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RESUMO 

 

INVESTIGAÇÃO PÓS-TRATAMENTO AGUDO E CRÔNICO COM ADENOSINA 

EXÓGENA NO NEMATOIDE Caenorhabditis elegans. 

 

AUTORA: THAYANARA CRUZ DA SILVA 

ORIENTADORA: CRISTIANE LENZ DALLA CORTE 

Santa Maria 25, Junho de 2021. 

 

A adenosina é uma purina, que tem funções biológicas importantes para o metabolismo celular, 

além de muitas pesquisas relacionarem seu uso à neuromodulação. Caenorhabditis elegans é 

um nematoide, não parasita, encontrado na natureza em ambientes úmidos, apresenta muitas 

vantagens como modelo experimental alternativo para testes de baixo custo e curta duração. 

Uma vez que há escassas evidências de um sistema de sinalização purinérgica (SSP) e de ações 

diretas da adenosina no verme, acerca de sua fisiologia, comportamentos e respostas ao estresse 

oxidativo, faz-se necessário tal estudo. Foi realizado um tratamento agudo de 1h em meio 

líquido com as concentrações finais de 1, 5 e 10 mM de adenosina. Avaliamos o bombeamento 

da musculatura faríngea, ritmo de defecação, morfologia, comportamento locomotor. 

Avaliamos a sobrevivência em condições de estresse induzido por juglone ou calor térmico, 

níveis da enzima antioxidante SOD-3 e a localização do fator de transcrição DAF-16 (FOXO 

ortólogo em mamíferos). Também avaliamos a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs). Posteriormente, foi realizado um tratamento crônico de 38h com adenosina no qual 

observamos comportamentos básicos e os níveis de SKN-1, gsc-1 e HSP16.2, por meio da 

quantificação da fluorescência da proteína repórter GFP. A Adenosina não alterou a morfologia 

dos vermes, nem interferiu no comportamento reprodutivo. Por outro lado, a adenosina retarda 

o ritmo de defecação, bombeamento faríngeo, e a locomoção, além de participar ativando ou 

inibindo as vias de resposta ao estresse em C. elegans. Juntos, esses resultados contribuem para 

o entendimento da atividade fisiológica e bioquímica da adenosina nesse nematoide. 

 

Palavras-chaves: Sistema de Sinalização Purinérgica, Adenosina, Caenorhabditis elegans, 

Modelo alternativo, Neuromodulação, Estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

ACUTE AND CHRONIC POST-TREATMENT INVESTIGATION WITH 

EXOGENOUS ADENOSINE IN THE NEMATOID Caenorhabditis elegans. 

 

AUTHOR: THAYANARA CRUZ DA SILVA 

SUPERVISOR: CRISTIANE LENZ DALLA CORTE 

Santa Maria 25, June 2021. 

Adenosine is a purine, which has important biological functions for cell metabolism, in addition 

to many researches relating its use to neuromodulation. Caenorhabditis elegans is a non-

parasitic nematode found in nature in humid environments, and it has many advantages as an 

alternative experimental model because of its low cost and short duration of tests. Since there 

is little evidence of a purinergic signaling system (PSS) and of direct purine actions in the worm, 

regarding its physiology, behaviors and responses to oxidative stress, such a study is necessary. 

We performed an acute treatment of 1h in liquid medium with final concentrations of 1, 5 and 

10 mM of adenosine. We evaluated pharyngeal muscle pumping, defecation rate, morphology, 

locomotor behavior. We evaluated survival under conditions of stress induced by juglone or 

thermal heat, levels of the antioxidant enzyme SOD-3 and the localization of the transcription 

factor DAF-16 (orthologous FOXO in mammals). We also evaluated the formation of reactive 

oxygen species. Subsequently, a chronic treatment of 38h with adenosine was carried out, in 

which we observed basic behaviors and levels of SKN-1, gsc-1 and HSP16.2, by quantifying 

the fluorescence of the GFP reporter protein. Adenosine did not alter the worms' morphology, 

nor did it interfere with their reproductive behavior. On the other hand, adenosine slows the rate 

of defecation, pharyngeal pumping, and locomotion, in addition to participating in activating 

or inhibiting the stress response pathways in C. elegans. Together, these results contribute to 

the understanding of the physiological and biochemical activity of adenosine in this nematode. 

 

Keywords: Purinergic Signaling System, Adenosine, Caenorhabditis elegans, Alternative 

model, Neuromodulation, Oxidative stress. 
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APRESENTAÇÃO 

 

No item INTRODUÇÃO consta uma revisão da literatura sobre os temas trabalhados. 

A metodologia realizada e os resultados obtidos estão apresentados no item MANUSCRITO 

sob a forma de um manuscrito redigido em inglês. No mesmo constam as sessões: Introdução, 

Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas. 

Os itens CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS, apresentam conclusões gerias sobre os 

resultados do manuscrito e as perspectivas para trabalhos futuros. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que aparecem no 

item INTRODUÇÃO. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

 Sinalização purinérgica e seus componentes 

           A sinalização purinérgica tem suas funções particularmente desempenhadas pela 

participação de biomoléculas como os nucleotídeos de adenina (ATP, ADP e AMP), e seu derivado 

nucleosídico adenosina (RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). Três componentes principais fazem 

parte do sistema purinérgico: nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, seus receptores e as 

ectoenzimas (YEGUTKIN, 2008). Em 1929, foram descritas pela primeira vez as ações da 

aplicação extracelular de compostos de adenina no coração humano relacionada com a pressão 

arterial (DRURY & SZENT-GYÖRGYI, 1929). Após mais pesquisas, a adenosina trifosfato 

(ATP) foi proposta como o responsável pela transmissão não-adrenérgica e não-colinérgica no 

intestino e na bexiga (BURNSTOCK et al., 1970). O conceito de sinalização purinérgica começou 

a ser utilizado em 1972, atualmente está bem estabelecido que seus componentes atuam como 

mensageiros extracelulares, capazes de sinalizar uma variedade de efeitos biológicos no meio 

extracelular (BURNSTOCK, 1972 2006).  

         A sinalização purinérgica (Figura 1) é uma importante via moduladora de variados processos 

fisiológicos, envolvida em muitos mecanismos neuronais e não neuronais e em eventos de curta e 

longa duração, incluindo secreção exócrina e endócrina, respostas imunes, inflamação, dor, 

agregação plaquetária entre outros. Essa sinalização parece ser um sistema evolutivo primitivo, foi 

identificada em praticamente todos os tecidos e tipos de células demostrando-se a mais 

generalizada e onipresente dentre todas as moléculas de sinalização extracelular conhecidas 

(BURNSTOCK, 2006; VERKHRATSKY & BURNSTOCK, 2014; DE TORRE-MINGUELA, C. 

et al., 2016). Sabe-se que ambos, nucleotídeos de pirimidina e purina, são liberados das células 

através de vários mecanismos fisiológicos, incluindo a difusão através de membrana, a ativação 

de transportadores de membrana e a exocitose vesicular (ABBRACCHIO et al., 2009; 

BURNSTOCK, 2007; NORTH &  VERKHRATSKY, 2006; PANKRATOV  et al., 2006). Essas 

moléculas também demonstram participação na neurotransmissão (BURNSTOCK & KNIGHT, 

2004). A concentração de ATP extracelular e adenosina, são controlados por algumas ecto-

enzimas, em especial pela ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e a ecto-

adenosina deaminase (E-ADA), ancoradas extracelularmente (ZIMMERMANN, 2001). 

Figura 1: Vias de liberação de ATP, receptores e enzimas degradantes envolvidas na sinalização purinérgica. O ATP 

é liberado no espaço extracelular por meio de vesículas secretoras (exocitose), microvesículas derivadas da membrana 

plasmática, transportadores (por exemplo, cassetes ABC), canais (por exemplo, panexina-1 ou conexinas) ou através 
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do próprio receptor P2X7R. Uma vez no meio extracelular, o ATP atua nos receptores P2X e P2Y, e também é 

hidrolisado em ADP e AMP pelas ENTPDases como a CD39. ADP ativa P2YR12 e é posteriormente degradado em 

adenosina (ADO) pelo CD73. A adenosina gerada por CD73 ativa os receptores de adenosina (P1) e é degradada em 

inosina pela adenosina desaminase. 

Figura 1. Vias de liberação de ATP, receptores e enzimas degradantes envolvidas na sinalização purinérgica; 

 

Fonte: Oncogene (2017) 36, 293–303; doi:10.1038/onc.2016.206; published online 20 June 201 

 

A proliferação, diferenciação e morte celular que ocorrem no desenvolvimento e regeneração 

também são mediadas por receptores purinérgicos (ABBRACCHIO & BURNSTOCK, 1998; 

BURNSTOCK & VERKHRATSKY, 2010). A degradação extracelular do ATP liberado por 

enzimas ectonucleotidases, incluindo E-NTPDases, E-NPPS, fosfatase alcalina e ecto5′-

nucleotidose (YEGUTKIN, 2008) é um processo fisiologicamente relevante, pois metabólitos de 

ATP também são agonistas de diferentes receptores purinérgicos. Quatro subtipos diferentes de 

receptores P1, A1, A2A, A2B e A3, foram clonados e caracterizados. Os DNAs complementares 

que codificam para dois subtipos de receptor P1 (A1 e A2) foram isolados em 1989 (LIBERT et 

al., 1989; FREDHOLM et al., 2001). Logo depois, o subtipo A3 foi identificado (ZHOU et al., 

1992), e recentemente o receptor de adenosina A2C (para olfato em peixes zebra) foi encontrado, 

este reconhece apenas a adenosina, mas não o ATP, nucleotídeos relacionados ou outros 

nucleosídeos (WAKISAKA et al., 2017). 

      As moléculas do SSP ativam duas classes de receptores: (i) receptores metabotrópicos P1, 

ativados pela adenosina; e (ii) a família P2 de receptores de nucleotídeos que são subdivididos em 
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subclasses metabotrópicas P2Y e ionotrópicos P2X. P1 e P2 estão envolvidos na neurotransmissão 

e neuromodulação no sistema nervoso central (SNC) e no comportamento normal, incluindo 

memória, alimentação, locomoção e cognição (BURNSTOCK et al., 2011). Os efeitos nos 

neutrófilos ocorrem dentro da faixa fisiológica, com os receptores A1 estimulados em baixas 

concentrações (pM) e receptores A2 em concentrações mais elevadas (nM). A ativação dos 

receptores A1 de neutrófilos em resposta a N-formil-metionil-leucilfenilalanina participa do 

processo pró-inflamatório enquanto a ativação dos receptores A2 inibe a aderência ao endotélio e 

reduz a geração de espécies reativas de oxigênio (MCCALLION et al., 2004). 

A adenosina desempenha um papel fundamental no controle do metabolismo celular, além 

de funções restritas ao SNC sendo classificada como um neuromodulador (CUNHA, 2001). A 

adenosina é um metabólito da adenosina trifosfato (ATP), acumula-se em áreas onde o ATP é 

usado e atua em uma variedade de células, incluindo miócitos, mastócitos, macrófagos e 

neutrófilos (MCCALLION et al., 2004). 

As xantinas são alcaloides encontrados em diferentes vegetais com ampla distribuição 

geográfica. Podem ser classificadas em três principais grupos: 1. cafeína (1,3,7 – trimetilxantina): 

2. teofilina (1,3-dimetilxantina): 3. teobromina: (3,7-dimetilxantina). As metilxantinas são 

considerados os estimulantes do SNC mais amplamente consumidos pelo homem, encontradas em 

chocolates, chás e outras bebidas (GILMAN et al., 1991).  

 Há muitos estudos relacionando os receptores de adenosina à neuroproteção via xantinas 

e metilxantinas, essas moléculas apresentam suas afinidades variando de acordo com os diferentes 

subtipos de receptores de adenosina e suas estruturas químicas (CHEN et al., 1999). Encontramos 

trabalhos com a cafeína e outras purinas em vertebrados (CHEN  et al., 2001; RUDOLPHI et al., 

1992) e  em modelos alternativos invertebrados como o C. elegans que demostram envolvimento 

da sinalização purinérgica e seus componentes (BRIDI et al. 2015; DU et al., 2018). 

 

  Modelo alternativo 

As pesquisas com Caenorhabditis elegans iniciaram-se em 1960, com o pesquisador 

Sydney Brenner investigando o desenvolvimento embrionário desta espécie em particular. Ele 

estava procurando por um organismo multicelular pequeno, que possuísse uma anatomia simples 

com poucas células, facilmente cultivado e com rápida reprodução. C. elegans tornou-se um dos 

modelos experimentais mais intensamente estudados e foi o primeiro organismo multicelular a ter 

seu genoma totalmente sequenciado (C. elegans Sequencing Consortium 1998), levando a 

identificação molecular de muitos genes-chave em processos biológicos de desenvolvimento 
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celular (BRENNER 1988; 2002). 

O C. elegans, é um pequeno nematoide de vida livre com aproximadamente 1 mm em estágio 

larval adulto, geralmente encontrado no solo em climas temperados em todo o mundo, nas 

manchas de material vegetal em decomposição, restritas espacial e temporalmente, ricas em 

micróbios que utiliza para nutrir-se. Esse verme pode ser encontrado também em ambientes 

aquáticos e pode ser mais facilmente isolado de frutas podres. Apresenta duas formas sexuais: 

hermafroditas que produzem esperma e ovos, ou machos (0,2% de frequência na população). Ao 

longo de 3-4 dias, cerca de 300 ovos são colocados (se o hermafrodita for fecundado por um macho 

esse número pode aumentar para cerca de 1000 ovos). Os embriões de C. elegans se desenvolvem 

rapidamente, em 60 h atingem o estágio adulto com ovos. O primeiro estágio larval é completado 

após 12 horas da eclosão, e os animais passam por quatro estágios de muda antes de se tornarem 

adultos (Figura 2). A ausência de alimentos, temperaturas elevadas ou abaixo do padrão que vivem 

(20 °C para cepa selvagem) e aglomeração de indivíduos, podem desencadear uma via de 

desenvolvimento alternativa que leva à larva dauer, que não se alimenta, mas pode sobreviver a 

condições adversas por vários meses. Quando as condições voltam a ser favoráveis, o 

desenvolvimento normal é retomado, os animais saem do estágio larval dauer e alcançam o quarto 

estágio larval normal antes de se tornarem adultos. O período de vida é de 2-3 semanas, facilitando 

estudos de longo prazo (BRENNER, 1988; 2002; FÉLIX, 2010). 

Figura 2. Ciclo de vida do nematoide Caenorhabditis elegans à 22 °C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:https://repositorio.ufsm.br/bitstream/handle/1/19176/DIS_PPGCBBT_2019_SILVEIRA_TASSIA.pdf?seque

nce=1&isAllowed=y 

 

Figura 2. Ciclo 
de vida do 
nematoide 
Caenorhabditis 
elegans à 22 
°C; 

http://www.wormbook.org/chapters/www_celegansintro/celegansintro.html#bib24
http://www.wormbook.org/chapters/www_celegansintro/celegansintro.html#bib25
http://www.wormbook.org/chapters/www_celegansintro/celegansintro.html#bib24
http://www.wormbook.org/chapters/www_celegansintro/celegansintro.html#bib25
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Devido à complexidade do cérebro de vertebrados e as limitações de modelos 

mamíferos, modelos invertebrados como o  C. elegans tornaram-se mais utilizados para delinear 

mecanismos moleculares de neurodegeneração  (BRENNER, 1974). Além disso, C. elegans 

possui um sistema nervoso composto de 302 neurônios em um hermafrodita adulto, no qual 

cada neurônio possui uma única posição e identidade que pode ser reproduzível (WHITE et al,. 

1986). 

O fato de que o C. elegans possui a cutícula transparente, e que é possível associar 

geneticamente a expressão de proteínas de interesse ao gene repórter GFP, os ensaios de 

microscopias ópticas (fluorescência ou confocal) possibilitam observar a presença de tais 

proteínas. (Figura 3) (VOLOVIK et al., 2014; CORSI et al., 2015). 

Figura 3. Uma ilustração esquemática da lógica subjacente à expressão de proteínas verdes fluorescentes (GFP) 

com a expressão de fatores como DAF-16 e sod-3. 

 

Fonte: Volovik, Y., Moll, L., Marques, F.C., Maman, M., Bejerano-Sagie, M., & Cohen, E. (2014). Differential 

regulation of heat shock factor 1 and DAF-16 by neuronal nhl-1 in the nematode C. elegans. Cell Reports, 9 (6), 2192-

2205. doi: 10.1016 / j.celrep.2014.11.028 (adaptado e traduzido) 

 

Outra vantagem interessante que o uso deste modelo possibilita são as análises genéticas 

através da supressão de genes pela alimentação do nematódeo com bactérias expressando 

RNAi, os vermes também são viáveis para verificar a eficácia de compostos farmacológicos em 

doenças. Por estas razões, C. elegans emergiu  como um importante sistema modelo in vivo 

para o estudo de mecanismos patológicos em diversas desordens neurodegenerativas, como a 

Doença de Alzheimer, Doença de Parkinson, Esclerose Amiotrófica Lateral e a Epilepsia  

(DIMITRIADI et al., 2010; ZHU et al., 2020).  

 

  C. elegans e o SSP 

O C. elegans se mostra como uma ferramenta simples em estudos de toxicidade. O verme 

file:///C:/Users/Thayanara/OneDrive/Documentos/Material%20oficina%20C%20elegans.docx%23_ENREF_6
file:///C:/Users/Thayanara/OneDrive/Documentos/Material%20oficina%20C%20elegans.docx%23_ENREF_13
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é sensível a uma série de substâncias, incluindo, metais pesados, toxinas orgânicas e uma ampla 

gama de drogas psicoativas de uso humano (RAND & JOHNSON, 1995; NASS & BLAKELY, 

2003). Embora exista uma variedade de estudos sobre neuroproteção envolvendo o sistema 

purinérgico em roedores, não há descrição de um sistema purinérgico em C. elegans (ESPELT et 

al., 2005). Assim como vários neurotransmissores em outros organismos cuja existência no verme 

não é clara, como glicina, purinas, histamina e vestígios de aminas (HOBERT, 2018). Porém, há 

alguns relatos de componentes do SSP nesta espécie, a subfamília SLC17A9 contém um 

transportador de nucleotídeos vesiculares e o genoma de C. elegans contém um gene com 

similaridade ao transportador vesicular de nucleotídeos (vnut-1) (SREEDHARAN et al., 2010) 

ambos ainda não caracterizados. No entanto, não há homólogos óbvios de receptores de 

neurotransmissores purinérgicos (P2X) ou (P2Y) e, como tal, o substrato para vnut-1 não é claro. 

Os canais iônicos do tipo P2X, que são ativados diretamente pelo (ATP) (FOUNTAIN & 

BURNSTOCK, 2009), podem ser encontrados em todas as espécies de vertebrados, em espécies 

de invertebrados marinhos como moluscos e ouriços do mar, e até mesmo em fungos, mas parecem 

ter se perdido em C. elegans e drosophila (BAVAN et al., 2009).  

O C. elegans contém nove genes (oito dos quais constituem uma expansão específica de C. 

elegans) que são claros membros da superfamília SLC17, mas não mostram homologia com 

nenhuma subfamília SLC17 específica. Após a liberação sináptica, acredita-se que o ATP seja 

hidrolisado em ADP pelas ecto-ATPases, das quais existem três no genoma do verme (mig-23, 

ntp-1, uda-1), e a recaptação pode ocorrer por meio de transportadores de nucleosídeos 

concentrativos da Família SLC28 (CNT1,2,3 em mamíferos), da qual há dois no genoma do verme 

(slc-28.1 e slc-28.2), ambos não caracterizados. A absorção também pode ocorrer por meio da 

família de transportadores de nucleosídeos equilibrativos alternativa SLC29 (ENT1, 2, 3 e 4 em 

mamíferos; sete homólogos nos vermes, ent-1 a ent-7) (HOBERT, 2018). 

 Acredita-se que tanto as ATPases quanto o transportador de nucleosídeos tenham amplos 

papéis fisiológicos e, portanto, sua existência no genoma do verme não pode ser considerada uma 

forte evidência do uso de ATP como neurotransmissor. A adenosina não é tradicionalmente 

considerada um neurotransmissor, mas demonstrou estar envolvida na modulação da atividade 

neuronal por meio de receptores acoplados à proteína G do tipo P1 (WEBSTER, 2001). Existe um 

claro ortólogo no verme dos receptores de adenosina, ador-1, que está igualmente relacionado aos 

receptores de adenosina do subtipo P1, A1, A2 e A3. (HOBERT, 2018). 

 O SSP, pode estar envolvido na longevidade do nematoide como sugerido por ARANTES 

et al, (2018), que relataram que os efeitos do extrato etanólico de guaraná na longevidade eram 

dependentes do ador-1. Esse receptor também foi necessário para os efeitos de Ilex paraguariensis 
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no metabolismo de gordura e consumo de energia nos vermes (MACHADO et al., 2018). Em 2020 

FERNANDEZ descreveu que o mutante ador-1 retém menos e apresenta defeitos na postura de 

ovos comparado à vermes selvagens (Wild type). Também há relatos da ação da dopamina via 

receptor sinérgico semelhante à adenosina-dopamina D2 de C. elegans. (MANALO & MEDINA, 

2018). A ação neuromoduladora ainda inexplorada dos componentes da sinalização purinérgica 

como: transportadores vesiculares e de recaptação, canais bloqueados por ligantes órfãos e GPCRs  

sugerem fortemente que tal sistema ainda não caracterizado existe no verme. Bem como, há 

pesquisas que sugerem alvos moleculares comuns da participação do SSP com a cafeína, 

dopamina, guaraná e erva mate, mas, ainda é pouco esclarecido os efeitos da adenosina sob o 

nematoide relacionando a fisiologia, resistência sob condições de estresse e suas defesas 

antioxidantes. 

 

 Estresse oxidativo e vias de defesas antioxidantes 

O oxigênio é utilizado como aceptor final de elétrons pelos organismos aeróbicos, porque 

permite elevada produção de energia na respiração devido ao seu alto potencial eletroquímico. 

Entretanto, devido a sua configuração eletrônica, o oxigênio pode sofrer reduções parciais e levar 

à formação de radicais livres de forma que as espécies reativas de oxigênio (EROs) estão 

constantemente presentes nas células eucarióticas (RIBEIRO et al., 2005).  

Noventa por cento do oxigênio que entra na célula dos mamíferos é destinado à produção 

de energia; a mitocôndria é a grande responsável por essa produção, gerando 80% do ATP que a 

célula precisa (FRIEDMAN, 2011). A reação de geração de ATP inclui a transferência de elétrons 

aos pares para a molécula de O2. Porém, em 1-5 % dos casos a transferência acontece apenas 

parcialmente, a molécula gerada permanece com apenas um elétron na última camada o que lhe 

confere grande reatividade; são as EROs (HALLIWELL, 2006; SIES, 1986). As moléculas que 

apresentam um elétron desemparelhado na camada de valência são chamadas de radicais, e por 

serem capazes de existir independentemente são conhecidas por radicais livres. A terminologia 

ERO abrange também moléculas bastante reativas, mas que não apresentam um elétron 

desemparelhado e, portanto, não são radicais, mas são consideradas EROs pela sua instabilidade 

(KOHEN & NYSKA, 2002). Os radicais que compõem o primeiro grupo de EROs são O2-e O- 

ou nas suas formas protonadas HO2- e HO-, RO, ROO e OH o grupo de não radicais é formado 

por H2O2, ROOH, HOCl, O3, HCOR, e O2- (KOHEN & NYSKA, 2002; SIES, 1986). Existem 

também as espécies reativas de nitrogênio (ERN), com radical NO e não-radical          ONOOH que se 

comportam da mesma forma que as EROs (KOHEN & NYSKA, 2002). 
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A natureza reativa das EROs e ERNs lhes garante, em sua maioria, uma meia vida 

extremamente curta, pois reagem rapidamente com outras moléculas doando ou recebendo elétrons 

para obter estabilidade (KOHEN & NYSKA, 2002). É importante lembrar que as EROs 

desempenham importante papel biológico participando da fagocitose na resposta imune e na 

sinalização intracelular, assim, organismos aeróbios adaptaram-se ao longo do tempo a um 

delicado equilíbrio entre a produção de espécies reativas e a neutralização delas pelas defesas 

antioxidantes (D’AUTRÉAUX & TOLEDANO, 2007; HALLIWELL, 2006). 

O termo estresse oxidativo se refere a um desequilíbrio entre a produção de (EROs) e as 

defesas antioxidantes. Sies em 1991 o definiu como “um distúrbio no equilíbrio pró-oxidante - 

antioxidante em favor do anterior, levando a danos potenciais”. Matthew Whiteman e Hariwell 

definiram o dano oxidativo como “o dano biomolecular causado pelo ataque de EROs aos 

constituintes dos organismos vivos” ( HALLIWELL &  WHITEMAN, 2004). Níveis aumentados 

de dano oxidativo podem resultar não apenas de estresse oxidativo, mas também de falha de reparo 

ou sistemas de substituição, e um aumento nos níveis de "biomarcadores" de dano oxidativo nem 

sempre implica em um nível maior de estresse oxidativo. Um antioxidante pode ser descrito como 

"qualquer substância que, quando presente em baixas concentrações em comparação com as de 

um substrato oxidável, retarde ou previna significativamente a oxidação desse substrato” 

(HALLIWELL, 2004; 2007). 

É possível que o crescimento observado na divisão repetida de células cultivadas no 

ambiente pró-oxidante da cultura celular, ao longo de muitas gerações leve à evolução para usar 

EROs. Esse uso pode ser para vias de sinalização que promovem a proliferação e supressão da 

morte celular por mecanismos que normalmente não podem operar in vivo (HARRIWELL 1996; 

2007). Dessa forma, o estresse oxidativo nem sempre é ruim: a formação de EROs em locais de 

inflamação pode não apenas destruir os patógenos invasores, mas também ajudar a modular uma 

resposta inflamatória exuberante em certas circunstâncias. Este é um dos muitos paradoxos no 

campo dos radicais livres / antioxidantes ora podem causar dano ora podem contribuir para 

respostas positivas ao metabolismo (HALLIWELL, 2006;2007). 

 C. elegans geneticamente uniforme mantido em condições laboratoriais semelhantes, 

mostra uma notável aleatoriedade no envelhecimento e na morte, e as manipulações genéticas que 

aumentam a longevidade parecem agir, em parte, aumentando os níveis de defesa antioxidante 

(HERNDON et al., 2002 ; MURPHY et al., 2003). Uma vez que a hierarquia da capacidade 

antioxidante depende em grande parte da metodologia de ensaio usada - mudando o método a 

capacidade antioxidante de qualquer composto é diferente. Os antioxidantes podem ser 

sintetizados in vivo, por exemplo, glutationa (GSH) e superóxido dismutases, ou retirados da dieta. 
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(HALLIWELL, 2007). 

Estudos recentes, descrevem o efeito protetor da adenosina contra o estresse oxidativo 

induzido pelo paraquat (XIE & CHEN, 2020) mas, ainda é necessário esclarecer como tal molécula 

participa da modulação de proteínas e fatores de transcrição responsáveis pela defesa do 

nematoide. 

 

  Resistência ao estresse em C. elegans  

C. elegans é um bom modelo para estudar a capacidade antioxidante de substâncias in vivo, 

pois o estresse oxidativo pode ser induzido a partir da exposição a oxidantes ou por mudanças de 

temperatura (WILSON  et al., 2006). A sobrevivência após a exposição a um composto gerador 

de ROS (oxidante), como paraquat ou juglone, é uma maneira para avaliar as vias do nematóide 

relacionadas a resistência ao estresse. Juglone é uma quinona redox-ativa, quando absorvida pelas 

células e reduzido com NAD(P)H pelas flavoenzimas, a juglone pode reduzir O2 a O2• (ânion 

superóxido), exercendo assim toxicidade dependente de oxigênio. C. elegans é mais permeável à 

juglone do que outros agentes como o paraquat e contém atividade redutase capaz de usar NADH 

ou NADPH para redução de juglone, sendo muito tóxico para o verme, mas mais estável que H2O2 

e mais tóxico que paraquat. Portanto, essa quinona representa uma forma ideal de aumentar as 

concentrações internas de ROS (SENCHUK , 2017). 

O estresse por calor é um importante desafio ambiental que representa a reação dos animais 

a ambientes de alta temperatura e alta umidade e, além disso, produz consequências desfavoráveis 

que vão do desconforto à morte (SELYE, 1976). Sob estresse por calor, o nível de ROS em animais 

também aumenta. Consequentemente, o corpo entra em um estado de estresse oxidativo e começa 

a produzir e liberar proteínas de choque térmico (Heat Shock Protein - HSP). É importante entender 

como os organismos se defendem contra esses danos em nível sistêmico e como os fatores de 

transcrição promovem a resistência aos radicais livres em organismos menos complexos, como 

vermes, moscas e roedores (CYPSER  et al., 2013: NAHABEDIAN et al., 2012; ANDERSON et 

al., 2004; COOPER et al., 2015). 

Os eucariotos se defendem contra compostos tóxicos ou reativos por meio de um 

sistema de desintoxicação trifásico. Podemos encontrar o SSP participando da fase 3, neste 

processo as toxinas conjugadas são bombeadas para fora da célula por um cassete de ligação 

de ATP (ABC) ou outros carreadores. (SELYE, 1976; AHMAD & SUZUKI, 2019) 
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  Fatores de transcrição 

 Uma via de sinalização importante de estresse oxidativo é a sinalização da proteína 

quinase ativada por mitogênio (MAPK) (Figura 4). Em C. elegans esta via regula a resposta 

ao estresse oxidativo através da ativação de SEK-1, PMK-1 e posteriormente do fator de 

transcrição SKN-1. Em mamíferos, muitos genes de fase 2 são induzidos diretamente pelas 

proteínas Nrf1 e Nrf2 (fator relacionado ao NF-E2) (LITHGOW & WALKER, 2002; 

KENYON, 2005). 

 As proteínas Nrf são predominantemente citoplasmáticas, mas em resposta ao estresse, elas se 

acumulam nos núcleos e regulam positivamente a expressão dos genes da fase 2, que são 

amplamente conservados (ITOH et al., 1999; INOUE  et al ., 2005) 

A função somática proposta do SKN-1 (ortólogo Nrf) em C. elegans é regular um banco 

de genes, possivelmente todos intestinais, que estão envolvidos na desintoxicação de fase 2 e 

que fornecem proteção contra ROS e outras toxinas ambientais. Um exemplo de tal gene é o 

gcs-1, que codifica a enzima glutamilcisteína sintase envolvida na produção de glutationa. Além 

disso, os mutantes skn-1 são altamente sensíveis ao estresse oxidativo (TULLET et al., 2008; 

XU & LI, 2005). 

Figura 4. A via MAPK regula a resposta ao estresse oxidativo através do fator de transcrição CNC SKN-1. Em 

resposta a estresse oxidativo, PMK-1 fosforila SKN-1, levando ao seu acúmulo no núcleo do intestino, onde SKN-

1 ativa a transcrição de gcs-1, um gene da enzima de desintoxicação de fase II.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4Sinalização da via MAPK em C. elegans 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Inoue, Hideki, et al. "The C. elegans p38 MAPK pathway regulates nuclear localization of the transcription 

factor SKN-1 in oxidative stress response." Genes & development 19.19 (2005): 2278-2283. 



25 
 

 
 

 

SKN-1 se acumula nos núcleos intestinais em resposta ao estresse e é inibido de fazer isso 

constitutivamente por mecanismos que incluem fosforilação por glicogênio sintase quinase-3 e 

a via de sinalização semelhante à insulina ⁄ IGF-1 conservado (IIS) (JASPER , 2008; COOPER 

et al., 2015.).  Em C. elegans, IIS a jusante das quinases AKT-1 ⁄ 2 e SGK-1 fosforilam e inibem 

SKN-1 em paralelo ao fator de transcrição FOXO DAF-16 (COOPER et al., 2019) o principal 

regulador da transcrição de genes envolvidos em vários processos biológicos, incluindo 

resistência ao estresse (AN & BLACKWELL, 2003; AN et al., 2005; INOUE et al., 2005; 

MURPHY, et al., 2003; KENYON & MURPHY, 2006; OH et al., 2006). A família de genes 

forkhead box (Fox) codifica fatores de transcrição caracterizados por um domínio de ligação 

ao DNA de “hélice alada” (forkhead box) e é evolutivamente conservada em espécies que 

variam de levedura a humanos (WEIGEL et al., 1989; HANNENHALLI, & KAESTNER, 

2009). Esses fatores de transcrição têm papéis regulatórios em uma infinidade de processos 

celulares, como diferenciação, apoptose, reparo de DNA, parada do ciclo celular, metabolismo, 

estresse, resposta imune e longevidade (ACCILI &  ARDEN, 2004; GREER & BRUNET, 

2005; HUANG & TINDALL, 2007).  

          Em mamíferos, existem 19 subclasses de fatores de transcrição Fox (A a S) com base na 

homologia de sequência (HANNENHALLI & KAESTNER, 2009) e a subclasse FoxO contém 

quatro membros codificados por genes distintos: FoxO1 (FKHR), FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 

(AFX), e FoxO6 (HANNENHALLI & KAESTNER, 2009; KAESTNER et al., 2000). Em 

invertebrados, apenas um membro da subfamília FoxO foi caracterizado: DAF-16 em C. 

elegans (LIN et al.,1997; OGG et al., 1997) e dFOXO em Drosophila melanogaster (KRAMER 

et al., 2003). O genoma de C. elegans codifica 40 peptídeos tipo insulina (ILPs - Insulin-like 

peptides) que são amplamente expressas em neurônios e interneurônios (PIERCE  et al., 2001; 

CORNILS et al., 2011; KODAMA et al., 2006). Em notável contraste com o número de ILPs, 

há apenas um receptor de insulina (IR) em C. elegans - DAF-2. Em humanos, por outro lado, 

existem vários receptores de tirosina quinase (IR, IGF-IR, IGF-IIR e um receptor híbrido 

relacionado ao receptor de insulina - IRR) que se ligam à insulina, IGF-1 e IGF-2 com diferentes 

afinidades para provocar diversos e complexos efeitos fisiológicos (CLAYTON et al., 2011).  

         Em C. elegans, cinco isoformas DAF-16 diferentes são transcritas a partir de três 

promotores distintos de um único locus genético: daf-16a1 / a2, daf-16b e daf-16d / f (LEE, et 

al., 2001; LIN et al., 2001; KWON et al., 2010; BANSAL et al., 2014). Essas isoformas diferem 

em sua distribuição e função nos tecidos, conforme indicado por vários estudos usando 

repórteres transcricionais e translacionais, troca de promotor, mutantes e RNA de interferência 
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(RNAi) (LEE, et al., 2001; LIN et al., 2001; KWON et al., 2010; CHRISTENSEN et al., 2011; 

CHEN et al., 2015). A via de sinalização da insulina / IGF-1 é uma cascata de fosforilação 

conservada evolutivamente que controla o crescimento, o metabolismo e a reprodução em 

resposta à disponibilidade de nutrientes em todos os eucariotos (Figura 5). Além disso, essa via 

tem um papel bem estabelecido na regulação do envelhecimento em C. elegans (KENYON, et 

al. 1993; FRIEDMAN & JOHNSON, 1988). Após a ligação do ligante semelhante à insulina, 

o receptor de C. elegans DAF-2 se autofosforila, o que resulta no recrutamento e ativação da 

subunidade catalítica p110 de PI3K / AGE-1 (MORRIS et al., 1996). AGE-1 catalisa a 

conversão de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3) 

(WEINKOVE et al., 2006). 

           Em humanos, a subunidade catalítica p110 é recrutada para a membrana por subunidades 

do adaptador PI3K que se ligam às fosfotirosinas das proteínas-esqueleto do substrato do 

receptor de insulina (IRS) (TANIGUCHI et al., 2006) O genoma de C. elegans codifica os 

homólogos da unidade adaptadora IRS e PI3K, ist-1 e aap-1, respectivamente (WOLKOW et 

al., 2002). Níveis elevados de PIP3 resultam na ativação do homólogo de quinase-1 dependente 

de 3-fosfoinositídeo PDK-1 (PARADIS et al., 1998; 1999) que, por sua vez, fosforila e ativa 

os homólogos Akt / PKB AKT-1 e AKT-2 e quinase induzível por glicocorticóides SGK-1 

(HERTWECK et al., 2004). Em mamíferos, tanto AKT quanto SGK podem inibir FoxO3A por 

fosforilação, mas diferem na preferência por locais regulatórios. Em C. elegans, o papel 

regulador do SGK-1 é menos claro.  

         Enquanto SGK-1 fosforila DAF-16 in vitro, (HERTWECK et al., 2004; BRUNET, et al., 

1999; 2001) não influencia a localização subcelular de DAF-16 in vivo, mas provavelmente 

exerce sua função reguladora ao afetar outras proteínas que interagem com DAF-16 (ASHRAFI 

et al., 2013). A fosforilação de DAF-16 por AKT-1 e AKT-2 promove seu sequestro no 

citoplasma por meio da associação com proteínas 14-3-3 PAR-5 e FTT-2 (Berdichevsky et al., 

2006; Li et al., 2007). Em condições onde o IIS está reduzido devido a estresse ou mutações 

em daf-2 ou qualquer uma das quinases da via, DAF-16 transloca para o núcleo onde modula a 

transcrição de seus alvos (MURPHY et al.,2003; SCHUSTER  et al., 2010; WANG & KIM, 

2003; EVANS et al., 2008). 

Para cumprir suas diversas funções, o DAF-16 integra sinais de várias vias acima dele 

que atuam em paralelo ao IIS c-Jun N-terminal quinase (JNK-1 - membro da família MAPK), e 

CST-1, um homólogo de Ste20-like quinase 1 (MST1), fosforila diretamente DAF-16, levando 

à sua translocação nuclear e ativação em resposta ao calor e estresse oxidativo (OH et al., 2005; 

LEHTINEN et al., 2006). Outra quinase que ativa DAF-16 via fosforilação direta é a proteína 
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quinase ativada por AMP (AMPK) (GREER et al. ,2007). AMPK demonstrou fosforilar DAF-

16 in vitro em pelo menos seis resíduos diferentes, mas não aumenta sua translocação nuclear. 

Por sua vez, o DAF-16 é um ativador transcricional direto de aakg-4, que codifica a subunidade 

γ reguladora da AMPK, sugerindo assim a existência de um loop de feedback positivo que ativa 

ainda mais DAF-16 e a expressão de seus genes-alvo.  A via de sinalização do alvo sensor de 

nutrientes da rapamicina (TOR) também converge em DAF-16. Mais especificamente, a 

inibição genética de TORC1 leva ao aumento da transcrição de daf-16 e à translocação nuclear 

de uma única isoforma DAF-16, DAF-16d / f, resultando em extensão do tempo de vida. Além 

de DAF-16, este fenótipo de longevidade também requer ativação de SKN-1(GREER  et al., 

2007; TULLET et al., 2014; ROBIDA et al., 2012). 

Figura. 5 Modelo das vias de sinalização DAF-2 insulina / IGF e seus moduladores. Mutantes de perda 

de função dos genes indicados que aumentam a resistência ao estresse e tempo de vida (longevidade) são mostrados 

em vermelho, enquanto os mutantes de perda de função que diminuem a tolerância ao estresse e tempo de vida são 

mostrados em azul.  

Figura 5Modelo das vias de sinalização DAF-2 insulina / IGF e seus moduladores 

 

Fonte: Baumeister, R., Schaffitzel, E., & Hertweck, M. (2006). Endocrine signaling in Caenorhabditis 

elegans controls the stress response and longevity. Journal of endocrinology, 190 (2), 191-202. (Adaptado e traduzido) 
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Concordando com essa ideia, vários estudos demonstraram a regulação positiva de 

superóxido dismutases (SODs), catalases e glutationa S-transferases em mutantes de IIS de vida 

longa (MURPHY, 2003; OH et al., 2006; VANFLETEREN 1993, LARSEN, 1993. 

HOUTHOOFD, et al., 2005). No entanto, a exclusão dupla de sod-2 e sod-3 (mitocondrial) e 

sod-1 e sod-5 (citosólico) tornam os mutantes IIS sensíveis ao estresse oxidativo, mas não anula 

sua longevidade (HOUTHOOFD, 2005; DOONAN et al., 2008; HONDA, et al., 2008). 

Assim como o HSF-1, o DAF-16 ativa a expressão de chaperonas, entre elas o grupo de 

proteínas de choque térmico (hsp's) que desempenham papéis vitais na resistência ao estresse 

(MORIMOTO, 1998) e na manutenção da proteostase (HARTLET et al., 2011). Considerando 

a importância de C. elegans como modelo em estudos de biologia e biomedicina, a 

caracterização do SSP em vermes é um tópico importante para investigação. O presente trabalho 

foi projetado para avaliar o efeito da adenosina na fisiologia, comportamento e parâmetros 

bioquímicos dos vermes. Duas formas de tratamento com adenosina foram realizadas para 

observar efeitos de curto e longo prazo na morfologia, reprodução, comportamento alimentar, 

comportamento locomotor, sobrevivência, produção de ROS e modulação das vias de resposta 

ao estresse. 
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2 JUSTIFICATIVA  

 

O sistema purinérgico é uma via de sinalização primitiva descrita em algas, 

invertebrados e vertebrados, e está presente em todos os tipos de tecidos e células. A adenosina 

é uma purina, que pode desencadear processos metabólicos dependendo do receptor e da 

concentração que se dispõe no meio extracelular. Sabe-se que o nematoide Caenorhabditis 

elegans possui enzimas ectonucleotidases que resumidamente são responsáveis pela 

metabolização de ATP em adenosina, além de que outros componentes da sinalização 

purinérgica já foram encontrados no verme. Também são conhecidos os efeitos de xantinas e 

metilxantinas como a cafeína, guaraná e erva mate, porém há escassez de estudos descrevendo 

a sinalização purinérgica sob a fisiologia, comportamentos, fatores de transcrição e proteínas 

reguladoras do estresse oxidativo em C. elegans. Com o intuito de preencher tais lacunas faz-

se necessário tal estudo. 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Testar os efeitos do tratamento agudo ou crônico da adenosina no comportamento e 

morfologia dos nematoides, bem como as vias relacionadas à resposta ao estresse oxidativo 

e sobrevivência pós condições de estresse induzido. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificar se a exposição à adenosina (1, 5 e 10 mM) apresenta toxicidade através da 

análise de comportamentos básicos do verme como alimentação, defecação, locomoção 

e nos comportamentos reprodutivos de ovoposição e ovoprodução;  

 Mensurar o efeito do pré-tratamento com adenosina em condições de estresse induzido 

(químico ou térmico) sobre a sobrevivência; 

 Avaliar os efeitos da adenosina sobre a formação de EROs em condições de estresse 

induzido; 

 Determinar os efeitos da adenosina sobre a ativação de vias e enzimas de resposta ao 

estresse (DAF-16, SKN-1, GCS-1 e HSP 16.2). 
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Abstract 
Adenosine is a purine nucleoside that has functions in all invertebrate and vertebrate systems, 

and many researchers relate its use to neuromodulatory action. Caenorhabditis elegans is a free-

living nematode found in soil, used in biological research for its advantages as an alternative 

experimental model. Since there is little evidence of direct actions by adenosine and the 

participation of the Purinergic Signaling System (SSP) in this animal, such an investigation is 

necessary. This research aims to test the effects of adenosine on nematode behaviors, 

morphology as well as on pathways related to the response to oxidative stress and survival after 

stress conditions. We analyzed the acute treatment with the concentrations of 1, 5 and 10 mM 

of adenosine in the pharyngeal musculature, defecation rhythm, locomotor behavior, and 

survival under stress conditions (induced by juglone or heat), SOD-3 levels and the location of 

the DAF-16 transcription factor (FOXO orthologous in mammals). In addition, a chronic 

treatment with adenosine was carried out in which we evaluated behavior, morphology, location 

of the DAF-16 and the levels of SKN-1, gsc-1 and Hsp16.2, by quantifying the fluorescence of 

the GFP reporter protein. Adenosine did not alter the morphology analyzed by the length, width 
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and area of the worms, not interfere with reproductive behavior. On the other hand, adenosine 

modulates the defecation rate, pharynx pumping rate and locomotion, in addition to interact 

with stress response pathways in C. elegans. Together, these results contribute to the 

understanding of the physiological activity of adenosine in this nematode. 

Keywords: adenosine, purinergic system, Caenorhabditis elegans, oxidative stress, behavior. 

1. Introduction 

 

The purinergic signaling system (PSS), which uses ATP, related nucleotides and adenosine as 

the transmission molecules, emerged very early in evolution. ATP release mechanisms and 

degradation enzymes act on bacteria, and the first specific receptors for these molecules 

appeared in protozoa and eukaryotic unicellular algae (1). The PSS nucleotides and adenosine, 

are generated by the hydrolysis of ATP and released in the extracellular space by 

ectonucleotidase enzymes (2). Adenosine is a ubiquitous molecule involved in many important 

cellular processes, such as metabolism and cellular energy (3). Adenosine acts as a local and 

homeostatic modulator in all eukaryotic cells and as a neuromodulator to control the flow of 

information through neuronal circuits, is a strong inducer of sleep (1, 4, 5). 

The concept of adenosine receptors as P1 purinoreceptors was reported by Burnstock et al. 

(1978). Through four different adenosine receptors A1, A2A, A2B and A3 (6,7), adenosine may 

influence various bodily functions (8). A1 receptors are time and dose dependent (9) and 

sensitive to phosphoinositol-3-kinase inhibitors (10). Activation of A2A receptors increases 

MAPK activity, activation of A2 receptors inhibits endothelium adhesion and reduces the 

generation of reactive oxygen species (11-13). A2B receptor can regulate proliferation and 

differentiation in vascular smooth muscle cells (14) and the receptor A3 is insensitive to several 

xanthines and mediates activation of K+, Ca2+ and C phospholipases channels (7). 

Recent studies in Caenorhabditis elegans, a free-living nematode, described the protective 

effect of adenosine against oxidative stress induced by paraquat (15). Previous studies have also 

indicated that PSS may be involved in the longevity of C. elegans (16,17). Arantes et al. (18) 

reported that the effects of guarana ethanolic extract on longevity were dependent on ador-1, a 

gene that encodes an adenosine receptor in C. elegans. ADOR-1 was also implicated in the 

effects of Ilex paraguariensis on fat metabolism and energy consumption in worms (17). 

Additionally, caffeine was demonstrated to protect DA neurons from dopamine-induced 

neurodegeneration by modulating adenosine receptor-DOP2R (dopamine D2-like receptor) 

interactions in C. elegans (19). These studies suggest that PSS is a common molecular target 
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for caffeine, dopamine and xanthines in the nematode. Despite these studies indicating a role 

of adenosine in C. elegans physiology, PSS is poorly characterized in nematodes and its 

function is not clear (1). 

C. elegans in the adult larval stage measures 1 mm in length, has a short life cycle and a high 

reproductive rate (20). It is recognized as one of the most elegant models for its particularities, 

including its easy genetic manipulation, semitransparent cuticle which enables microscopy 

techniques with mutants that express fluorescent proteins, assisting in the mapping of signaling 

pathway and neurotransmitter functions, often similar to those of mammals (21,22,23,24). In 

C. elegans, the insulin-like signaling pathway regulates phenotypes related to the dauer larva 

and the stress response, and it is possible to observe and classify the nuclear location of its target 

transcription factor, DAF-16 / FOXO (25). DAF-16 factor activates transcription of skn-1, hsp 

16.2, sod-3 and gcs-1 genes which are known to be involved in oxidative stress, metabolism 

and the development of this nematode (26,27). 

Considering the importance of C. elegans as a model in biology and biomedicine studies, the 

characterization of the PSS in worms is an important topic for investigation. The present work 

was designed to evaluate adenosine’s effect in worms’ physiology, behavior and biochemical 

parameters. Acute and chronic treatments with adenosine were performed to observe short and 

long-term effects on morphology, reproduction, feed behavior, locomotor behavior, survival, 

ROS production and modulation of stress response pathways. 

2. Materials and methods  

2.1. Strains and culture conditions 

C. elegans N2 (Bristol) strain was used as wild-type. The mutant strains used in this study were: 

TJ 356 transgenic (zIs356 [daf-16p :: daf-16a / b :: GFP + rol-6 (su1006]), CL 2070 dvIs70 

[hsp-16.2p :: GFP + rol -6 (su1006)], CF 1553 muIs84 [(pAD76) sod-3p :: GFP + rol-6 

(su1006)], LD-1 ldIs7 [skn-1b / c :: GFP + rol-6 (su1006)] , LD1171 ldIs3 [gcs-1p :: GFP + rol-

6 (su1006)]. 

All strains were obtained from the Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesota, 

Minneapolis, MN, USA). Worms at adult stage with eggs were synchronized with a bleaching 

solution (1% NaOCl, 0.25 M NaOH), and then the eggs were maintained in a plate with M9 

buffer (42 mM Na2HPO4, 22 mM KH2PO4, 8.6 mM NaCl and 1 mM MgSO4). Twelve hours 

after this procedure, it was possible to visualize larvae in the first larval stage (L1), which were 

transferred to plates containing nematode culture medium (NGM: 1.7% agar, 2.5 mg/mL 

peptone, 25 mM NaCl, 50 mM KH2PO4 pH 6.0, 5 g/ml cholesterol, 1 mM CaCl2, 1 mM MgSO4) 
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with Escherichia coli OP50 as a food source. The worms were allowed to grow at 20 °C and 

all experiments were performed at this same temperature unless otherwise stated. 

2.2 Treatment 

2.2.1. Acute Treatment 

L1 stage larvae were transferred to plates containing NGM and E. coli OP50. When the worms 

reached the young adult stage (after 38 hours), they were transferred to microtubes and exposed 

to 1 mM, 5 mM or 10 mM adenosine diluted in M9 buffer for 1 hour. Then, the worms were 

washed three times with the M9 buffer and transferred to plates containing NGM and E. coli. 

After 1h, the pharyngeal pumping rate (eating behavior), defecation rate, length, width, area, 

locomotor behavior, image microscopy for localization of the DAF-16 transcription factor, 

quantification of mitochondrial SOD-3 fluorescence were analyzed survival to chemical and 

thermal induction of stress and ROS analysis. After 24 hours, when the worms were in the adult 

stage with eggs, the reproductive behavior was evaluated through the laying and hatching of 

larvae. The experiments were performed in duplicate and repeated three times. 

2.2.2. Chronic treatment 

Worms at L1 stage were transferred to plates containing adenosine diluted in NGM to final 

concentrations of 1 mM, 5 mM or 10 mM containing E. coli OP50 as a food source, and 

remained until they reached the young adult stage L4. The pharyngeal pumping rate, defecation 

cycle, length, width, area, locomotor behavior, microscopic images for localization of the DAF-

16 transcription factor, quantification of fluorescence of SKN-1, gsc-1 factors were analyzed, 

HSP16.2. After 24 hours, when the worms were already in the adult stage and with the eggs, 

the reproductive behavior was evaluated through the laying and hatching of the larvae. The 

experiments were performed in duplicate and repeated three times. 

2.3 Morphological parameters and locomotor activity 

After treatment with adenosine, worms were washed three times with M9 buffer and acclimated 

for 30 minutes on plates containing NGM plus E. coli OP50. Afterwards, worms were 

transferred to plates with fresh NGM without food, after 1 minute in this medium they were 

recorded with MOTICAM SERIES DIGITAL MICROSCOPY 2MP camera (optical 1/3, active 

pixels 1600x1200, pixel size 3.2 um x 3.2 um, imaging area 5.12 mm x 3.84 mm) and the 

locomotor and morphological parameters we filmed and calculated its movement through the 

parameters using WormLab® Software MBF Bioscience, Williston, VT, USA, that minimizes 

experimental errors and provides a satisfactory quantitative analysis of behaviors associated 
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with the muscular/locomotor system of C. elegans (28,29).  

2.4 Reproductive behavior 

2.4.1 Egg laying  

Twenty Hermaphrodite adult worms with eggs in the uterus were transferred to NGM plates 

with E. coli, where they remained for 2 hours to lay eggs, and were then removed. The next 

day, the progeny number was counted under an optical microscope as a measure of eggs layed 

by worm (30) 

 2.4.2 Egg production  

Egg production was analyzed by counting the number of eggs inside the uterus of 20 worms, 

after the cuticle rupture with the addition of a drop of bleaching solution, quantified under an 

optical microscope (30). 

2.5 Pharingel pumping 

Pharynx contractions of 20 worms maintained on NGM plates with E. coli were counted with 

optical microscopy. The number of contractions was recorded in 10 seconds in triplicate and 

the average used for statistics. (30). 

2.6 Defecation rate  

The defecation cycle of 20 worms kept in NGM plates containing E. coli were analyzed under 

light microscopy. Worms were monitored and the interval between defecations was recorded. 

The average of three defecation cycles for each animal was used as an indirect measure of 

intestinal traffic (30). 

2.7 Survival analysis test after thermal and chemical stress 

 2.7.1 Thermal stress 

After the acute treatment with adenosine, the N2 worms were kept in plates containing NGM 

and E. coli and incubated at 35 °C for 4 hours to induce thermal stress. The worms in the 

negative groups were incubated at 20 °C. Survival was assessed 24 hours after the end of the 

experiment exposure (31). Mortality can be detected by the loss of movement of the animal, 

even after the stimulus and by the absence of pharyngeal beats (32). 

 2.7.2 Chemical stress 

After acute treatment with adenosine worms were exposed for 1 hour in the M9 buffer to 200 

µM of Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone), an ROS generator. After three washes in M9 

buffer, worms were transferred to NGM plates with E. coli, and survival was examined 24 hours 
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after the exposure (33).  

2.8 ROS production 

After acute treatment with adenosine worms were exposed for 1 hour in the M9 buffer to 200 

µM of Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone). After three washes in M9 buffer, worms were 

transferred to NGM plates with E. coli. The generation of ROS was measured in vivo in wild 

type C. elegans using the fluorescent probe CM-H2DCFDA, as described by Zamberlan et al. 

(33) with minor modifications. Briefly, worms were treated with juglone (200 µM and/ or 

adenosine 1, 5, 10 mM) for 1 hour, collected, washed three times with M9 buffer and transferred 

to 96-well plates. Then, 10 µL of 2 mM CM-H2DCFDA (20 μM final concentration) was added 

in 990 µL M9 containing 100 worms and incubated for 2 hours. The fluorescence intensity was 

measured at each hour with a SpectraMax® i3x multiple mode (Molecular Devices) microplate 

reader (Excitation: 485 nm; Emission: 520 nm) and results were expressed as fluorescence delta 

per hour. 

2.9 Analysis of the subcellular location of DAF-16 

DAF-16 :: GFP animals TJ 356 strain (Is [daf-16P :: daf-16 :: GFP; rol-6 (su1006)]) were grown 

at 20 °C and photographed at the L4 stage.  The worms were exposed to adenosine acutely (1h 

in liquid medium with M9 buffer) or chronically (exposure in NGM from stage L1 to stage L4 

young adult). In order to evaluate the effect of adenosine on thermal stress, worms treated with 

adenosine were exposed to 20 °C (Ctrl -) or 37 °C (Ctrl+) for 1 hour in NGM plates with E. 

coli. According to Silveira et al 2018 with some modifications, the worms were mounted on 

slides with a 2% agarose pad and paralyzed with 10 mM sodium azide. The images were 

obtained using a OLYMPUS1 FLUOVIEW FV10i Confocal Microscope. The predominance 

of fluorescence expression in the nucleus, cytoplasm or intermediate was analyzed. Each 

experiment was repeated at least three times and 20 worms per group were selected randomly 

in each experiment. 

2.10 Quantification of SKN-1, gsc-1, HSP16.2 and SOD-3 levels 

The levels of SKN-1, gsc-1, Hsp16.2, and mitochondrial SOD-3 was measured by quantifying 

the fluorescence of the GFP reporter protein using a OLYMPUS1 FLUOVIEW FV10i Confocal 

Microscope, according to Silveira et al 2018 with some modifications. Approximately 50 

worms in M9 buffer were transferred to microscopic slides, paralyzed with 10 µL of sodium 

azide 10 mM, and then covered with a coverslip. The fluorescence intensity of each worm was 

analyzed using ImageJ2X (ImageJ2X Programs; Rawak Software, Inc., Stuttgart, Germany). 

From each experimental group, 20 worms were chosen randomly to measure the average pixel 
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density. In order to evaluate the effect of adenosine on thermal stress, worms treated with 

adenosine were exposed to 20 °C (Ctrl -) or 37 °C (Ctrl+) for 1 hour in NGM plates with E. 

coli. Data were expressed as percentage of control group fluorescence (% AFU - arbitrary 

fluorescence units).  

2.11 Statistic 

Normality of data was assessed by Kolmogorov–Smirnov test. Parametric results were analyzed 

by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test and nonparametric results were analyzed 

by Kruskal Wallis. followed by Dunn’s post hoc test. Results were considered significant when 

p<0.05. 

3 Results 

3.1 Adenosine does not interfere with morphological development and reproductive 

behavior in wild type C. elegans. 

Neither acute nor chronic adenosine altered morphological parameters such as worm length, 

width and area. Reproductive behavior was measured by the rate of egg production and hatching 

larvae. No statistical difference was observed in these parameters after acute or chronic 

treatment with adenosine when compared with controls (Supplementary Figure 1) 

3.2 Adenosine interferes with pharynx pumping and defecation rhythm in C. elegans. 

Pharyngeal pumping (eating behavior) and the rate of subsequent contraction of the intestine 

(rate of defecation) were analyzed in C. elegans N2 wild type after acute and chronic treatment 

with adenosine. Acute adenosine at concentration of 5 mM increased the defecation rate in 

worms (Figure 1. B). Similarly, worms treated chronically with 10 mM of adenosine presented 

augmented food consumption and defecation cycle (Figure 1.C and D). 

3.3 Acute and chronic adenosine affects locomotor behavior in C. elegans. 

Acute and chronic adenosine treatment altered the locomotor behavior of C. elegans (Figure 2). 

The acute treatment with adenosine increased the track length (Figure 2.A), center point speed 

(figure 2.B) and absolute peristaltic track length (Figure 2.C) at concentrations of 1 and 10 mM. 

Adenosine at 5 mM significantly increased the straight-line distance (Figure 2.D) and mobility 

idle time (Figure 3.B). On the other hand, chronic treatment with adenosine decreased the 

behaviors of track length (Figure 2.E), center point speed (Figure 2.F), absolute peristaltic track 

length (Figure 2.G) straight-line distance (Figure 2.H) at concentrations of 1 and 10 mM. 

Additionally, chronic 10 mM adenosine decreased turn count behavior (Figure 4.D). 
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3.4 Adenosine does not change the survival rate of wild type worms after stres 

induction. 

Analysis of the survival rate was observed in N2 strain at young adult stage to verify the 

protective effects of pre-treatment with adenosine against mortality induced by chemical stress 

(Figure 5.B) and thermal stress (Figure 5.A). Acute treatment with adenosine 1, 5 and 10 mM 

did not protect worms against mortality caused by both forms of stress. 

3.5 Acute and chronic adenosine modulates DAF-16 activation in C. elegans. 

In confocal imaging analysis, we observed the cell location of the DAF-16 IGF / FOXO 

transcription factor and classified the worms in 3 locations according to the distribution of the 

protein in the cytoplasm, nuclear or intermediate for the two cytoplasmic and nuclear situations, 

(figure 6 and supplementary table 1). 

Thermal stress of 37 °C for 1h (+) induced activation of DAF-16 and its translocation to the 

nucleus (Figure 6.A). Treatment with acute or chronic 10 mM adenosine induced nuclear 

activation and translocation of the DAF-16 transcription factor in mutants of the TJ 356 strain. 

Acute treatment with 1 and 5 mM adenosine avoided the effects of thermal stress in DAF-16 

translocation to the nucleus (Figure 6.B). 

3.6 Chronic adenosine modulates SKN-1 and HSP 16.2 but not gsc-1 after thermal 

stress in C. elegans. 

Chronic treatment with adenosine caused an increase in SKN-1 levels (Figure 9.A) while didn’t 

altered the levels of HSP.16.2 (Figure 9.C) and GSC-1 (Figure 9.B). Worms exposed to thermal 

stress presented increased levels of SKN-1 and HSP 16.2 but not gsc-1. However, worms treated 

with adenosine and submitted to thermal stress presented reduced SKN-1 and HSP 16.2 levels 

compared to the group submitted to thermal stress without adenosine. 

3.7 Acute treatment with adenosine increases ROS production and SOD-3 levels in 

C.elegans. 

ROS production was analyzed under basal conditions and stimulated by juglone, a prooxidant 

agent. Acute adenosine per se increased DCFH oxidation over time (Figure 8. A) in worms. 

Juglone increased DCF levels in worms and pre-treatment with adenosine could not altered 

DCFH oxidation-induced by juglone (Figure 8.B) The levels of SOD-3::GFP was analyzed by 

fluorescence microscopy in the strain CF 1553. Thermal stress induced an increase in SOD-3 

levels (Figure 7). Acute adenosine at 1 and 5 mM prevented thermal stress-induced increase in 

levels of SOD-3. Adenosine per se had no effect on SOD-3 levels. 
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4. Discussion 

Adenosine is one of the main transmitting agents along with ATP, being present in organisms, 

in all cells and systems. It is an important signaling mediator in mammals, and although its role 

has been described from the beginning of the development of eukaryotic beings, in C. elegans 

its effects are not yet fully understood (1). In this work we investigated the effects of adenosine 

on physiological, morphological and biochemical parameters of C. elegans. In this way, the 

worms were initially treated with adenosine 1 mM, 5 mM and 10 mM in two forms, first in an 

acute exposure with the adult wild type hermaphrodite worms juvenile L4, and a chronic 

treatment exposing the worms from the first larval stage (L1) to the young adult L4, or adult 

with eggs for the analysis of reproductive behavior. The morphological parameters were 

classified by width, length and area of the worms, and no alteration was observed in the worms 

that were exposed to the three adenosine concentrations (Figure 1 suplementar and 7). 

C. elegans hermaphrodites are self-fertile and their rate and temporal pattern of egg laying are 

modulated by various environmental signals, serotonergic hermaphrodite-specific neurons 

(HSNs), along with the cholinergic ventral cord type C neurons (VCs) and neurotransmitters 

such as serotonin and acetylcholine (35, 36). There is an interaction of adenosine with egg 

production, the ador-1 mutant produces fewer eggs than the wild type, and adenosine partially 

reverses the reduced litter size of caffeine (16, 79). In our results there is a trend in increased 

egg production but it was not statically significant (supplementary figure 1D,1E,1I,1J). 

    The pharynx is also coordinated by the nervous system. This organ is responsible for sucking 

bacteria from the outside into the worm, by the action of the musculature and variable pumping 

according to the availability of food (37) and small transmitters already mentioned plus 

glutamate (38,39). Franks et al. (37) and Papaioannou et al. (2005) reported a possible 

interaction with cholinergic signaling that regulates actions of extra-pharyngeal cholinergic 

neurons (37,40). In addition, ATP and adenosine were shown to inhibit ACh release from motor 

nerve terminals (41) and excitation of neurons via the A1 receptor, on the other hand, adenosine 

increases ACh excitation of neurons via the A2 receptor. Previos studies showed the stimulation 

promoted by the purinergic system in pharingel pumpings of insects (42). In our work we 

analyzed the pumping time of the anterior pharyngeal bulb musculature of worms and observed 

that the chronic treatment with adenosine induced an increase in the pharynx pumping (Figure 

9 A).  

Treatment with acute (Figure 1.B) and chronic (Figure 1.D) adenosine caused a significant 

increase in the rate of defecation of N2 worms. Previous studies have described the interaction 

of the purinergic system and calcium, and that the defecation rate is strongly associated with 
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the levels of calcium ions in the hindgut, reflecting the behavior of the inositol triphosphate 

receptor (ITR-1) (43). In addition, the defecation behavior in worms is coordinated by the 

intestinal musculature (mainly enteric) and a small number of neurons (44). We speculate that 

adenosine could interact with calcium channels, and that it participates in intestinal muscle 

coordination resulting in defecation. The nervous system works based on the subtle balance of 

excitatory and inhibitory signals (45). The locomotor behavior of C. elegans is generally 

achieved by the combination of four simple locomotor events, forward and backward 

movements, turns and omega (46), curves and reversals occur at stable frequencies but at 

irregular intervals, producing probabilistic exploratory behaviors (47). The escape circuit was 

defined in these nematodes using a synaptic wiring complete diagram of the 302 neurons in 

their nervous system (48,49). The reversal responses are behaviors that allow the analysis of 

neural and muscular functioning, behaviors such as turn count that are linked to toxicological 

response (50,51). The neural mapping and the motor functions already described in the model 

allow analyzes that link both structures. 

In a gradient space of a chemoattractant, the worms advance when they are directed to the point 

of origin of the chemoattractant. On the other hand, when they move down the gradient, they 

execute the pirouette locomotor program that combines short backward movements and 

subsequent forward movements in another direction (52).  Pirouettes are approach behaviors, 

to analyze chemotaxis responses. At high osmolarity, sensory sensitivity and neurotoxicity, the 

demonstration of these behaviors is characteristic of locomotor defects (53,54,55). Changes in 

locomotor behavior probably present the best opportunity for the development of broad generic 

test protocols in behavioral ecotoxicology (56). Acute and chronic treatment with adenosine 

modulates the worm's locomotor activity in different ways. We observed changes in the 

coordination of the movement of worms treated with adenosine 1, 5 and 10 mM, these groups 

in acute treatment have greater displacement and speed, and longer exploratory behavior 

(Figure 2 B, D) and an increase in the period of inactivity. In the analysis of locomotor behavior, 

adenosine in chronic treatment reduces displacement, speed and decreases the time of reversals 

(Figure 2.F, H). Additionally, it is possible to observe in C. elegans behavior, that the 

intermediate concentration of 5 mM of adenosine doesn’t present the same effect observe in the 

lowest (1 mM) and highest (10 mM) concentration, which may indicate a hormetic effect of 

adenosine on behavior. 

Survival after exposure to a ROS generating compound such as paraquat or juglone is an answer 

to assess the nematode's response to stress. Juglone is a redox-active quinone (58). Therefore, 

it represents an ideal way to increase internal concentrations of ROS. The antioxidant actions 
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of adenosine after C. elegans exposure to paraquat was proposed by Xie et al. (15). The 

resistance of the animals decreases with the increase in the concentration of paraquat, showing 

a deleterious effect on the worms, protection is observed in the intermediate and high 

concentrations of adenosine (300 µM and 3000 µM). In order to investigate the role of 

adenosine in modulating the stress response, worms were exposed to chemical stress by 200 

µM juglone or heat stress at high temperature 35 °C. Adenosine treatment was not effective in 

protecting worms from chemical and thermal stress-induced mortality (Figure 5.A and B). 

Likewise, acute treatment with adenosine did not protect the worms against juglone-induced 

ROS production (Figure 8.B) and increased ROS production per se (Figure 8.A). 

Heat stress is an important environmental challenge representing the reaction of animals to high 

temperature and high humidity environments and, in addition, it produces unfavorable 

consequences ranging from discomfort to death (59). Under heat stress, the level of ROS in 

animals also increases. Consequently, the body enters a state of oxidative stress and begins to 

produce and release heat shock proteins. It is important to understand how organisms defend 

against this damage at the systemic level, and how transcription factors promote resistance to 

free radicals in less complex organisms such as worms, flies and rats (60,61,63). 

Eukaryotes defend against toxic or reactive compounds through a three-phase detoxification 

system (64,65). We can find the PSS participating in phase 3, in this process the conjugated 

toxins are pumped out of the cell by an ATP binding cassette (ABC) or other carriers (65). In 

mammals, many phase 2 genes are directly induced by Nrf1 and Nrf2 proteins (factor related 

to NF-E2) (60,61). Nrf proteins are predominantly cytoplasmic, but in response to stress, they 

accumulate in the nuclei and up-regulate expression of the phase 2 genes which are largely 

conserved (66). The proposed somatic function of SKN-1 (ortholog Nrf) in C. elegans is to 

regulate a bank of genes, possibly all intestinal, that are involved in detoxification “phase 2” 

and that provide protection against ROS and other environmental toxins. An example of such a 

gene is gcs-1, which encodes the glutamylcysteine synthase enzyme involved in glutathione 

production. Furthermore, skn-1 mutants are highly sensitive to oxidative stress (67-71). 

SKN1 accumulates in intestinal nuclei in response to stress and is inhibited from doing so 

constitutively by mechanisms that include phosphorylation by glycogen synthase kinase-3 and 

the insulin-like signaling pathway ⁄ conserved IGF-1 (IIS) (63,71). In C. elegans IIS 

downstream kinases AKT-1 ⁄ 2 and SGK-1 phosphorylate and inhibit SKN-1 in parallel to the 

transcription factor FOXO DAF-16 (63), the main transcriptional regulator of genes involved 

in several biological processes, including stress resistance (73-78). In C. elegans these 

Insulin/IGF-1-like signaling lowering benefits require DAF-16, and it was recently shown that 
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SKN-1 also contributes to these effects (63). We investigated the effect of acute and chronic 

adenosine on the nuclear localization of transcription factor DAF-16 as an indicator of stress, 

exposing the animals in two temperature trials, (20 °C) basal conditions and heat stress (37 °C). 

This transcription factor migrates to the cell nucleus when the organism is exposed to pro-

oxidant agents (67) (Figure 6). Under heat stress, acute treatment with adenosine decreased 

DAF-16 activation and translocation to the nucleus. In contrast, chronic adenosine increases 

DAF-16 translocation to the nucleus per se. These results suggest that adenosine interacts with 

components of the DAF-16 pathway, and to test this hypothesis, we measured the activation of 

downstream DAF-16 genes. Acute adenosine per se activated SOD3 expression under baseline 

conditions (20°C) (Figure 7).  

In our results, chronic adenosine treatment increased SKN-1 expression per se under basal 

conditions, but was unable to restore SKN-1 expression to control levels under heat stress. 

Chronic treatment with adenosine did not affect the expression of gcs-1 (gsc-1::GFP) (Figure 

9.B), under basal conditions or heat stress. The analysis levels of HSP 16.2 (Figure.9.C) was 

not modified by chronic treatment of adenosine under basal conditions, but had its levels 

partially decreased by adenosine under heat stress. These results suggest that adenosine can 

interact with DAF-16 and modulate the stress response caused by unfolded proteins. 

Together, these results demonstrate that exogenous adenosine has physiological and 

biochemical effects on C. elegans and illuminates purinergic signaling in worms. As far as we 

know, there are no records in the literature of toxicological studies specifically with adenosine, 

only in combinations, with caffeine and other purines. Bridi et al., (16) demonstrates the 

interference of adenosine-dependent signaling in C. elegans lifespan and the present study 

showed that adenosine activates the nuclear translocation of the DAF-16 transcription factor 

and modulates the expression of SKN-1 and HSP.16 proteins, in addition to show different 

regulation in the muscular system of C. elegans. 

5.Conclusion 
The present work contributes to the understanding of the physiological activity of adenosine in 

the nematode Caenorhabditis elegans. Adenosine does not alter the morphological 

development analyzed by the length, width and area of the worms, nor does it interfere with 

reproductive behavior. Adenosine reduced the defecation cycle, suggesting a possible 

interaction with the calcium channels present in the nematode intestine, in addition to increasing 

the activation of DAF-16 and the expression of fluorescence associated with the proteins of 

HSP 16.2 and SKN-1 expressed mainly in intestinal cells, this expression demonstrates the 
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activation of antioxidant defenses in the worms' organism. However, adenosine was not 

effective in increasing antioxidant defenses when an animal was exposed to conditions of 

chemical or thermal stress and evaluation under ROS. The SSP participates in the modulation 

of locomotor behaviors interfering in the speed and mobility of the worms analyzed, suggesting 

an interaction with the pharynx muscles, intestinal and motor muscles associated with neurons 

suggesting the participation of gabaergic and cholinergic signaling. 

6. Figures 
 

Figure 1. Behavioral analysis in young-adult larvae of the wild strain of Caenorhabditis elegans after acute or chronic 

treatment with adenosine (mM). Effects of acute treatment on (A) Pharingeal pumping, (B) Defecation rate. Effects of 

chronic treatment on (C) Defecation rate, (D) Pharingeal pumping. The results were evaluated by Kruskal-Wallis 

followed by Dunn's post-test, * p < 0.05 significant difference in the acute treatment with 5 mM adenosine compared 

with the control, **, *** significant difference in the chronic treatment with 10 mM adenosine compared with the 

control, mean SEM, n = 20 worms per group. The experiments were performed in triplicate. 

Figura 6 Análise fisiológica e reprodutiva de C. elegans pós tratamento agudo e crônico com adenosina (mM); 
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Figure 2. Locomotor system of the N2 young-adult larvae of the wild strain of Caenorhabditis elegans after acute or 

chronic treatment with adenosine (mM). The results were evaluated by One Way ANOVA or Kruskal-Wallis, *, ** 

significant difference in the treatment of 1, and 10 mM adenosine compared with the control, mean SEM, n = 14 - 18 

worms per group. The experiments were performed in triplicate.igura 7Avalição do sistema locomotor de C. 

elegans pós tratamento agudo e crônico com adenosina (mM); 

 

 

Figure 3. Mobility in young-adult larvae of the wild strain of Caenorhabditis elegans after acute or chronic treatment 

with adenosine (mM). The results were evaluated by Kruskal-Wallis Dunn's post-test, **** significant difference in the 

treatment of 5 mM adenosine compared with the control, mean SEM, n = 14 – 18 worms per group. The experiments 

were performed in triplicate. 

 
Fa 8Comportamentos demobilidade de C. elegans pós tratamento agudo e crônico com adenosina (mM) 
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Figure 4. Neurotoxicity-related behaviors in young-adult larvae of the wild strain of Caenorhabditis elegans after acute 

or chronic treatment with adenosine (mM). The results were evaluated by Kruskal-Wallis Dunn's post-test, * significant 

difference in the treatment of 10 mM adenosine compared with the control, mean SEM, n = 14 – 18 worms per group. 

The experiments were performed in triplicate.  

Figura 9 Comportamentos de Resposta neurotóxica de C. elegans pós tratamento agudo e crônico com adenosina (mM); 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Effect of acute treatment with adenosine on survival rate of wild-type young adults C. elegans, after exposure 

to (A) thermal stress for 4h at 35° C (n = 400) and (B) 200 µM Juglone for 1h, (n = 500) Data are expressed as mean  

SEM and analyzed by Kruskal-Wallis test follow Dunn’s post hoc test.. The minus sign (-) represents the groups exposed 

to a temperature of 20ºC, the (+) sign represents the groups exposed to 35ºC heat. The experiments were performed in 

triplicate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Sobrevivência após indução de estresse por juglone 200 µM e por calor (35 °C), pós tratamento agudo de adenosina; 

Figura 
10Localiza
ção 
nuclear do 
fator de 
transcriçã
o DAF-16 
em C. 
elegans 
pós 
tratament
o agudo e 
crônico de 
adenosina

; 
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Figura 6 A. Effect of acute and chronic treatment with 10mM adenosine and thermal stress (37° C) on DAF-16 

(TJ356 ::GFP) C. elegans trangenic strain. Data are expressed as means ± S.E.M from three independent assays 

with 30 worms per group. The minus sign (-) represents the groups exposed to a temperature of 20°C, the (+) sign 

represents the groups exposed to heat at 37°C.(B) Confocal images representation location of DAF-16 transcription 

factor, TJ 356 mutant strain. 

 

 

 

Figure 7. Arbitrary Fluorescence Units (AFU) measure in young-adult larvae of the CF1553 (SOD-3 

mitochondrial::GFP) strain of Caenorhabditis elegans after acute treatment of 1h with adenosine (mM). The results 

were evaluated by One way ANOVA follow Tukey’s post hoc test, difference in the treatment compared with the 

control, mean ± SEM, n = 10 worms per group. The experiments were performed in triplicate.** 0 mM (-) vc 0 mM 

(+); **0mM (-) vs 10mM(+); *0 mM (+) vs 1mM(-);** 1mM(-) vs 10mM(+); *5mM(+) vs 10mM (+); 

The minus sign (-) represents the groups exposed to a temperature of 20°C, the (+) sign represents the groups exposed 

to heat at 

37°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.. Fluorescência da cepa mutante CF 1553 (sod-3 mitocondrial::GFP) de C. elegans após tratamento agudo 
com adenosina mM. 
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Figure 8. ROS production assay after acute treatment with adenosine (mM ) in wild type young adult worms of 

C. elegans. (A) adenosine per se. (B) stress induction with 200µM Juglone. ROS labeled with the 2' 7' fluorescent 

probe - dichlorofluorescein diacetate expressed as delta per hour of relative fluorescence units. *Indicates statistical 

difference from control, p<0.05 mean ± SEM n= 1000 worms per group. The results evaluated were by T-test, 

experiment repeated three times. 

Figura 13Quantificação de ROS em C. elegans selvagens após tratamento agudo com adenosina (Mm)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14Efeito do tratamento crônico com adenosina 10 mM e estresse térmico (37 °C) nas cepas mutantes de C. elegans, LD-1 
com GPF associado à expressão de SKN-1. (E) LD1171 associado à expressão de gsc-1. (F) CL2070 associado à expressão de HSP 
16.2.  
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Figure 9. Effect of chronic treatment with 10 mM adenosine and thermal stress (37° C) on SKN-1 levels in LD-1 strain 

(A), on GSC-1 levels in LD1171 strain (B), and on HSP-16.2 levels in CL2070 strain of C. elegans (C). Data are 

expressed as means ± S.E.M from three independent assays with 30 worms per group. Data was analyzed by one-way 

ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. *Indicates statistical difference from control, p<0.05. The minus sign 

(-) represents the groups exposed to a temperature of 20°C, the (+) sign represents the groups exposed to heat at 37 °C. 

Confocal images of C. elegans (D) LD-1 mutant strains with GPF associated with SKN-1 expression. (E) LD1171 

associated with gsc-1 expression. (F) CL2070 associated with HSP 16.2 expression. 
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Supplementary  

Figure S1. Morphological parameters by the measures of (A, J) Mean worm length (B, G) Mean worm width (C, H) 

Mean area in young adult larvae of the wild strain of Caenorhabditis elegans after acute or chronic treatment with 

adenosine (mM). The results were evaluated by Kruskal-Wallis with no difference in treatment compared to control 

mean  SEM, n = 14 - 18 worms per group. The experiments were carried out in triplicate. Effect of acute treatment 

with adenosine on (D, I) egg production and (E, F) egg laying by wild-type young adults C. elegans. One-way ANOVA 

Bonferroni post-test. Data are expressed as mean  SEM from 20 - 25 worms per group for egg production test and 20 

- 30 worms per group for egg laying test. Data was analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc 

test. The experiments were performed in triplicate. 

 

 

Table1. Results in percentage of localization of the DAF-16 transcription factor in 20 mutant worms per groups 

of the TJ353 strain. Figure 13 Representation of the location considered in the cytoplasm, intermediary or 

nuclear. 
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Figure S2: Percentage mortality of worms exposed to different concentrations of Juglone 100, 150 and 200uM 

which caused 42% mortality of worms and was the concentration used in the chemical stress induction assays. 

Figure S3.  DAF-16 Nuclear localization  
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5 CONCLUSÃO 
 

O presente trabalho contribui para a compreensão da ação fisiológica da adenosina no 

nematoide Caenorhabditis elegans. O comportamento reprodutivo do verme demostra um leve 

aumento na produção e postura de ovos, mas não é estatisticamente diferente do grupo controle. 

A adenosina promoveu retardo no ritmo de defecação, sugestivo à uma possível interação com 

os canais de cálcio presentes no intestino. A adenosina modula a coordenação muscular da 

faringe e possivelmente neurotransmissores como Ach, serotonina e GABA, e essa interação 

pode estar relacionada ao aumento do bombeamento da faringe. Também observamos 

modulação independente do tempo e da concentração, na musculatura envolvida na regulação 

do comportamento locomotor, o tratamento agudo com adenosina aumentou alguns 

comportamentos locomotores e enquanto o tratamento crônico diminuiu os mesmos 

comportamentos demostrando.  A adenosina parece estar envolvida com a migração do fator de 

transcrição DAF-16 para o núcleo e modula a HSP 16.2, no entanto, não observamos efeito 

antioxidante quando o animal foi exposto a condições de estresse químico ou térmico e também 

não houve redução da produção de EROs sob condições basais ou induzidas. A adenosina não 

aumentou os níveis de gsc-1 mas, modulou os níveis de SKN-1 após estresse térmico. Nosso 

trabalho demonstra pela primeira vez, um estudo no modelo experimental C. elegans, utilizando 

adenosina exógena em tratamento agudo e crônico avaliando a fisiologia e parâmetros 

bioquímicos. 
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6 PERSPECTIVAS  

 
A partir dos resultados obtidos, mais estudos tornam-se necessários para elucidar o 

comportamento de C. elegans e os efeitos da adenosina, per se ou sob condições de estresse. É 

necessário investigar também como o Sistema de Sinalização Purinérgica e as vias que parecem 

ativas como DAF-16 e SKN-1 interferem no desenvolvimento e na vida do verme e a interação 

com o sistema colinérgico. 
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