
causaram diminuicdo da sobrevivéncia e alteragcdes diversas na morfologia de adultos de C.

elegans.

Palavras-chave: Caenorhabditis elegans, Laurencia dendroidea, extrato bruto, elatol

Macaé,
Junho de 2019
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Abstract
Evaluation of the anthelminthic effect of crude extract and metabolite elatol obtained from
the Laurencia dendroidea algae in the experimental model Caenorhabditis elegans

Noele Borges Magalhédes Fagundes

Abstract da Defesa de dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduagao em
Ciéncias ambientais e de Conservacdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro- Campus
Macaé, como parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais

e Conservacao.

Helminth infections are one of the most serious public health problems. Anti-helminthic drugs
are the main support for nematode control. Natural products are known for their anthelmintic
activity. Species of algae of the genus Laurencia have activity against several parasites, but to
species L. dendroidea doesn’t have its efect described in helminths. Caenorhabditis elegans is
a free-living nematode, used as an experimental model. The objective was to evaluate the effect
of crude extract and the metabolite elatol of Laurencia dendroidea in different concentrations
in the survival of adult helminths and hatching of larvae L1 of C. elegans and to evaluate the
morphological alterations in adult nematodes. A statistically significant decrease in survival of
adults with ivermectin (positive control) at 5, 10 and 20nM, crude extract at 500, 600, 700 and
800ng / ml and elatol at 100mM was observed, obtaining ICso of 0.1334nM, 261.2 ng / mL and
67.07 mM respectively. At the ICso concentration, only ivermectin exerted an effect on the
hatching of the L1 larvae of C. elegans, showing that the effect of the crude extract and elatol
occurs in mature forms. The morphological evaluations showed that in the control and DMSO
conditions, the adult helminths were intact. In the groups treated with the various concentrations
of ivermectin, Azeda extract and elatol, it was possible to observe cuticular peeling,
extravasation of internal structures, vacuolization and malformation or absence of eggs in adult
hermaphrodites. We can conclude that L. dendroidea crude extract and elatol caused a decrease

in survival and various alterations in the adult morphology of C. elegans.

Keywords: Caenorhabditis elegans, Laurencia dendroidea, crude extract, elatol

Macaé,
Junho de 2019
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1 Introducéo

1.1 Helmintiases

As infecgbes por helmintos constituem um dos mais graves problemas de salde publica
e estdo entre os mais frequentes agravantes de processos infecciosos do mundo. As helmintiases
estéo presentes, praticamente, em todas as zonas tropicais e subtropicais do planeta, sendo que
mais de um bilhdo de individuos em todo mundo albergam pelo menos uma espécie de parasita
intestinal (Fonseca et al., 2010). Pessoas que vivem em locais com poucas condi¢des sanitarias
e de higiene possuem maior vulnerabilidade de contaminacdo e apresentam um ambiente
intestinal favoravel para o desenvolvimento de parasitos. Fatores como qualidade de vida,
moradia e higiene sdo determinantes no processo de transmisséo e desenvolvimento de doencas
parasitarias, uma vez que o ciclo de vida de varios parasitos envolve o meio ambiente (dgua e
solo) (Damazio et al., 2013).

A Organizacao Panamericana da Saude, da Organizacdo Mundial da Saude, estima que
no mundo 820 milhdes de pessoas estdo infectadas por Ascaris lumbricoides, 460 milhdes por
Trichuris trichiura e 440 milhdes por ancilostomideos. Em 25 paises da América Latina e
Caribe héa cerca de 46 milhdes de criancas vivendo em zonas de risco elevado para infec¢édo ou
reinfeccdo por geohelmintos (Brasil, 2018).

No Brasil, estas infec¢des estdo presentes em todas as regides, ocorrendo principalmente
nas zonas rurais e periferias de centros urbanos que se destacam pela auséncia de saneamento
basico e pouco conhecimento sobre transmissdo e prevencdo. Os dados apresentados nas figuras
1 e 2 foram levantados durante os inquéritos de Esquistossomose e Geo-helmintiases, realizados
entre os anos 2005 e 2016 e indicam que a ocorréncia da infeccdo com estes helmintos tem
diminuido nas regides Sul e Sudeste, mas continuam elevadas nas regides Norte e Nordeste
(Brasil, 2018).
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Figura 1 - Variacdo anual no percentual de positividade de geo-helmintos em &reas de busca ativa
da esquistossomose (2005 a 2016). Adaptado de Brasil, 2018
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Figura 2- Dados para geo-helmintiases, levantados por regido. Variacao regional no percentual de
positividade de geohelmintos em areas de busca ativa da esquistossomose (2005/2016). Adaptado
de Brasil, 2018.

As criancas sdo a maior parte da populagdo atingida (Martins et al., 2003). Jovens e
criancas em idade escolar possuem maior tendéncia a abrigar maior nimero de parasitos
intestinais. Dentre as varias consequéncias destas infeccfes estdo desnutricdo, anemia
ferropriva, obstrucdo intestinal, hemorragias, ascites, problemas cerebrais, a depender do tipo
de parasito, que resulta em baixa taxa de crescimento, diminuicdo de aptidao fisica e prejuizo
para a memoria e cognicao (Crompton, 2002). As enteroparasitoses podem afetar o equilibrio
nutricional (interferindo na absorgéo de nutrientes, induzindo sangramento intestinal, reduzindo
a ingesta alimentar) e também causar complica¢fes significativas (obstrucdo intestinal,

prolapso retal e formagdo de abcessos) (Martins et al., 2003). As adversas consequéncias para



a saude combinadas com o prejuizo para o desenvolvimento educacional, reduzem a
participacdo escolar (Kremer, 2004) e a capacidade de rendimento na vida futura (Bleakley,
2007). Os parasitos intestinais mais frequentemente encontrados em seres humanos e
envolvidos nessas infecgdes sdo: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides
stercoralis e os ancilostomideos (Necator americanus e Ancylostoma duodenale) (Martins et
al., 2003).

No caso das geo-helmintiases, as criancas em idade escolar constituem o publico alvo
ideal para essa intervencdo, sendo o grupo de risco mais importante, pois estdo em contato
continuo com o solo contaminado e apresentam habitos higiénicos que muitas vezes ndo sao 0s
mais adequados. O impacto negativo da infeccdo entre as criangas ndo tratadas pode produzir,
além da reducdo no desenvolvimento fisico e mental, uma diversidade de sintomatologias que
incluem diarreia, dores abdominais, inapeténcia, perda de peso, até processos obstrutivos,
levando, em casos extremos, sem intervenc&o cirdrgica, ao 6bito do paciente (Brasil, 2018).

As helmintiases também afetam cdes e gatos e sdo as doencas gastrintestinais mais
comuns entre eles. Possuem um papel proeminente relacionado a satde publica, pois algumas
constituem importantes zoonoses, dentre eles as formas larvais de Ancylostoma spp., Toxocara
spp., Echinococcus granulosus e Dipylidium caninum (Gennari, 2001). Devido a proximidade
entre os animais domésticos e humanos, torna-se essencial o diagnostico e o controle adequado
de endoparasitos para reduzir a contaminacao ambiental, minimizando os riscos de infeccdes
humanas e animais (Harvey et al., 1991).

Apesar da morbidade e, menos comum, mortalidade que pode estar associada as
parasitoses, especificamente no caso de helmintiases, podem ocorrer infeccGes subclinicas
(Oliveira et al., 2016). Os sintomas das parasitoses intestinais sdo bastante variados, podendo
apresentar manifestacGes clinicas ou ndo, dificultando o diagnostico e o controle dessas
doencas. Nos quadros leves, as manifestacbes podem ser inespecificas, como anorexia,
distarbios do sono, irritabilidade, vomitos ocasionais, diarreia e nauseas. Os quadros mais
graves sao mais comuns em pacientes imunocomprometidos. Os parasitados assintomaticos
contribuem para a disseminacgdo do parasito em seu meio (Afonso et al., 2014).

A criacdo de gado (corte e leite) é abalada por parasitoses intestinais (Rist et al., 2017),
principalmente em regides tropicais e subtropicais, que sofrem com grandes danos, que elevam
a morbidade e a mortalidade dos rebanhos, diminuindo o nivel de producdo, causando
alteracdes reprodutivas, elevando os custos para controlar estes danos (Schillhorn van Veen,
1997). A alta prevaléncia de infeccbes parasitarias e a dificuldade de um controle efetivo e

tratamento causa enormes perdas econdmicas (Fortes et al., 2013).



Em adicdo ao dano causado pela elevada mortalidade, as parasitoses intestinais
impactam o crescimento, reduzem a producdo leiteira e causam baixa fertilidade. Os géneros
que mais afetam a criacdo de gado no Brasil incluem Haemonchus, Trichostrongylus,
Oesophagostomum e Cooperia. O custo com produtos veterinarios é de aproximadamente 15
bilhdes de dolares ao ano, e 27% deste custo é representado por parasiticidas. No Brasil, este
custo é representado por 42% do volume de vendas de parasiticidas, representando 700 milhGes
de dolares anuais (Vieira, 2005). O rebanho bovino brasileiro alcanca 211.764 milhdes de
animais, compreendendo o maior rebanho do mundo. A criacdo de ovelhas e cabras no Brasil
abrange 17.291 milhdes e 8 milhdes de animais respectivamente (IBGE, 2014).

Dentre as helmintiases mais prevalentes no Brasil, estdo as causadas por nematoides
parasitas. Os principais agentes causadores sdo Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e

ancilostomideos (Ancylostoma duodenale e Necator americanus) (Brasil,2018).

1.2 Nematoides

O filo Nematoda representa um diverso conjunto de organismos que podem ser de vida
livre ou parasitar plantas ou animais (Chilton, 2016). Eles sdo animais basicamente aquéticos,
embora possam ser encontrados em quase todos os tipos de ambiente, desde que haja pelo
menos um filme de agua para manté-los umedecidos. Neste filo ha cerca de 80.000 espécies de
nematoides ja descritas. Em sua grande maioria, sdo organismos microscopicos, nao visiveis a
olho nu, medindo de 0,2 a 2,0 mm de comprimento. Umas poucas formas, no geral, parasitam
animais e s&o bem maiores, sendo medidas em centimetros ou, raramente, em metros (Ferraz,
2018). Eles sdo organismos multicelulares, pseudocelomados, que apresentam o corpo
alongado, com extremidade anterior e posterior afiladas, sem segmentacdo e com simetria
bilateral, o que confere a estes um eficiente plano de organizacédo corporal (Roberts & Janovy,
1996).

Todos os nematoides apresentam um robusto tegumento protetor do corpo, a chamada
parede do corpo, uma estrutura primordial para o sucesso e diversidade de espécies. Esta
complexa matriz extracelular € um revestimento externo e é requerido para manter o formato
corporal, movimento e fungdes, além da interface com o ambiente. Sua camada mais externa €
a cuticula, que é crucial para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos nematoides, sendo
composta primariamente de colageno e secretada por células da hipoderme (Page, 2014). A

cuticula tem uma complexa e diversificada estrutura que é composta de trés camadas, com



presenca de enzimas e RNA, que demonstra que esta € uma estrutura metabolicamente ativa
(Lee, 1967).

Os nematoides constituem um potencial instrumento para avaliar a qualidade de
ambientes terrestres ou aquaticos, desenvolvimento de tipologia ecologica e
biomonitoramento de sistemas. Neste intuito sdo usados para interpretacdo de distdrbios
fisicos ambientais e poluicdo de ambientes, baseado na mudanca de diversidade, presenca e
alteracdo no padrdo da populacgéo destes fatores (Bongers, 1990).

Os nematoides sao ecologicamente ubiquos. Eles tém o corpo cilindrico, vermiforme,
sdo altamente adaptaveis e mostram habilidade para localizar, invadir e causar alteracGes tanto
na fisiologia quanto na resposta imune do hospedeiro. Seus representantes de vida livre
desempenham a funcdo de manter os ecossistemas se alimentando de matéria morta ou
microorganismos. Elementos de vida livre tém importante funcdo em processos de
decomposigéo nos solos, permitindo a reciclagem de nutrientes em ambientes terrestres e
marinhos, podendo ser usados como organismos sentinelas no monitoramento de ambientes
como indicadores de poluicdo (Bongers & Bongers, 1998). Contudo, a maioria dos parasitarios
causam grande prejuizo financeiro porque afetam a saude humana e animal e a colheita de
plantagBes. Varios métodos de controle para nematoides parasitas estdo sendo desenvolvidos,
incluindo medicamentos/quimicos, agentes bioldgicos e plantas transgénicas (Igbal, 2017). A
ampla distribuicdo dos nematoides em diferentes ambientes e hospedeiros, bem como as varias
estratégias de sobrevivéncia que possuem, mostram sua importancia na producao vegetal, saide
humana, saiide animal e equilibrio de ecossistemas.

Os nematoides parasitas causam grande impacto na satde publica humana e animal.
Segundo Blaxter (2011), em um artigo de revisdo, Ascaris lumbricoides, uma espécie que
infecta mais de um bilhdo de pessoas no mundo, pode causar desnutricdo e obstrucdo intestinal.
Os causadores de teniase, e os ancilostomideos, como Ancylostoma duodenale e Necator
americanus, infectam mais de 600 milhdes de pessoas no mundo. As espécies Wuchereria
bancrofti e Brugia malayi induzem doencas crdnicas e incapacitantes que acometem o sistema
linfatico. Outras espécies de nematoides parasitas também podem afetar criacdes de gado e
animais selvagens, como os integrantes da familia Strongylidae que induzem gastroenterites e
causam diversas perdas econdmicas (Roeber et al., 2013). Apesar destes prejuizos, 0s
mecanismos de infeccdo e resisténcia de nematoides a farmacos sé@o pouco estudados e as
doencas causadas por eles s&o consideradas negligenciadas por estarem associadas as condi¢es
de pobreza e desigualdade socioecondmica. Avancos importantes, contudo, tém sido

alcancados estudando a fisiologia de parasitas de vida livre, como o Caenorhabditis elegans.
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1.3 Caenorhabditis elegans

O nematoide Caenorhabditis elegans foi descrito pela primeira vez por Maupas (1901),
porém apenas se destacou 74 anos depois quando Sydney Brenner, em Cambridge, no Reino
Unido, selecionou a espécie para seu programa de pesquisa em genética (Brenner, 1974). Isto
se tornou um fendmeno global. Sua intengdo era encontrar uma espécie facil de manter, que
tivesse uma genética tracavel (o que facilitaria o isolamento de mutantes) e facil de ser
observado. Ele tem emergido como um importante modelo animal em varios campos, incluindo
neurobiologia, biologia evolutiva e genética. Caracteristicas desse sucesso incluem facil
manipulacdo genética, invaridvel e completo programa de desenvolvimento descrito, genoma
sequenciado, manutencao facil, ciclo de vida curto e prolifico, com tamanho aproximado de
1mm, fecundidade alta e anatomia simples. Além disso, o uso do C. elegans oferece varias
vantagens devido aos grandes recursos de conhecimentos genéticos e técnicos relacionados a
grande viabilidade de manipulagcdo em experimentos (Antoshechkin & Sternberg, 2007).

Os nematoides parasitos sao muito dificeis de serem estudados porque sua manutencéo
requer passagem pelo hospedeiro no seu ciclo de vida, dificultando experimentos em seu habitat
natural de forma semelhante ao que acontece em seu hospedeiro habitual. Assim, C. elegans
tem sido usado rotineiramente como um grande sistema modelo, pois exibe similaridades com
0s nematoides parasitos apesar de ser de vida livre. Além da morfologia, comparacdes genéticas
sdo feitas, como por exemplo, o genoma e homologia entre genes especificos. O uso de C.
elegans permite a aplicacdo de poderosas ferramentas moleculares e tem sido usado com
sucesso no estudo da fisiologia de nematoides (Holden-dye et al., 2007).

Estudos demonstram que C. elegans é uma ferramenta Gtil para examinar a toxicidade
de varios compostos, sem levar em conta que muitos efeitos da substancia toxica observados
em mamiferos podem ser imitados neste organismo modelo, e assim seu mecanismo de acao
pode ser estudado. C. elegans € um modelo ideal que expressa 0 aumento em novas, eficientes
e altamente reproduziveis abordagens para a toxicologia e selecdo de varios quimicos e entender
sua toxicidade (Avila, 2012).

O conhecimento acerca da fisiologia e interacdo de fungos e bactérias com C. elegans é
vasto, por isso ele foi selecionado como modelo animal para desenvolvimento de novos
farmacos anti-helminticos. Além disso, ele permite uma selecéo in vitro de componentes com

propriedades anti-helminticas promissoras, promovendo a descoberta de novos compostos que
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estdo relacionados a processos infecciosos que somente se manifestam durante o curso da

infeccdo (Kong et al., 2016).

1.3.1 Morfologia e Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans

Similar a outros nematoides, C. elegans tem um corpo ndo segmentado, cilindrico e
pontudo na parte final. O revestimento corporal é constituido pelas camadas da parede do corpo,
sendo estas: cuticula, hipoderme e camada muscular enquanto que internamente séo observados
faringe, intestino e no adulto, as génadas (Fig. 3). Caenorhabditis elegans possui dois sexos,
um auto-fertilizante hermafrodita (XX) e o macho (XO) (Altun, 2005).

Gonada distal

Gonada proximal

Figura 3 - Morfologia de um adulto hermafrodita. A- Microscopia Optica de um adulto
hermafrodita, lado esquerdo lateral. Escala 0,1mm. B. Desenho esquematico mostrando as
principais estruturas internas (Altun, 2005).

O ciclo de vida de C. elegans (Fig. 4) abrange estagio embrionario, quatro estagios
larvais (L1-L4) e maturidade. O fim de cada estdgio € marcado por uma mudanca onde uma
cuticula nova, especifica para cada estagio é sintetizada (Cassada & Russell, 1975). A muda é
realizada em trés passos. Sendo estes: separagdo da cuticula velha da hipoderme; formacéo da
nova cuticula que surge a partir da hipoderme; muda da nova cuticula (ecdise). A sintese das

proteinas que constituem a cuticula € alta durante a muda e reduzida no periodo entre as mudas.



Além disso, a ultraestrutura da cuticula e a composicéo proteica difere em cada muda. Pouco
antes da apolise (separacdo da cuticula da hipoderme), o movimento faringeal cessa e 0
nematoide entra em estagio de letargia.

A letargia € dividida em duas fases: na primeira, a locomocéo € cessada e a cuticula se
torna afrouxada nos labios, na cavidade bucal e em volta da cauda. Isso é seguido da segunda
fase de letargia, quando a larva comega a se movimentar em torno do seu eixo longitudinal,
perdendo a velha cuticula adicional. Por volta de 30 minutos antes da ecdise o bulbo terminal
da faringe comeca a contrair-se espasmodicamente, largos granulos se acumulam na glandula
faringeal e o corpo comeca a se mover. Subsequentemente o alinhamento cuticular da faringe
se quebra na direcdo do intestino na regido posterior e na boca na regido anterior. A larva
empurra a velha cuticula e através de uma abertura feita na regido da cabeca. A larva comeca
entdo a se alimentar imediatamente (Stein et al., 2001).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans (Altun, 2005).



1.3.2 A Larva “Dauer”

Os organismos que se encontram em ambientes com condi¢des desfavoraveis podem
desenvolver varias estratégias de sobrevivéncia, que podem envolver varios estagios. Alguns
deles, inclusive os nematoides, sobrevivem em condi¢bes desfavoraveis passando por um
estagio de diapausa no desenvolvimento. Este é o caso do Caenorhabditis elegans. Isto pode
ocorrer na falta de comida, alta densidade populacional, que s&o indicados pela concentragdo
de feromonios. Estas respostas afetam o tempo de reproducdo dos nematoides e ddo uma
percepcdo em relacdo ao ambiente, sugerindo que diferentes combinacdes de condigdes a que
estdo expostos podem provocar uma diversidade de respostas fenotipicas vistas em C. elegans
(Diaz et al., 2015).

A “Dauer” é um estagio larval de C. elegans e é um exemplo de diapausa facultativa.
Fatores ambientais agem como sinais para um desenvolvimento do estagio larval L1, resultando
em alteracGes fisioldgicas e desenvolvimento que levam a formacgdo de um terceiro estagio
larval especializado em dispersdo e sobrevivéncia a longo prazo. A larva “Dauer” € capaz de
movimento ativo, mas ela ndo se alimenta. Ela possui uma morfologia Unica e € resistente ao
estresse, ttm um metabolismo energético alterado e o desenvolvimento é contido, assim como
seu envelhecimento. Ela sobrevive 4 a 8 vezes mais do que 0s que ndo passaram por este estagio
para completar seu ciclo (Riddle, 1997).

A larva “Dauer” ¢é considerada como “ndo envelhecivel”, porque a dura¢do do seu
estagio ndo afeta o ciclo apos este estagio (Klass et al., 1976). O consumo de seu estoque de
energia pode ser o maior fator limitante para a duracdo deste estagio (Riddle, 1997).

Vaérias formas de diapausa sdo comuns entre 0s nematoides e elas podem se tornar
interessantes paralelos entre a larva “Dauer” de C. elegans e formas que possuem seu
desenvolvimento detido que tém sido documentadas como estagios obrigatorios no ciclo de
vida de um grande numero de espécies parasitas (Evans et al., 1976). Em muitos casos, este
estagio restrito sdo formas difundidas especializadas para sobreviver em periodos entre
infeccOes (Riddle et al., 1985).

A larva “Dauer” exibe um comportamento ndo observado nos outros estagios. O
movimento bulbo-faringeal esta completamente suprimido e a larva frequentemente se mantém
parada. Apesar da letargia, ela se mostra responsiva ao toque, respondendo rapidamente ao
estimulo. Ela também tende a rastejar por cima de objetos que se projetam no substrato, repousa

sob sua cauda e move sua cabega para frente e para tras. Em seu ambiente natural, este
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comportamento é chamado de nictacdo. E pode permitir a fixagdo em insetos que possam estar
passando, permitindo que a larva seja carregada para novos locais (Riddle, 1997).

1.3.3 Parede do corpo e cuticula

A parede do corpo dos nematoides € revestida por uma cuticula, que além de ser uma
camada de protecdo, € um exoesqueleto importante na manutencéo e definicdo da forma deste
nematoide e mantém o equilibrio entre a flexibilidade e a rigidez que permite o movimento do
animal. A cuticula é uma matriz extracelular consistente, predominantemente de colageno.
Ainda que contenha outras proteinas e compostos ndo proteicos que indubitavelmente realizam
uma parte significante de sua funcgéo, o colageno desempenha um papel especifico na estrutura
e morfologia da cuticula. O genoma de C. elegans contém entre 50 e 150 genes de colageno
(Johnstone, 1994).

A cuticula dos nematoides é crucial para seu desenvolvimento e sobrevivéncia, e é
responsavel pelo sucesso e diversidade do grupo. Esta estrutura € composta primariamente por
colageno que é secretado por células presentes na hipoderme, uma camada subjacente a esta.
Muitos estudos usando C. elegans demonstram que a formacao da cuticula requer atividade de
varias enzimas, que sao requeridas para pré-secrecao, para a sintese de proteinas do colageno e
pos secrecdo, para a muda no desenvolvimento da nova cuticula, num processo conhecido como
muda (Page et al., 2014).

A cuticula gue circunda o corpo principal do animal pode ser subdividida nas regides
dorsais e ventrais que se sobrepdem a hipoderme e as regides laterais estreitas que cobrem os
cordbes hipodermais onde os nervos longitudinais denominados linhas laterais estdo
posicionados na cuticula (Johnstone, 2000). A linha lateral se difere do restante da cuticula em
composicao proteica e ultraestrutura (Page e Johnstone, 2007).

A cuticula dorsal e ventral tem uma grossa ultraestrutura de multicamadas, que variam
nos diferentes estagios de desenvolvimento (Peixoto et al.,1997). Ha quatro camadas principais
(epicuticula, cortical, media e basal) que podem ser subdivididas. A superficie cuticular é
adornada em todos os estdgios evolutivos com estriagdes cuticulares transversais (Sapio et al.,
2005).

Uma nova cuticula € gerada em cada estagio de desenvolvimento, sendo sintetizada
cinco vezes durante o ciclo de vida deste nematoide, com a sintese da primeira cuticula

comecando durante a embriogénese. Para que seja alcangado seu desenvolvimento, a cuticula



11

antiga é vertida e reposta por uma nova em um processo conhecido como muda. A importancia
da cuticula é manter a forma corporal, e alteracdes nela podem resultar em drasticas alteraces
corporais e morte (Kramer, 1994).

Durante a sintese da cuticula, filamentos submembranosos de actina se formam dentro
das células da hipoderme e s&o organizados circunferencialmente ao redor do corpo cilindrico
deste nematoide, coincidindo com os sulcos que formam a superficie apical das células
membranosas da hipoderme e subsequentemente com os sulcos que delineiam os limites das
estriacBes da superficie da cuticula polimerizada (Fig. 5) (Costa et al., 1997). E provavel que
0 padréo de filamentos de actina tenha um papel definitivo em estabelecer o padréo de estriagcdo

na superficie da cuticula (Page e Johnstone, 2007).

Cordées hipodermais
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Figura 5- Organizacdo e estrutura da cuticula de Caenorhabditis elegans. A- Microscopia eletronica
de varredura da superficie de um adulto, acompanhada de uma representacdo esquematica. B-
Micrografia de transmissdo retratando uma sec¢do longitudinal da cuticula do adulto destacando a
estrutura distinta das camadas e sua composicao. Com excec¢do da epicuticula e da superficie, o colageno
estd presente na maioria das camadas. C- retrata a sintese de uma nova cuticula e ao destacamento da
cuticula antiga. O padrdo de estriacdo da camada externa da cuticula é estabelecido por invaginacdes na
superficie da membrana hipodérmica, e é restrito a camada externa da cuticula. Adaptado de Page et al.,
2007.
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1.4 Tratamento das helmintiases

As infeccdes por nematoides parasitos apresentam uma ameaca significante na medicina
humana e veterinaria. Elas ndo somente causam problemas de saide como resultam em grandes
perdas econdmicas na criagdo de animais. Farmacos anti-helminticos sdo o principal suporte de
controle de nematoides (Abongwa et al., 2016). Uma das vantagens terapéuticas mais
importantes € a grande habilidade na reducdo da morbidade causada pela infeccdo (Arfaa,
1984).

Os farmacos disponiveis para o tratamento das helmintiases incluem Albendazol,
Tiabendazol, Niridazol, Dietilcarbamazina, Ivermectina e Praziquantel (Tabela 1) e eles podem
apresentar serios efeitos colaterais tais como hepatotoxicidade, perda de apetite, nausea,
vomito, dor abdominal, dor de cabeca e diarreia. Faz-se necessaria a busca por novos farmacos
com maior efeito anti-helmintico e minimo efeito colateral (Manke et al., 2015).

Relatos de resisténcia a medicamentos tém sido feitos em todos os hospedeiros na
pecudria relacionados aos anti-helminticos existentes. Em algumas regibes do mundo, a
prevaléncia de resisténcia a multiplas drogas € extremamente alta em nematoides de cabras e
ovelhas, ameacando a viabilidade da criagdo de pequenos ruminantes. A resisténcia em
nematoides de cavalos e gados ainda nédo foi atingida no mesmo nivel que pequenos ruminantes,
mas evidéncias sugerem que os problemas relacionados a ela incluem a resisténcia a multiplas
drogas, que também estad aumentando nestes hospedeiros (Kaplan, 2004).

A resisténcia ocorre devido ao extensivo uso e dosagem impropria no uso dos anti-
helminticos, que em conjunto com outros fatores tém resultado em resisténcia aos farmacos,
causando uma séria ameaca ao tratamento e controle efetivo de infec¢bes parasitarias. A
bioquimica e os mecanismos genéticos ainda nao sdo bem entendidos, mas parece ser complexo
e varia entre diferentes espécies de helmintos (Kéhler, 2001).

Diferentes areas ecologicas no mundo desenvolvem estratégias de controle para endo e
ectoparasitos que afetam os rebanhos. A maioria se mostra eficaz, mas ndo controlam nem
previnem o0s danos causados pela grande resisténcia encontrada pelos helmintos aos
antiparasitarios disponiveis no mercado (anti-helminticos, acaricidas, inseticidas). A medida
que os anti-helminticos perdem a eficacia, as estratégias de controle se tornam menos rentaveis,

comprometendo a sustentabilidade do sistema produtivo (Schillhorn van Veen, 1997).
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Uma vez que a resisténcia entre patdgenos a anti-helminticos tém se espalhado, sdo
necessarios Novos componentes, com novos mecanismos de agdo para minimizar o potencial
de resisténcia aos farmacos (Melhorn et al., 2011). A demanda por novos componentes
terapéuticos anti-helminticos é alta e aumenta cada vez mais.

Apesar da alta prevaléncia das helmintiases, a descoberta de farmacos anti-helminticos
é deficiente na industria farmacéutica. A maioria dos farmacos disponiveis para o tratamento
humano foram inicialmente desenvolvidos para o ramo veterinario. Assim, hoje se dispde de

um pequeno repertdrio de agentes quimioterapicos para tratamento das helmintiases.

Tabela 1- Farmacos registrados para tratamento de helmintiases em humanos. Adaptado de Holden-dye
et al., 2014,

Helmintiase Farmacos

Oxamnaquine
Praziquantel

Esquistossomose

Piperazina

Benzimidazol

Morantel

Parasitoses intestinais Pirantel

Levamisol

Avermectinas e milbemicinas
Tribendimidina

Fasciolose Triclabendazol

Dietilcarbamazina
Filariose Albendazol
Ivermectina

Albendazol
Praziquantel
Niclosamina
Benzimodazol

Cestodioses

1.4 lvermectina

A ivermectina é uma lactona macrociclica do grupo das avermectinas, que séo classes
de medicamentos mais utilizadas para tratar as infecgdes por nematoides de significancia
médica e veterinaria. Ela é naturalmente produzida a partir do Streptomyces avermectilis, foi a

primeira do grupo a ser aprovada para uso veterinario e é constantemente usada como anti-
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helmintico na produgdo animal (Omura & Crump, 2004). Ela possui alta atividade
antiparasitaria, aliada a dosagens Unicas e extremamente baixas (Campbell, 1983),
administradas por via oral ou injetavel (Campbell, 1987). Causam a paralisia de nematoides e
artropodes susceptiveis devido a inibicdo do neurotransmissor acido gama-aminobutirico
(GABA) (Campbell, 1984).

Apesar de seu valor anti-parasitico, a invermectina também apresenta problemas. Um
dos principais danos causados ocorre através da carne e subprodutos que sdo consumidos pelo
ser humano, e constitui um problema de saude publica. A ivermectina tem seu uso aprovado
em vacas leiteiras, mas deixa residuos no leite por tempo prolongado e pode se encontrar acima
do limite maximo permitido no leite de fémeas lactentes, afetando assim a salde humana
(Alcaino, 1987).

Os produtores de carne utilizam a ivermectina porque tém grande eficacia contra endo
e ectoparasitos e possui uma acédo sistémica de efeito prolongado, o que pode causar um impacto
negativo em produtos de origem animal e no meio ambiente, através da excrecdo direta pelas
fezes dos animais e descarte incorreto de frascos vazios do produto. Assim, insetos copréfagos,
dipteros e o ecossistema de solo sdo prejudicados (Medina, 2012).

A ivermectina é um farmaco com mais de 20 anos de uso em humanos e se apresenta
como alternativa a um farmaco de eleicdo na maioria das infestacGes cutaneas que afetam as
populacdes da América Latina. Seu uso em humanos é feito principalmente em criangas, na
forma oral e aplicacdo tdpica. Suas indicacBes para endoparasitoses incluem ascaridioses,
estrongiloidiases, tricuriase e enterobioses. Para ectoparasitoses € indicada para pediculoses,
escabioses, miiases, larva migrans cutanea, demodicoses, dentre outros. Contudo, sdo
necessarios varios estudos para comprovar os resultados, além de ensaios clinicos para controlar

sua eficacia (Victoria, 2003).

1.5 Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo uma rica fonte de componentes que tém uma larga escala de
aplicacdo na medicina, ciéncias médicas, farmécia e biologia (Yao et al., 2016). Sdo derivados
de organismos vivos, se destacando pelas suas extraordinarias propriedades bioldgicas e
farmacologicas de uso clinico. Os mecanismos pelos quais 0s compostos naturais protegem

contra as diversas doencas podem oferecer grandes beneficios terapéuticos (Wang et al., 2016).
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A pesquisa e a producdo de medicamentos produzidos a partir das plantas com atividade
medicinal comprovada cientificamente envolvem varias etapas, sendo uma delas a de validacéo,
gue envolve testes que visam confirmar a sua eficacia e determinar a seguranca de sua utilizacédo
em organismos Vvivos. Os testes de eficacia podem ser realizados in vitro e in vivo. Estes testes
servem como uma indicacdo inicial da atividade que est& sendo pesquisada. Para determinacéao
do potencial anti-helmintico de plantas, podem ser realizados os testes de inibigcdo de ecloséo
de ovos, de motilidade ou de desenvolvimento larvar de nematoides, podendo estes ser parasitos
ou de vida livre, como Caenorhabditis elegans (Vasconcelos et al., 2005).

Os produtos naturais s0 0s pioneiros no desenvolvimento de novos farmacos. E,
entretanto, menos provavel que os principios bioativos tornem-se um farmaco por si. E
necessario que os projetos relacionados a quimica medicinal sejam iniciados somente quando
o0 potencial, a seletividade e a especificidade dos produtos naturais candidatos sejam revelados.
O Brasil tem uma enorme biodiversidade, mais poucas descobertas foram feitas. Sao
necessarias iniciativas que circundem e unam os produtos naturais e a quimica para que hajam
colaboragbes (Alberto et al., 2001). O contexto social, as necessidades do mercado
farmacéutico, e o reconhecimento que pesquisas com plantas medicinais usadas na medicina
popular representam uma abordagem compativel com o desenvolvimento de novos farmacos
levaram a um aumento do nimero de publicacdes neste campo, em virtude do reconhecimento
da importancia desta area de estudo por parte das instituicbes privadas ou governamentais
(Rates, 2001).

Diversas infeccOes tém sido objeto de pesquisas que envolvem plantas medicinais,
dentre as quais estdo as nematoidiases gastrintestinais associadas a perdas econémicas na
producdo de animais em todo o mundo (McLeod, 1995; Fox, 1997; Gasbarre et al., 2001,
Githigia et al., 2001). Apesar da existéncia de diversos anti-helminticos disponiveis
comercialmente, o desenvolvimento de resisténcia pelos nematoides e a busca do mercado
consumidor por fontes de tratamento em substituicdo aos produtos quimicos, tém justificado
diversas pesquisas que buscam plantas medicinais para o controle de infec¢do por nematoides
gastrintestinais. Entretanto, a total aceitacéo de drogas derivadas de plantas e a fitoterapia na
medicina cientifica s6 poderdo ocorrer se estes produtos cumprirem 0s mesmos critérios de
eficcia, seguranca e controle de qualidade que os produtos sintéticos (Rates, 2001).

A alta prevaléncia da resisténcia aos farmacos antiparasitarios surgiu em nematoides
que parasitam espécies de importancia econémica (Sangster et al., 1999). A avaliacdo da
capacidade anti-helmintica de plantas é uma alternativa para solucionar este problema

relacionado a de farmacos anti-helminticos de amplo espectro usados na medicina humana e
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veterinaria disponiveis atualmente. Segundo Pina Vazquez (2014), o extrato de trés plantas
cultivadas em Portugal (Dysphania ambrosioides, Persea americana e Psidium guajava) e uma
silvestre (Marrubium vulgare), mediante o uso do nematoide C. elegans como modelo, obteve
o efeito de diminuir a capacidade de locomocéo, que € uma caracteristica esperada de um anti-
helmintico eficiente. Além deste efeito, Psidium guajava também inibiu a oviposic¢do de C.
elegans.

O potencial anti-helmintico da maioria das plantas utilizadas como antiparasitarias na
medicina é um campo aberto para exploracdo cientifica e o estudo do mecanismo de acgdo €
importante para buscar alternativas a resisténcia. O nematoide C. elegans representa uma
alternativa Util para este estudo no &mbito molecular e fisiologico, explorando a interacao dos
metabolitos a nivel genético e molecular. A avaliacdo de metabdlitos potencialmente anti-
helminticos procedentes de fontes naturais é uma alternativa que se investiga como solugédo
para o problema da resisténcia a f&rmacos comercialmente disponiveis. Em conjunto, o uso do
nematoide C. elegans para explorar o mecanismo de acdo de compostos de plantas com
potencial anti-helmintico € um passo a mais para ajudar a resolver o problema das parasitoses

que afetam paises em desenvolvimento (Pifia-Vazquez, 2014).

1.6 Laurencia

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo reconhecidas como as maiores produtoras de
substancias halogenadas no meio marinho (Fenical, 1975; Teixeira, 1991). Dentre elas, o
género Laurencia destaca-se como uma fonte de novos produtos naturais (Scheuer, 2013).
Essas algas sdo amplamente distribuidas em mares temperados-quentes e tropicais do mundo
(Bold & Wynne, 1985). Segundo Oliveira-Filho (1977), as algas sdo organismos eucariéticos
qgue possuem clorofila e um talo ndo diferenciado em raiz, caule ou folhas, com habito
predominantemente aquatico. Neste ambiente, podem fazer parte dos “bentos” (individuos
fixos no substrato) ou “plancton” (individuos suspensos na agua). O ambiente marinho,
principalmente nas regides tropicais, apresenta uma diversidade de espécies comparavel aquela
presente nas florestas tropicais. Esta riqueza de espécies é capaz de produzir uma enorme
variedade de estruturas quimicas com um potencial elevado para descoberta de novos farmacos
(Molinski et al., 2009).
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Algas do género Laurencia séo encontradas em mares subtropicais e tropicais de todo
mundo, abrangendo cerca de 150 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de trinta espécies sendo
trés delas consideradas endémicas: L. catarinenses, L. oliveirana e L. translucida. Os estudos
sobre os constituintes quimicos de Laurencia tiveram inicio em 1953, quando foi verificado
que o Oleo essencial de L. glandulifera apresentava sesquiterpenos como componentes
majoritarios. A partir de 1965, iniciaram estudos classicos de isolamento, purificagdo e
elucidacdo estrutural de diferentes substancias de Laurencia. Seguiram-se inUmeros outros
trabalhos que resultaram, em ultima anélise, no fato de Laurencia ser o género de alga marinha
mais estudado até o momento (Pereira et al., 1999).

As algas vermelhas do género Laurencia sdo conhecidas como uma riquissima fonte de
metabolitos secundarios. As principais classes quimicas ja isoladas sdo terpenos sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos - e acetogeninas. Estudos apontam que estas substancias apresentam
importantes atividades bioldgicas, principalmente citotoxica e antibacteriana. Existem ainda
alguns poucos trabalhos com informacdes sobre atividade antiparasitaria, antiviral e antifungica
dos metabdlitos de Laurencia. O forte perfil bioativo observado em alguns estudos sugere que
alguns destes metabolitos podem ser futuramente utilizados como farmacos ou como prot6tipos
de novos agentes antitumorais e antibacterianos. Muitos dos metabolitos de Laurencia ainda
ndo foram avaliados sob o0 ponto de vista farmacoldgico, o que representa um grande potencial
a ser explorado por diversos campos da farmacologia (Machado et al., 2010).

Estudos realizados por Machado et al. (2008) mostram que os metabdlitos de Laurencia
podem apresentar multiplas fungbes, como protecdo contra herbivoros e organismos
incrustantes, aumentando a capacidade adaptativa do individuo ao ambiente. A mediacao destes
metabolitos em interagcdes entre organismos pode indicar que estas moléculas também atuem
em outros sistemas bioldgicos. Desta observacao parte a motivacdo para a busca de moléculas
de interesse terapéutico, uma vez que estudos tém verificado diferentes acBes farmacologicas
de metabdlitos de algas do género Laurencia.

Laurencia dendroidea € amplamente distribuida na regido costeira do Brasil. Em um
estudo fitoquimico realizado por Machado et al. (2016), foram coletadas amostras desta alga
em seis locais diferentes de dois estados da costa brasileira (Rio de Janeiro e Espirito Santo)
(Tabela 2) e revelaram a alta diversidade da composicao de sesquiterpenos na populacédo de L.
dendroidea coletada naquele periodo. Curiosamente, a variedade na composic¢do de elatol e
obtusol entre as populagcdes de L. dendroidea sugere uma interacdo no contetdo destes

compostos, onde pode ser observado que o extrato AZE, obtido da praia Azeda, apresenta o
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metabolito elatol como majoritario (Tabela 3). Ha necessidade de mais estudos para entender

os padrdes de distribui¢cdo quimica e compostos entre as populacdes.

Tabela 2- Locais de coleta das amostras estudadas. Adaptado de Machado et al., 2016.

Cadigo Local de coleta Localizagdo Data da coleta
MAN Praia Manguinhos-Serra- Espirito Santo (ES) 20°11013.9"S, 040°11025.4"0 Margo,2010
MEA Praia Meaipe-Guarapari-Espirito santo (ES) 20°11018.0"S, 040°11025.2"0 Margo,2010
AZE Praia Azeda-Buzios-Rio de Janeiro (RJ) 22°44033.6"S, 41°52055.6” O Margo,2011
VER Praia Vermelha-Parati-Rio de Janeiro (RJ) 23°11035.0" S, 044°38039.0"0 Abril, 2011
BIS Enseada Biscaia-Angra dos reis-Rio de Janeiro (RJ) 23°01033.7" S, 044°14008.1"0 Abril, 2011
FOR Praia do Forno-Avrraial do Cabo-Rio de Janeiro (RJ) 22°58003.3" S, 42°00056.2" O Maio,2011

Tabela 3- Contetdo relativo de sesquiterpenos expressos em porcentagem de compostos
obtidos por andlise de extratos de diferentes populacfes. Valores sdo o significado + desvio
padrdo, n=15. Adaptado de Machado et al., 2016.

Populagdo

Composto - - —

Manguinhos Meaipe Forno Vermelha Biscaia Azeda
Triguinane (1) 127 + 0.04 1541 £ 1.33 1852 + 0.79 19.08 & 0.68 2395 +£ 0.27 6.18 £ 0.17
10-Bromochamigra-3,7(14)-diene-9-ol (2) 275 £ 088 ND®) 0.80 + 0.12 ND ND ND
Dendroidiol (4) 858 + 0.35 ND 11.13 + 034 ND ND ND
Nidificene (5) 1.32 £ 0.58 268 £ 0.05 ND ND ND ND
Obtusane (6) 0.97 + 0.07 ND 372 + 042 0.38 + 0.02 1.39 + 0.12 ND
Cartilagineol (7) 328 £ 020 5.09 £ 046 0.33 £ 0.03 ND ND ND
Rogiolol (8) 11.97 + 0.78 25.88 + 2.89 ND ND ND ND
Obtusol (%) 2374 £ 1.78 170 £ 0.13 1871 £ 0.83 0.37 £ 0.01 11.80 + 0.31 ND
Isoobtusol (12) ND 345 £0.35 0.07 + 0.01 ND ND 072 + 0.02
Elatol (13) ND ND ND 23.15 £ 0.82 2537 £ 0.16 5157 £2.17
Dendroidone (14) ND ND ND ND 1.50 + O.11 ND
Debromo-elatol (15) ND ND ND 6.57 £ 0.46 ND ND
Total de sesquiterpenos identificados 8 6 7 5 5 3

*) ND = Néo detectados

A variabilidade na producdo de metabdlitos secundarios em algas marinhas é medida
em condic¢des naturais e normalmente é causada por fatores ambientais. Entretanto, ndo €
conhecido se os niveis de metabdlitos secundarios podem variar também devido a regulagéo
interna ou processos fisiologicos. Foram medidos os niveis de elatol, um composto defensivo
majoritario de L. dendroidea, em correlagdo a atividade de fotossistema II (®psi) em clones
desta alga cultivada sob condic¢des constantes de temperatura, salinidade, disponibilidade de
nutrientes e radiagdo. O ®ps durante a fase de luz foi medido pela imagiologia de
imunofluorescéncia de clorofila, que foi maior quando a concentracdo de elatol estava baixa.

Os resultados mostraram variacdo temporal em quantidades de elatol, que atingiu seu nivel
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maximo no inicio dos periodos luminosos e escuros. Foi concluido que sob condigdes
constantes, isto €, sem influéncia do habitat natural e variagdo genética, a variacdo da producao
de elatol é inversamente correlacionada a ®ps;. Ambas atividades metabolicas de produgéo de
metabolitos secundarios e atividade fotossintética estdo sob controle endégeno nesta alga
vermelha. H& possibilidade de resposta adaptativa neste fenémeno por pressdo ambiental
(Kokkotou, 2014).

Em um estudo feito por Al-Enazi (2017), descrevendo a atividade antimicrobiana,
antioxidante e anticolinesterase in vitro de extrato organico de 14 algas coletadas na costa
brasileira, revelou que o resultado mais promissor antimicrobiano obtido foi através do uso dos
extratos da alga vermelha L. dendroidea (Bianco et al., 2015). A atividade antimicrobiana,
antioxidante e anticancer de extratos de L. catarinensis, L. majuscula e Padina pavonica foram
determinados em um estudo feito com estas trés espécies, revelando a maior atividade
antibacteriana em Klebsiella pneumonia por L. catarinenses e Padina pavonica. Acetogeninas
isoladas da alga vermelha L. obtusa induzem apoptose de neutrdfilos periféricos no sangue,
sendo candidatas promissoras para desenvolvimento de anti-inflamatérios (Bawakid, 2017).

A esquistossomose pode ser causada por seis diferentes espécies do género Schistosoma.
O tratamento é baseado em dois farmacos: oxamniquine, que é eficaz em Schistosoma mansoni,
e praziquantel, que é eficaz contra todas as espécies de Schistosoma, mas ndo € efetivo contra
as formas jovens do parasito. Desta forma, pesquisas com novos farmacos e suas metas de
tratamento da doenca sdo urgentemente necessarias. Em um estudo feito para testar a eficacia
dos extratos de algas vermelhas contra S. mansoni, que foi incubado em pares com diferentes
concentragdes dos extratos da alga, avaliou mortalidade, reducdo da mobilidade e
distanciamento do par de helmintos adultos. Os extratos de 13 diferentes espécies de algas
vermelhas foram testados no primeiro ensaio e a atividade destes foi testada em baixas
concentracdes. Neste estudo, os extratos de varias espécies de Laurencia mostraram alta
atividade contra S. mansoni em baixas concentragdes (Stein et al., 2015).

Apesar do grande nimero de metabolitos ja isolados para o género Laurencia, a grande
maioria ainda ndo foi submetida a ensaios de atividade farmacoldgica, especialmente anti-
helmintica. Das 145 espécies descritas até 0 momento, apenas sdo encontrados estudos de
atividade biologica para os metabolitos isolados de pelo menos quinze delas, o que corresponde
a aproximadamente 10% do total. Os resultados ja observados, aliados a diversidade de
metabolitos disponiveis, indicam claramente que a pesquisa de metabdlitos produzidos pelo

género Laurencia, amplamente distribuido no nosso litoral, possui um grande potencial de
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obtencdo de novos protdtipos de farmacos a serem utilizados no tratamento de diversas

patologias (Machado et al., 2010).

1.6.1 Elatol

O elatol € um sesquiterpeno isolado da alga do género Laurencia, e foi isolado de
Laurencia elata pela primeira vez por Sims et al. (1974). Véarias espécies de Laurencia
produzem este metabolito como majoritario (Konig et al., 1997). Muitos estudos mostram
que o elatol desempenha uma importante funcdo em interacGes ecoldgicas, tais como anti-
herbivoria, atividade e potencial de defesa contra infec¢des por microrganismos (Sims et al.,
1974). Dentre as propriedades farmacologicas do elatol, destaca-se antitumoral, anti-
inflamatdria, antifingica, antiviral e antibacteriana (Ventura et al., 2015).

O elatol é um potente agente antiproliferativo de promastigotas e formas
intracelulares de amastigotas de Leishmania sp., e apresenta elevado potencial no
desenvolvimento de novos quimioterapicos anti- Leishmania (Santos et al., 2010).

Testes in vitro constataram a atividade anti-Trypanosoma do sequiterpeno elatol, obtido
de algas vermelhas Laurencia dendroidea. Através da microscopia eletrénica o efeito do elatol
na morfologia e ultraestrutura do parasito foi avaliado, mostrando este ser dose dependente
contra epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Observagdes ao microscopio Optico em
formas amastigotas intracelulares tratadas demostraram uma total eliminacdo da infeccdo na
dose de 3,0 uMm, sem afetar células sanguineas vermelhas (Veiga-Santos et al., 2010).

Numerosos trabalhos tém demonstrado que a atividade anticancer de macromoléculas
bioldgicas ndo toxicas sdo maiores que alguns farmacos quimioterapicos convencionais. Algas
marinhas sdo fontes significantes de substancias bioativas naturais com tendéncia de emerséao
para o isolamento e identificacdo de compostos e constituintes da alga, como o elatol. Estudos
confirmaram sua atividade antitumoral, reduzindo o crescimento tumoral em camundongos
(Sharif et al., 1974).

De acordo com Kamada et al. (2017), nove compostos sesquiterpenos halogenados
podem ser isolados da alga vermelha Laurencia majuscula, dentre eles o elatol, que apresentou
atividade antibacteriana contra trés bactérias causadoras de doencas em humanos, Escherichia
coli, Salmonella typhi e Vibrio cholera.

A dengue é considerada um serio problema de satde publica, sem alternativas viaveis

para controlar o inseto vetor Aedes aegypti Linnaeus. Compostos bioativos presentes no extrato
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bruto extraidos da alga vermelha L. denroidea contendo elatol e obtusol se mostram também
promissores como agentes pesticidas, pois sdo capazes de promover mortalidade nas larvas do
vetor (Salvador-Neto, 2016). O elatol obtido do extrato bruto de L. dendroidea exibiu moderada
toxicidade e alto grau de atividade repelente contra Tetranychus urticae (acaro) em estudos
feitos em laboratorio, mostrando-se novamente como um composto promissor para 0

desenvolvimento de novos pesticidas (Born et al., 2012).
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Objetivos

Avaliar o potencial anti-helmintico do extrato bruto e do metabdlito elatol, obtidos da alga

Laurencia dendroidea no modelo experimental Caenorhabditis elegans;

Avaliar o efeito de extrato bruto e do metabolito elatol de Laurencia dendroidea em
diferentes concentragdes na sobrevivéncia de helmintos adultos e eclosdo de larvas L1 de

Caenorhabditis elegans;

Investigar alteracGes morfologicas e estruturais promovidas pelo extrato bruto e pelo
metabolito elatol de Laurencia dendroidea em helmintos adultos Caenorhabditis elegans

através da microscopia optica.

Avaliar a capacidade dos C. elegans em distinguir compostos patogénicos, de acordo com

sua preferéncia olfativa através do Teste de Escolha Binaria
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3 Materiais e Métodos

3.1 Cultivo e manutencgéo de Caenorhabditis elegans

Para o cultivo do C. elegans, a bactéria Escherichia coli cepa OP50 foi utilizada como
fonte alimentar e mantida em meio L-Broth. 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 CaCly;
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.

Em casos ocasionais de problemas de contaminacao, estes sdo superados facilmente
devido a resisténcia dos ovos ao tratamento com hipoclorito de sddio (4 a 6%). Pode ser
estocado em nitrogénio liquido e também ser refrigerado, o que pode ser valido para periodos

entre estudos.

3.2 Avaliacéo da atividade de ivermectina, do extrato bruto de Laurencia dendroidea e o

metabdlito elatol em formas adultas de Caenorhabditis elegans

As andlises foram realizadas com ivermectina, com o extrato bruto da alga Laurencia
dendroidea e com seus metabolitos. O extrato e os metabdlitos foram gentilmente cedidos pela
Prof® 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 CHCI; e as suas
fracdes foram obtidas a partir do extrato AZE, obtido da coleta na praia Azeda, que possui 0
metabolito elatol como majoritério principal.

Para a realizacdo dos experimentos, foi necesséaria a realizacdo da sincronizacdo da
cultura para a obtencao dos ovos de C. elegans. A placa de cultivo foi lavada com agua destilada
ou meio M9 (3 g de KH2POg4, 6 g de NazHPOg4, 5 g de NaCl, 1 ml de MgSO4 1 M e 1L de H20)
para a coleta dos helmintos da placa, em seguida, 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 0vos preservados.

O lavado com a solugéo foi centrifugado a 800 x g por 60 segundos para que houvesse
a sedimentagdo dos ovos. Apos a centrifugacdo foram realizadas lavagens repetidas em meio

M9 para retirada dos resquicios da solucdo e, por fim, os ovos colocados em uma placa de
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cultivo contendo a fonte alimentar E. coli e incubados por 72 h para obtencéo dos adultos. Para
incubacdo dos adultos, trés dias ap6s a lavagem, os C. elegans adultos foram separados em
grupos com cerca de 30 helmintos, que foram incubados em uma placa de 96 poc¢os contendo
meio S.medium [meio S.basal (5,85 g de NaCl, 1 g de KoHPOs, 6 g de KH2PO4, 5mg/ml de
colesterol em etanol e 1L de H20), 10 mL de citrato de potéssio 1 M, pH 6,0, 3 ml de CaCl>
alM, 3 ml de MgSO4] durante 3 dias com a adi¢do do extrato de Laurencia dendroidea, elatol
ou ivermectina, em diferentes concentragdes na temperatura de 22°C. A bactéria E. coli foi
adicionada ao meio de incubacdo como fonte alimentar. A ivermectina foi utilizada como
controle positivo nas seguintes concentracgdes: 1, 5, 10 e 20nM. O extrato AZE foi utilizado nas
seguintes concentracdes: 400, 500, 600, 700 e 800 ng/mL. O metabdlito elatol foi utilizado nas
concentragdes de 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 e 200mM.

A condicao de DMSO também foi testada, pois este € o solvente da ivermectina, extrato
azeda e elatol, sendo que em cada poco de incubacéo, a concentracdo atingida foi de 0,01%.

A leitura dos resultados foi realizada em microscépio éptico invertido onde séo contados
os helmintos vivos e os mortos. A avaliacdo de sobrevivéncia foi feita por meio da verificacdo

da motilidade e do movimento bulbo-faringeal.

3.3 Avaliacéo da atividade de ivermectina, do extrato bruto de Laurencia dendroidea e o

metabdlito elatol na eclosdo de larvas L1 a partir dos ovos de Caenorhabditis elegans

Os ovos obtidos utilizando a mesma metodologia citada acima foram divididos em
grupos com cerca de 30 ovos, adicionados em placas contendo meio S. basal durante cerca de
15 horas com a adicéo do extrato de Laurencia dendroidea, elatol ou ivermectina nas mesmas
concentracOes utilizadas para os adultos ou a concentracdo do ICso obtido nos adultos a
temperatura de 22°C. A bactéria E. coli foi adicionada ao meio de incubacdo como fonte
alimentar. Apoés este periodo, as larvas L1 que eclodiram foram contadas em cada condicéo

experimental. Os resultados foram expressos em percentual de larvas L1 eclodidas.

3.4 Andlises estatisticas

O percentual de sobrevivéncia dos adultos e eclosdo das larvas L1 foram plotados em
funcdo da concentracdo dos compostos utilizando-se uma analise ndo-linear com o programa

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., EUA). As comparacOes estatisticas para o
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percentual de sobrevivéncia foram realizadas por analise de variancia (One-way ANOVA,
Newman-Keuls pos teste) e a significancia aceita se p<0,05. Para o célculo do 1Cso, 0 mesmo
programa foi utilizado.

O termo ICso (concentragdo que inibe 50% da sobrevivéncia) € usado para avaliar a
adequacdo e a performance de drogas, sendo um parametro farmacoldgico para comparagdo da
poténcia de diferentes drogas e/ou farmacos. Os protocolos de ensaio sdo desenvolvidos para

determinar testes em compostos que possuem propriedades desejadas (Sebaugh, 2011).

3.5 Andlise morfoldgica do efeito da ivermectina, do extrato de Laurencia dendroidea e
elatol em Caenorhabditis elegans adulto por microscopia de Luz.

Os C. elegans ndo tratados (controle), tratados com o diluente DMSO e tratados com o
extrato AZE, elatol e ivermectina foram fixados em AFA (acido acético glacial, formol 37%
e alcool etilico 70%), depois lavados em tampdo cacodilato de sédio 0,1M e transferidos com
uma micropipeta para ldminas de vidro e cobertos com uma laminula para serem observados ao
microscopio Olympus BX51 equipado a camera Olympus DP71. Esta etapa foi realizada no
Laboratorio Integrado de Morfologia — NUPEM — UFRJ/Campus Macaé.

3.6 Teste da escolha binaria

O experimento de escolha binaria visa avaliar a capacidade dos C. elegans em distinguir
compostos patogénicos, de acordo com sua preferéncia olfativa. O C. elegans é capaz de evitar
0 odor do composto que ele considera mais patogénico e aumentar sua atracdo por odores de
compostos menos patogénicos.

Este experimento foi realizado em 4 etapas, sendo elas: Treinamento, Contagem, Placa
teste e Término.

No treinamento, com o auxilio de uma alga de transferéncia, foi semeado o extrato AZE
diluido em meio L- broth liquido e E. coli na concentracéo do ICsp (261,2ng/mL) na metade da
superficie da placa de Petri. Na outra metade da placa, foi semeado o elatol diluido em meio L-
broth liquido e E. coli na concentra¢éo do ICsp (67,07mM). Foram depositados no centro da
placa 51 nematoides sincronizados no estagio L1. Estes foram incubados na BOD a 22°C

durante 4 horas.
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Apos 4hs, a placa foi lavada com 5mL de solugdo M9, e a solugdo foi adicionada em
tubo Falcon. Apos decantada, o volume foi ajustado para 30 puL. Entre 1amina e laminula, foi
contado ao microscépio o nimero de individuos.

Em uma nova placa, foi semeado na forma de spot e equidistantes, o extrato AZE e o
elatol. Foram semeados 51 nematoides retirados do tudo Falcon e colocados no centro da placa.
Foi incubado durante 4hs na BOD a 22°C. Ao término do experimento, foi anotado o nimero

total de nematoides em cada spot.

Mematoides treinados

Extrato AZEDA @ clatol

Figura 6: Esquema do ensaio de escolha binaria com nematoides expostos ao extrato
Azeda e ao elatol. Adaptado de Meisel e Kim, 2014.
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4 Resultados

4.1 Atividade da ivermectina (1VM) na sobrevivéncia de adultos de Caenorhabditis

elegans

A analise da acdo da ivermectina em adultos de C. elegans foi plotada em grafico que
mostra o percentual de sobrevivéncia em funcdo da concentracdo da mesma. O efeito desta na
sobrevivéncia é claramente dependente da concentragdo utilizada, sendo as concentracGes de 5,
10 e 20 nM as mais eficazes, levando a uma diminui¢do estatisticamente significativa em
relacdo ao controle. O ICso encontrado para a IVM foi de 0,1354 nM. A concentracdo de 20nM

provoca 100% de mortalidade dos helmintos adultos (Fig.7).
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Figura 7: Percentual de sobrevivéncia de formas adultas de Caenorhabditis elegans ap6s
tratamento com ivermectina. Os valores sdo a média +erro padrdo da média de trés experimentos em
triplicata. As letras representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P<0,05 One
Way ANOVA, Newman-Keuls pos teste).
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4.2 Atividade do extrato bruto da alga Laurencia dendroidea na sobrevivéncia de adultos

de C. elegans

A acdo do extrato bruto AZE em adultos de C. elegans foi plotada em grafico que mostra
o percentual de sobrevivéncia em funcéo da concentracdo do extrato Azeda.

O extrato bruto da alga Laurencia dendroidea afetou a sobrevivéncia de C. elegans
adultos apds trés dias de tratamento. O resultado mostra a taxa de sobrevivéncia em funcdo da
concentracdo do extrato. A concentracdo de 800ng/ml se mostrou a mais eficaz, e o tratamento
com as outras concentragdes mostrou efeitos similares entre elas (Fig.8). Apds trés dias de

tratamento, o valor do 1Cso encontrado foi de 261,2 ng/ml.
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Figura 8: Percentual de sobrevivéncia de formas adultas de Caenorhabditis elegans apos
tratamento com o extrato bruto AZEDA da alga Laurencia dendroidea. Os valores séo a
média xerro padrdo da média de trés experimentos em triplicata. As letras representam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P<0,05 One Way ANOVA,
Newman-Keuls pos teste).
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4.3 Atividade do elatol na sobrevivéncia de adultos de Caenorhabditis elegans

A acdo do elatol em adultos de C. elegans foi plotada em gréfico que mostra o percentual
de sobrevivéncia em funcao da concentracéo de elatol.

O elatol afeta a sobrevivéncia de C. elegans adultos apos trés dias de tratamento. O resultado
mostra a taxa de sobrevivéncia em funcdo da concentracdo do elatol. A concentragdo de 100mM
se mostrou a mais eficaz, e o tratamento com as outras concentragdes se mostrou
estatisticamente igual ao controle (Fig.9). Apos trés dias de tratamento, o valor do ICso
encontrado foi de 67,07nM.

=
(=]
o
- w
o
o
o
—lo

Sobrevivéncia (%)
o 3
"
i
" -
=
- ~ o

)
P I N S I A
& GPQ vooav <8 <97 o& o SN
S 0" 0O A0 A 0

Figura 9: Percentual de sobrevivéncia de formas adultas de Caenorhabditis elegans ap6s
tratamento com o elatol. Os valores sdo a média +erro padrdo da média de trés experimentos
em triplicata. As letras representam diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
(P<0,05 One Way ANOVA, Newman-Keuls poés teste).

4.4 Efeito do extrato bruto de Laurencia dendroidea na eclosao de larvas L1 de

Caenorhabditis elegans

A avaliagdo do efeito do extrato bruto na eclosdo das larvas L1 a partir dos ovos de C.
elegans foi plotada no grafico que mostra o percentual de eclosdo em funcéo da concentracao
do extrato. O tratamento dos ovos de C. elegans com o extrato bruto da alga L. dendroidea



30

mostrou que este ndo altera a eclosdo das larvas a partir dos ovos nas concentragdes utilizadas,

que foram as mesmas utilizadas no tratamento dos adultos (Fig.10).
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Figura 10: Percentual de eclosdo de larvas de Caenorhabiditis elegans ap6s tratamento
com o extrato bruto AZEDA da alga Laurencia dendroidea. Os valores sdo a média xerro
padrdo da média de trés experimentos em triplicata. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (P>0,05 One Way ANOVA, Newman-Keuls pos teste).

4.5 Efeito da ivermectina na concentracdo do I1Cso na eclosédo de larvas de
Caenorhabiditis elegans.
A avaliagdo da concentragdo do I1Cso da ivermectina (0,134nM) na ecloséo das larvas
L1 a partir dos ovos de C. elegans foi plotada no grafico que mostra o percentual de eclosédo em
funcdo da concentracdo da mesma. O tratamento dos ovos de C. elegans com a ivermectina
mostrou que esta altera a eclosdo das larvas na concentracao do ICso encontrada nos C. elegans

adultos no presente estudo (Fig.11).
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Figura 11: Percentual de ecloséo de larvas de Canorhabditis elegans ap6s tratamento com a
ivermectina na concentragdo do 1Cso de 0,134nM. Os valores sdo a média +erro padrdo da
média de trés experimentos em triplicata. As letras representam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (P<0,05 One Way ANOVA, Newman-Keuls pds teste).

4.6 Efeito do extrato azeda na concentracéo do 1Cso na eclosdo de larvas L1 de

Caenorhabditis elegans.

A avaliacdo do efeito do extrato bruto na concentragdo do ICso (261,2ng/mL) na ecloséo das
larvas L1 a partir dos ovos de C. elegans foi plotada no grafico que mostra o percentual de
eclosdo em funcdo da concentracdo do extrato. O tratamento dos ovos de C. elegans com o
extrato bruto da alga L. dendroidea nédo altera a eclosdo das larvas a partir dos ovos na
concentracdo utilizada (Fig.12).
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Figura 12: Percentual de ecloséo de larvas de Caenorhabditis elegans apds tratamento com
0 extrato bruto na dose do ICso de 261,2ng/mL. Os valores sdo a média terro padrdo da
média de trés experimentos em triplicata. As letras representam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (P<0,05 One Way ANOVA, Newman-Keuls pos teste).

4.7 Efeito do elatol na concentracgéo do 1Cso na ecloséo de larvas L1 de Caenorhabditis

elegans.

A avaliacdo do efeito do elatol na concentracdo do ICso (67,07mM) na ecloséo das larvas
L1 a partir dos ovos de C. elegans foi plotada no grafico que mostra o percentual de eclosédo em
funcdo da concentracdo do elatol. O tratamento dos ovos de C. elegans com o elatol ndo alterou

a eclosdo das larvas a partir dos ovos na concentracdo utilizada (Fig.13).
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Figura 13: Percentual de eclosdo de larvas de Caenorhabditis elegans apds tratamento com o elatol
na dose do 1Csp de 67,07mM. Os valores sdo a média terro padrdo da média de trés experimentos em
triplicata. As letras representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P<0,05 One
Way ANOVA, Newman-Keuls pds teste).

4.8 Andlise morfoldgica do efeito dos compostos em Caenorhabditis elegans adultos
através de microscopia otica

4.8.1 Controle e controle com DMSO

O grupo controle forneceu um padrdo de referéncia, que permitiu avaliar se o tratamento teve
um efeito morfoldgico atraves da comparacao entre os grupos. Os nematoides provenientes do
grupo controle e DMSO 0,01% (diluente da ivermectina, do extrato bruto e do elatol) foram
analisados e se apresentaram em sua forma intacta, sem nenhuma alteracdo morfologica, assim
como a cuticula e as estruturas internas. A integridade da morfologia de C. elegans foi mantida,
onde as regides anteriores e posteriores se mostram nos padrdes normais, que sao afilados,
sendo possivel visualizar o aparelho reprodutor intacto atraves do utero com os ovos (Fig. 14A).

Na regido anterior pode-se observar estruturas internas integras, como faringe (Fig. 14B,C) e
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bulbo esofagiano (Fig. 14B), assim como a cuticula que as reveste (Fig. 14B, C). A cuticula se
apresentou integra, revestindo todo o corpo de C. elegans, sem alteracdes (Fig. 14D).
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4.8.2 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com ivermectina 1nM

Neste grupo foi observado um grande desarranjo na morfologia de C. elegans em que
um ovo esta na regido anterior, além de uma intensa degradacdo de estruturas internas (Fig.

15A). A cuticula apresenta areas de desprendimento do corpo (Fig.15B).
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4.8.3 Alteragdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com ivermectina
snM

A regido anterior do nematoide apresentou severa degradacéo de estruturas internas uma
vez que a faringe e o bulbo estdo pouco delimitados e ndo se consegue observar o contorno do

utero com ovo (Fig. 16A e C) e observa-se a formagéo de vacuolos (Fig. 16B).
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4.8.4 Alteragdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com ivermectina
10nM

Esta concentracdo causou intensa descamacéo na cuticula ao longo de todo o corpo de

C. elegans (Fig.17A). Foram observadas a formacéo de pequenos vacuolos (Fig 17B).
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4.8.5 Alteragdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com ivermectina
20nM

Nesta concentracdo pode-se observar diversos danos causados a C. elegans. Ha intensa
desorganizacdo e degeneracdo de estruturas internas, tais como faringe, bulbo, sistema

reprodutor e estruturas externas (cuticula) (Fig. 18A, B).
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4.8.6 Alteracdes morfologicas em Caenorhabditis elegans tratados com o extrato bruto
AZE 400ng/ml
Nesta concentracdo foi observado o fendmeno chamado eclosdo intrauterina, ou
“endotokia matricida”, em que o adulto retém os ovos, que eclodem internamente (Fig.19A) e

alteracdes cuticulares em todo o corpo de C. elegans (Fig.19B).
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4.8.7 Alteragdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o extrato bruto
AZE 500ng/ml

Na regido anterior do nematoide pode-se observar diversas areas de destruicdo e
descamacdo na cuticula e severa destruicdo de estruturas internas, tornando-se impossivel

visualizar o sistema reprodutor (Fig.20A). Ocorreu a formacao de diversos vacutolos (Fig.20B).
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4.8.8 Alteracdes morfologicas em Caenorhabditis elegans tratados com o extrato bruto
AZE 600ng/ml

Foi observado o fendmeno denominado eclosdo intrauterina ou endotokia matricida
(Fig.21A, B), onde foi possivel identificar, dentro do adulto, o bulbo do eséfago da larva

eclodida durante este processo (Fig.21B).
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4.8.9 AlteracGes morfologicas em Caenorhabditis elegans tratados com o extrato bruto
AZE 700ng/ml

Foi observado a eclosdo intrauterina, com larvas ocupando todo o corpo do nematoide
(Fig. 22A). A cuticula sofreu danos, culminando com o seu despregueamento (Fig. 22B). Na
parte interna, € possivel observar a formacgéo de vacuolos distribuidos desde a regido anterior
até a posterior (Fig. 22C).
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4.8.10 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o extrato bruto
AZE 800ng/ml

Pudemos observar o fendmeno chamado eclosdo intrauterina, com presenca de larvas
resultantes de ovos eclodidos dentro do adulto, ocupando a estrutura interna deste (Fig.23A) e

formacéo de vacutolos (Fig.23B).
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4.8.11 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 0,1mM

Esta concentracdo causou intensa descamacao na cuticula ao longo de todo o corpo de

C. elegans (Fig.24A) e descamacao cuticular na regido posterior do nematoide (Fig. 24B).
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4.8.12 Alteragdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 0,3mM

Foi observado o desprendimento da cuticula (Fig.25A) e a formacdo de varios vacuolos
(Fig.25B).
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4.8.13 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 1mM

Nesta concentragdo pudemos observar o desprendimento da cuticula na regido anterior

(RA) e posterior (RP) (Fig. 26A) e formacéo de pequenos vacuolos (Fig.26B).
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4.8.14 Alteractes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 3mM

Foi observado severa degradacéo de estruturas internas, em que 0S 0v0S presentes no
interior do utero da fémea encontram-se deformados (Fig. 27A) e formacdo de vacuolos
(Fig.27B).
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4.8.15 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 10mM

Nesse grupo foi observado severa degradacdo de estruturas internas (Fig. 28A), ovo presente no
tero da fémea em processo de deformagcéo (Fig. 28B) e descamacdo da cuticula (Fig. 28C).
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4.8.16 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 30mM

Foi observado a degradacdo de estruturas internas (Fig. 29A). Também pudemos observar o
destacamento de éareas da cuticula e extravasamento de estruturas internas (Fig. 29B).
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4.8.17 Alteracdes morfoldgicas em Caenorhabditis elegans tratados com o elatol 100mM

Nesta concentracdo pudemos observar a descamacao da cuticula (Fig. 30A, B).
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4.8.18 Teste da escolha binaria em Caenorhabditis elegans

O experimento de escolha binéria visou avaliar a capacidade dos C. elegans em distinguir
bactérias patogénicas, de acordo com sua preferéncia olfativa apos a exposicao inicial do
nematoide a estes microrganismos. No presente estudo, utilizou-se este teste para avaliar a
capacidade de C. elegans adultos em distinguir entre compostos mais ou menos toxicos.

Desta forma, foram comparadas as condi¢Ges de exposi¢cdo ao extrato bruto AZE e seu
metabolito majoritario elatol. Nestes experimentos, em que foram utilizados 51 nematoides no
estdgio L1, a contagem foi de 18 nematoides no spot do extrato Azeda e 33 no elatol,
demonstrando que este teve preferéncia pelo elatol, sendo o extrato bruto considerado mais

téxico.
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5 Discusséo

A resisténcia aos farmacos utilizados para controle parasitario na medicina veterinaria é
preocupante e tem sido relatada em todas as classes de anti-helminticos usados na criacdo de
gado. Em algumas regiées do mundo, a prevaléncia a resisténcia a multi-drogas (MDR) é muito
elevada em nematoides de ovelhas e cabras, ameacando a viabilidade da criacdo de pequenos
ruminantes. Em humanos, os principais relatos de resisténcia a anti-helminticos sdo daqueles
usados para tratamento e controle de ténias e Schistosoma sp.. Neste contexto, hd uma
necessidade urgente de desenvolver novos compostos para controle de helmintiases (Kaplan,
2004; Geerts et al., 2000).

A disponibilidade de anti-helminticos que temos atualmente é reduzida e possui exemplares
com mecanismos de acdo ndo estabelecidos e pouco estudados. Além disso, os efeitos colaterais
indesejados aliados a grande resisténcia, gera uma busca e estimulo ao desenvolvimento de
novos compostos. Atualmente ndo existe um farmaco ideal para o tratamento das infecces, 0
gue gera transtornos nutricionais, intelectuais e afeta diretamente a qualidade de vida do
individuo. As pessoas de baixo poder econdmico sdo as mais afetadas, o0 que agrava a situacdo
em que esta ja se encontra. As caracteristicas ideais para o desenvolvimento de um novo
farmaco seria baixo custo, pouco ou nenhum efeito colateral, seguro para a utilizacdo em
gestantes e criancas, que seja de amplo espectro e que tenha um esquema terapéutico de facil e
curto periodo de administracdo (Chehter, 1995; Kohler, 2001).

Os produtos naturais sao amplamente utilizados em sua forma bruta como plantas
medicinais e pela industria farmacéutica. Este representa um ponto de partida para a pesquisa e
desenvolvimento de novos compostos farmacos. Os testes em que se utilizam os extratos
vegetais e seus metabdlitos em modelos experimentais, como o C. elegans, podem ser de grande
importancia para o desenvolvimento de um novo anti-helmintico. O género da alga Laurencia
possui varios efeitos descritos, porém a espécie L. dendroidea ainda ndo possui seu efeito
descrito em helmintos (Vieira et al., 1999; Sousa et al., 2013; de Oliveira et al., 2014).

O uso de plantas medicinais tem sido recomendado como uma alternativa para o controle
de doencas parasitarias em varios paises do mundo, entretanto sua correta indicagdo clinica s6
podera ocorrer apos a validacdo cientifica de plantas tidas como medicinais (Camurga et al.,
2005). No presente estudo, 0s experimentos com a ivermectina foram de extrema importancia
para que haja comparacéo dos resultados obtidos com os produtos naturais com um composto

ja reconhecido como anti-helmintico.
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A ivermectina € um dos anti-helminticos mais utilizados atualmente na medicina veterinaria
e humana. Em uma regido da Argentina foi feito um estudo para avaliar o efeito da ivermectina
eliminada na matéria fecal de bovinos tratados, em que a coprofauna colonizadora e a
degradacéo fisica das fezes depositadas naturalmente sofreram anéalise. Foram avaliados dois
grupos de bovinos, em que um deles ndo recebeu tratamento (controle) e o outro recebeu
0,2mg/kg de ivermectina subcutanea. A partir das fezes dos animais foram recolhidas amostras
e estas analisadas. Todas as amostras recolhidas do grupo tratado acusaram a presenca de
ivermectina. Como resultado, foi observada a menor presenca de dipteros, artropodes e acaros
e menor velocidade na degradagéo destas fezes. Este estudo demonstra que a ivermectina possuli
um efeito indesejavel sobre o0 ambiente, pois afeta diretamente a biodiversidade (Iglesias et al.,
2005).

O resultado obtido nos ensaios realizados com a ivermectina mostrou que esta afeta
severamente a sobrevivéncia de C. elegans, sendo seu efeito dependente da dose utilizada,
obtendo-se mortalidade de 100% da populagdo com a concentracéo de 20nM e obtendo-se um
ICso de 0,1354nM. Nos ensaios com o extrato bruto da alga L. dendroidea e do metabdlito
elatol, foi constatado que estes afetam a sobrevivéncia de C. elegans adultos apoés trés dias de
tratamento. A concentracdo de 800ng/ml do extrato bruto e a de 100nM do elatol se mostraram
as mais eficazes, obtendo-se 1Cso de 261,2ng/ml e 67,07mM, respectivamente. O tratamento
com as outras concentracdes mostraram efeitos similares entre elas. Foram observadas diversas
alteracdes morfoldgicas e estruturais semelhantes nos helmintos tratados com a ivermectina,
extrato bruto e elatol, demonstrando atividade anti-helmintica do extrato AZE e do elatol obtido
de L. dendroidea.

No presente estudo, uma caracteristica importante demonstrada pelo tratamento de C.
elegans com a ivermectina, com o extrato da alga L. dendroidea e do elatol, foi o destacamento
e danos severos na cuticula deste nematoide, que foi observado nas concentracdes de
ivermectina 1, 10 e 20nM, no extrato AZE 400, 500 e 700ng/ml e no elatol 0,1mM, 0,3mM,
1mM, 10mM, 30mM e 100mM. A cuticula é essencial a vida de C. elegans, pois € uma barreira
entre este e 0 ambiente, confere resisténcia, protecéo e € crucial na etapa da muda, na qual o
nematoide passa do estagio de ovo a adulto. Danos na cuticula podem causar o0 extravasamento
de estruturas internas. Estes efeitos podem afetar diretamente a sobrevivéncia de C. elegans.
Resultado semelhante foi observado em outros nematoides, como Wuchereria bancrofti
(Oliveira Menezes et al., 2007). Neste estudo, a analise por microscopia eletrénica de varredura
demonstrou descamacédo na superficie cuticular, similar ao observado em nematoides obtidos

de pacientes que receberam a co-administracdo dos anti-helminticos dietilcarbamazina e
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albendazol. Os nematoides de pacientes tratados apenas com dietilcarbamazina néo
apresentaram estas alteracdes. Em ambos 0s casos 0s nematoides permaneceram vivos até a
retirada cirdrgica.

Outros trabalhos mostraram resultados semelhantes aos obtidos em nossos resultados.
Sukontason et al. (2000) analisando a larva L3 de Gnasthostoma spinigerum ao microscopio
eletronico de varredura, tratados in vitro com albendazol nas concentracdes de 1 e 2 pg/ml,
observou acentuadas mudancas na morfologia da superficie da larva, em que a superficie da
regido anterior estava inchada e as espiculas localizadas na regido posterior foram removidas.
Segundo um estudo feito com C. elegans por Sant’anna et al. (2016), trifuralina a 25 uM causou
destacamento de certas &reas da cuticula adjacente a hipoderme em um grande nimero de
nematoides apos sete dias de tratamento.

Os produtos naturais sao promissores para o desenvolvimento de novos farmacos, e muitos
deles que foram estudados, apresentam resultados similares aos nossos. Em um estudo feito
para detectar a acdo anti-helmintica de inibidores de cisteino-proteinases da planta Carica
papaya, mostrou que 30 minutos de contato com a planta na temperatura de 20°C sdo suficientes
para causar ruptura da cuticula e extravasamento de estruturas internas em C. elegans (Phiri et
al., 2017).

Em um estudo feito para avaliar a atividade do extrato aquoso de gengibre contra
Schistosoma mansoni, 16 camundongos foram infectados com cercarias e divididos em dois
grupos: ndo tratados e tratados com o extrato. Apos 10 semanas, 0os camundongos foram
sacrificados e os helmintos obtidos do tecido hepético tiveram sua topografia de superficie
avaliada através da microscopia eletrénica de varredura. O estudo revelou que os helmintos
machos provenientes de camundongos tratados com o extrato de gengibre tiveram perda da
arquitetura de seu revestimento superficial, com perda parcial dos espinhos dos tubérculos,
extensiva erosdo em regides do tegumento com formagdo de “bolhas” ao redor deste. Estes
resultados sugerem que o extrato de gengibre possui atividade anti-Schistosoma, promovendo
base para novos experimentos (Molinski et al., 2009). O efeito da curcuma também tem sido
largamente investigado. A tubulina é a proteina mais abundante no citoesqueleto do protozoario
Giardia lamblia, e para elucidar o efeito da circuma, trofozoitos foram tratados e as células
avaliadas ao microscopio eletrénico de varredura. A circuma inibiu a proliferacéo e adesao de
Giardia as concentracfes de 3 e 15 uM causaram ruptura do citoesqueleto de trofozoitos,
mostrando que a circuma inibe a proliferacdo destes por alteragdes nos microtibulos (Gutiérrez
etal., 2017).
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Em um estudo feito por Dodd et al. (2018), foram analisados genes requeridos na
manutencdo da integridade da cuticula e epiderme de C. elegans em resposta a diversos fatores
de estresse celular. Foi mostrado que a ruptura em determinados locais da cuticula pode coativar
a detoxificacdo, hiperosmolaridade e alterar a resposta a antimicrobianos, ressaltando que os
sensores localizados na cuticula que coordena estes fatores sdo afetados.

Durante os trés dias de incubacdo com o elatol, foi observado que o tratamento com as
concentracdes 0,3mM, 1mM, 3mM, 10mM, 30mM e 100mM foi capaz de causar letargia e
baixa movimentacdo dos C. elegans adultos. Esta reducdo na motilidade pode prejudicar suas
fungBes bioldgicas e consequentemente afetar sua sobrevivéncia. Plenefisch e Hedgecock
(2000) obtiveram resultados semelhantes aos nossos, em que a separacdo da camada muscular
da cuticula através da ruptura no interior da hipoderme pode causar paralisia em C. elegans
culminando com sua morte. Estes estudos mostram a relacdo das alteragGes encontradas na
cuticula com a reducdo na motilidade, evidenciando mais uma vez a importancia da integridade
da cuticula.

No presente estudo foi observado severa destruicdo de estruturas internas de C. elegans
adultos nas concentracdes de 1, 5 e 20nM de ivermectina, 500ng/ml do extrato bruto AZE e
0,1mM, 3mM, 10mM e 30mM do elatol, em que o corpo do nematoide se apresenta téo
desorganizado que ndo é possivel identificar tais estruturas, como por exemplo, 0s componentes
do aparelho digestivo e reprodutor, que foram facilmente identificados no controle. Resultados
semelhantes foram observados em um estudo com o anti-helmintico albendazol para investigar
a viabilidade, morfologia e ultraestrutura de diferentes estagios de C. elegans, em 7 dias de
tratamento, que, ao microscopio eletrénico de varredura e transmissdo, observou-se severa
destruicdo das estruturas internas, além de uma intensa descamacdo da cuticula e da superficie
dos ovos, impedindo o desenvolvimento de ambos (Sant’anna et al., 2013).

A degradacdo de estruturas internas também foi observada em um estudo com C. elegans
em um tratamento de trés dias com trifuralina e orizalina a 25 uM. Este estudo também
apresentou como resultado a severa desorganizacdo de estruturas internas de larvas L3-L4
(Sant’anna et al., 2016). O mesmo foi observado por Roy et al. (2009), em que a incubacdo de
Raillietina echinobothrida com o extrato de Millettia pachycarpa causou degradacdo interna
de estruturas, sendo esta relacionada ao rompimento de mitocéndrias, ndcleo, nucléolo,
membrana celular, 1d&mina basal, vacuolizacdo tegumentar e no citoplasma distal. O mesmo
efeito também foi obtido no experimento feito com o extrato etandlico de Alpinia nigra, uma
planta medicinal usada tradicionalmente como anti-helmintico entre a tribo Tripuri no Nordeste

da india. O estudo feito com o trematoda Fasciolopsis busquei e a planta, mostrou que a
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desorganizacdo de estruturas internas pode estar relacionada a deplecdo do parénquima e perda
dos tdbulos de conexdo celular, fazendo com que as células perdessem suas formas e
delimitacGes (Roy et al., 2009).

Em um estudo feito para investigar a acdo do sesquiterpeno elatol extraido da alga vermelha
Laurencia dendroidea em Leishmania amazonensis, apds 72hs de tratamento, revelaram
algumas alteracbes morfoldgicas vistas ao microscépio Optico e eletrénico de transmissao.
Parasitos tratados com elatol revelaram notaveis mudancas morfologicas quando comparadas
com as células controle, incluindo pronunciado inchaco da mitocdndria, aparicao de estruturas
concéntricas dentro de organelas, desestabilizacdo da membrana plasmaética, formacdo de
estruturas de membrana, aparentemente uma extenséo do reticulo endoplasmatico, o que sugere
um processo autofagico (Santos et al., 2010).

Nas concentracfes de 400, 600, 700 e 800ng/ml do extrato bruto AZE, foi observado o
fendmeno chamado Endotokia matricida ou Eclosdo intrauterina. De acordo Trent et al. (1983)
e Clutton-Brock (1991), este processo ocorre pela possivel inducéo de inani¢do dos nematoides.
Este fendbmeno € tipico de espécies da familia Rhabditidae e ocorre em resposta ao estresse
alimentar quando a fémea atrasa o processo reprodutivo. Entretanto, a larva pode se desenvolver
normalmente quando deixa o corpo da fémea morta e continua o desenvolvimento normal
(Chen e Caswell-Chen, 2004). O mesmo efeito foi relatado por Sant’anna et al. (2013) em C.
elegans adultos tratados durante 3 dias com albendazol 25 uM. Recentes estudos feitos para
investigar os efeitos do orizalina e trifluralina (que possuem mecanismo de acdo semelhante ao
albendazol) a 25 pM também mostraram a eclosdo intrauterina em nematoides adultos
(Sant’anna et al., 2016).

Nas concentracdes de ivermectina 5 e 10nM, do extrato AZE 500, 700 e 800ng/ml e do
elatol 0,3mM, 1mM e 3mM, foram observadas a formacéo de vacuolos, que sugerem, segundo
um estudo feito por Sant’anna et al. (2016), serem vacuolos autofagicos. Neste trabalho de
Sant’anna et al. (2016) foi observada a formacgdo destes vacuolos, através de microscopia
eletronica de transmissdo, em C. elegans tratados com orizalina 25uM. Isto sugere que 0s
farmacos utilizados levam ao processo de autofagia. O mesmo padrdo foi observado por
Céardenas et al. (2010) no sistema reprodutor de Litosomoides chagasfilhoi obtidos de
hospedeiros tratados com uma Unica dose de 40mg/kg de albendazol, que relata o Gtero com
danos severos e vacuolizacdo do citoplasma. No presente trabalho, estas alteracbes foram
observadas ao microscopio dptico, necessitando mais detalhamento em etapas posteriores que

serdo realizadas através da microscopia eletronica de transmissdo, porém, ja sugerem alteracfes
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gue podem causar prejuizos na fisiologia normal de C. elegans, com consequéncias danosas ao
seu metabolismo, o que iré dificultar sua sobrevivéncia.

Na concentracdo de 30mM do elatol foi observado o extravasamento de estruturas internas
do C. elegans. Efeito semelhante foi observado Fritz et al. (2009) em que o gene cuti-1,
relacionado a integridade epitelial foi estudado e relacionado a uma proteina especifica para
este nematoide. Este efeito obtido no nosso estudo mostra que o elatol pode agir na cuticula,
causar dano e provocar a perda de estruturas internas para o exterior. Phiri et al. (2017) obteve
0 mesmo resultado em C. elegans em um estudo feito para avaliar a acdo anti-helmintica da
planta Carica papaya que causou ruptura da cuticula e extravasamento de estruturas internas
no nematoide.

O teste de inibicao de eclosdo de larvas L1 a partir de ovos foi desenvolvido para avaliacdo
da resisténcia anti-helmintica em nematoides gastrintestinais (Coles et al., 1992) e, atualmente,
é amplamente utilizado para avaliacdo do potencial anti-helmintico de plantas. O extrato da
folha de Annona muricata mostrou atividade anti-helmintica no nematoide Haemonchus
contortus, mostrando eficécia no teste de eclosdo de larvas L1 a partir de ovos, uma vez que a
concentracdo de 50% do extrato inibiu a eclosdo de 84,91% de L1. Este agiu alterando a
motilidade de adultos, com completa perda desta apds 6-8hs de exposicao, e também de 83,29%
da motilidade das larvas (Ferreira et al., 2013).

Recentes estudos com a miltefosina foram feitos para avaliar a viabilidade, morfologia e
ultraestrutura do ciclo de vida de C. elegans e a forma larval infectante do parasito
Strongyloides venezuelensis. Este farmaco mostrou atividade contra formas adultas de C.
elegans e inibiu a eclosdo de larvas L1 a partir de ovos, levando a mortalidade embrionéria e
mostrando atividade larvicida contra C. elegans e S. venezuelensis apds 24hs de tratamento. A
analise ao microscopio eletrdnico mostrou que a miltefosina induz morte embrionéria seletiva,
levando a morte celular (Sant’anna et al., 2018) Em nosso trabalho, apenas a ivermectina
mostrou efeito no teste da ecloséo de larvas L1 a partir dos ovos tratados. O extrato bruto AZE
e o elatol ndo foram capazes de alterar a eclosdo de larvas L1, mostrando que seu efeito deva
ocorrer em formas mais maduras.

Outros estudos mostraram a atividade anti-Trypanosoma do sequiterpeno elatol, obtido de
algas vermelhas Laurencia dendroidea. Através da microscopia eletronica, o efeito do elatol na
morfologia e ultraestrutura do parasito foi avaliado, mostrando este ser concentracao-
dependente contra epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Observagdes ao microscopio
optico em formas amastigotas intracelulares tratadas demostraram uma total eliminagdo da

infeccdo na dose de 3,0 um, sem afetar células sanguineas vermelhas. Ao microscopio
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eletronico e de transmissdo, células com formas aberrantes e “quebras” na membrana
plasmatica foram observadas, além de mitocondrias inchadas e extensiva formacéo de vacuolos
citoplasmaticos em todas as formas (Veiga-Santos et al., 2010).

Nas concentragcdes de 3mM e 10mM do elatol, a morfologia dos ovos presentes nos adultos
de C. elegans se apresentaram alteradas, além de varios helmintos adultos sem ovos no seu
interior. Nos ensaios com adultos, as concentracGes de 500ng/mL, 600ng/mL e 800ng/mL do
extrato bruto AZE apresentaram atraso reprodutivo, ou seja, durante os trés dias de incubacéo,
estes somente expulsaram 0s ovos presentes no seu interior no terceiro dia. Foi observada a
presenca de larvas L1 e ovos somente 48hs ap6s o contato com o extrato. Estes resultados
demonstram que o elatol e o extrato bruto exercem efeito sobre o aparelho reprodutivo de
hermafroditas de C. elegans, podendo interferir na reproducdo ou diretamente na embriogénese.

Efeitos semelhantes foram obtidos por Godinho et al. (2014), em gue a planta Tanacetum
vulgare causou a morte de parasitos adultos, diminuiu a viabilidade e causou um decréscimo
na producéo e desenvolvimento de ovos em um estudo feito com S. mansoni. Em um estudo
com extrato da fruta Mangifera indica L. (Mango) mostrou que este causou 100% de inibicéo
do desenvolvimento larval em Strongyloides stercoralis (EI-Sherbini e Osman, 2013).

O estudo da atividade anti-helmintica de plantas medicinais em ruminantes tem atraido
bastante interesse. Mentha villosa Huds. (Lamiaceae) € uma das espécies de horteld que tem
sido utilizada popularmente devido as diversas propriedades medicinais, inclusive para o
controle de verminoses. Em um estudo que teve como objetivo testar a atividade anti-helmintica
do hidrolato dessa planta em bezerras infectadas por nematoides gastrintestinais, foi
demonstrada a atividade ovicida significativa sobre nematoides gastrintestinais em bezerras
(Nascimento et al., 2009). Em nosso estudo, a morfologia dos ovos de alguns dos nematoides
incubados com o elatol se apresentou alterada, mostrando que este exerce efeito negativo nestes
e no sistema reprodutor. Estes efeitos irdo prejudicar a morfologia dos nematoides e
consequentemente impedir a proliferagéo.

C. elegans se alimenta da E. coli OP50, mas € suscetivel a infeccdo por bactérias
patogénicas em seu ambiente natural. O experimento de escolha binaria com bactérias visa
avaliar a capacidade dos C. elegans em distinguir as patogénicas, de acordo com sua preferéncia
olfativa apos a exposicgdo inicial do nematoide a estes microrganismos. O C. elegans é capaz de
evitar o odor da bactéria que ele considera mais patogénica e aumentar sua atracao por odores
de bactérias menos patogénicas (Zhang, Lu e Bargmann, 2005).

Através do conhecimento do teste da escolha binéria, no presente estudo, 0 mesmo foi

aplicado para que o C. elegans pudesse escolher entre o extrato bruto AZE e o elatol, mostrando
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assim, qual seria 0 menos prejudicial para ele. Em nosso resultado, foi demonstrado que o elatol
€ menos toxico do que o extrato bruto da alga. Este resultado se deve provavelmente a presenca
de outros metabdlitos no extrato bruto da alga. Mesmo o elatol sendo o metabdlito majoritario,
sabe-se que no extrato bruto da alga Laurencia dendroidea ha a presenca, mesmo que em pouca
quantidade, de isoobtusol e triquinano (Machado et al., 2016).

Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dividem-se e multiplicam-se
continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade estd exatamente na avaliacdo da
interferéncia induzida por agentes quimicos nos processos metabolicos celulares e na
investigacdo a respeito da maneira em que esses processos podem vir a intervir no
crescimento/multiplicacdo celular, ou até mesmo culminar na morte celular, reduzindo, assim
0 numero de células vidveis se comparado com culturas controles nao-tratadas. Estes ensaios
tendem a simplificar os eventos quantificados, contudo, por serem métodos simples, de baixo
custo e reprodutiveis sdo extensamente empregados em processos de triagem (Freshney, 1994).

Dentre os desfechos que fornecem informacdes sobre diferentes fungdes celulares, aqueles
que utilizam estimativas quantitativas sobre funcdes metabdlicas (NRU e MTT) sdo os mais
usados. Apesar destes ensaios apresentarem vantagens como precisdo e serem sujeitos a
automacdo, eles sdo extremamente dependentes de possiveis alteragdes fisioldgicas celulares,
como alteracgdes nas atividades lisossomal (NRU) e mitocondrial (MTT). Estes parametros sao
dependentes das condicdes da cultura celular, que podem ser modificados por aspectos como
densidade celular e secrecdo celular (Margis e Borojevich, 1989).

Em um estudo feito para avaliar o potencial citotoxico dos metabdlitos de L. dendroidea
contra quatro linhagens de células tumorais, foi investigada também a citotoxicidade do extrato
bruto de L. dendroidea coletada na Praia de Biscaia (que também tem o elatol como metabdlito
majoritario em maior proporcdo), do elatol e de outros sesquiterpenos em células
polimorfonucleares de sangue periférico de doadores saudaveis através do ensaio MTT. Nestes
ensaios, foi observado que o extrato bruto, elatol e obtusol ndo foram citotdxicos, pois ndo
foram capazes de diminuir a viabilidade dos polimorfonucleares em concentracfes de 1, 10 e
100 pg/mL (Marini et al., 2018). O ICsp encontrado para o extrato bruto Azeda no presente
estudo foi cerca de cinco vezes menor do que a menor concentracgao utilizada por Marini et al.
(2018).

O elatol também mostrou atividade contra Leishmania amazonensis em
promastigotas. As concentragdes de 4uM e 7,5 pM induziram inibi¢do do crescimento de
50% e 90%, respectivamente ap6s 72hs de tratamento. Este tratamento causou ruptura de

membrana, perda de seu contetdo e formacdo de vactolos autofagicos. No mesmo trabalho,
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a citotoxicidade do elatol também foi avaliada em macrdéfagos na dose de 1,4 M, mostrando
que esta foi trés vezes menos tdxica em macrdfagos do que nos protozodrios (Santos et al.,
2010). No nosso estudo, o metabolito elatol foi utilizado nas concentracdes de 0,1, 0,3, 1, 3,
10, 30 e 100mM.

A ivermectina j& apresenta sua agdo anti-helmintica confirmada, entretanto ndo existem
trabalhos que demonstram o efeito morfolégico deste farmaco em C. elegans. No presente
estudo, a observacéo de seus efeitos foi importante para a comparacao com os efeitos do extrato
e do elatol, que se mostraram muito semelhantes no nematoide C. elegans. Nossos resultados
mostraram que 0 extrato da alga Laurencia dendroidea e do metabdlito elatol, possuem
atividade nos adultos de C. elegans, causando severas alteracdes morfoldgicas. Entretanto, o
extrato bruto AZE e elatol ndo alteraram a eclosdo de larvas L1 a partir do tratamento dos ovos,
sugerindo que o mecanismo de acdo dos compostos esta relacionado a formas maduras de C.
elegans. Os resultados encontrados neste estudo sugerem que o extrato bruto e o elatol sdo
candidatos potenciais para o tratamento de helmintiases.

A tabela a seguir sumariza as alteracdes morfoldgicas observadas em cada concentracao de
cada composto. Esta se mostra importante para efeito de comparacdo para as ateracoes

encontradas, que séo similares entre elas.



Tabela 4- Alteragdes morfologicas observadas em cada concentracdo utilizada

Concentracao Alteracdo morfoldgica

Degradagéo de estruturas internas

Ivermectina 1nM " )
Descamacao cuticular

Degradacéo de estruturas internas

Ivermectina 5nM « .
Formacdo de pequenos vacuolos

Descamagcéo cuticular

Ivermectina 10nM « .
Formacdo de pequenos vacuolos

Degradagéo de estruturas internas

Ivermectina 20nM o )
Descamacéo cuticular

Eclosao intrauterina

Extrato bruto 400ng/ml ~ .
Descamacao cuticular

Descamagcéo cuticular
Extrato bruto 500ng/ml Degradacdo de estruturas internas
Formac&o de pequenos vacutolos

Extrato bruto 600ng/ml Eclosdo intrauterina

Ecloséo intrauterina

Extrato bruto 700ng/ml « .
Formacdo de pequenos vacuolos

Ecloséo intrauterina

Extrato bruto 800ng/ml « .
Formacdo de pequenos vacuolos

Degradacgéo de estruturas internas

Elatol 0,1mM Descamacdo da cuticular

Elatol 0,3mM Descam:a(;ao cuticular ,
Formacdo de pequenos vacuolos

Elatol 1mM Descam?gao cuticular ’
Formacdo de pequenos vacuolos

Elatol 3mM Degradzigao de estruturas m}ternas
Formacdo de pequenos vacuolos

Elatol 10mM Degradacdo de estruturas internas

Descamacéo da cuticular

Degradacéo de estruturas internas
Elatol 30mM Descamacéo cuticular
Extravasamento de contetdo interno

Elatol 100mM Descamagéo cuticular
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Em concluséo, o extrato bruto AZE e o elatol provenientes da alga Laurencia dendroidea
produzem efeitos danosos na sobrevivéncia e na morfologia de C. elegans adultos, mostrando
resultados semelhantes a outros anti-helminticos estudados. Ivermectina é capaz de diminuir a
eclosdo de larvas L1 a partir de ovos tratados com o 1Cso, efeito ndo observado com o tratamento
dos ovos com o ICsp do extrato bruto e do elatol. Os resultados obtidos nos mostram que estes
apresentam um potencial como alternativa para o desenvolvimento de um novo farmaco anti-

helmintico.
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