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Resumo

IGLESIAS, VERONICA. Padronizagdao de testes com compostos naturais
utilizando Caenorhabditis elegans como modelo. 2023. 41 p. Trabalho de
Conclusao de Curso (Especializacdo em Biotecnologia) — Escola Superior do
Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

Nematoides parasitas chegam a causar prejuizos de 35 bilhbes ao ano a
agropecudria, estima a Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN), sendo
utilizado para o seu controle na agricultura os métodos de rotacdo e remocéao
de culturas, além do uso de nematicidas para humanos e animais.
Caenorhabditis elegans € um nematoide de vida livre, encontrado no solo e em
matéria organica, possuindo 40% dos genes com ortblogos em doencas
humanas e similaridade com nematoides parasitas. Devido as suas
caracteristicas vem sendo usado como modelo biolégico em pesquisas de
biologia molecular, neurociéncia e toxicologia. A fim de padronizar testes com o
modelo biolégico C. elegans foram utilizados extratos da erva mate llex
paraguariensis, sendo avaliada a motilidade dos vermes de todos os estadios
entre 1h, 2h, 4h, 6h e 24h, sendo observada a sobrevida dos vermes apos
adicdo dos extratos. Novos compostos bioativos podem ser desenvolvidos a
partir da extracdo de produtos secundarios de plantas e outros organismos,
auxiliando no desenvolvimento de nematicidas, podendo ser utilizado o

nematoide C. elegans como biomonitor do solo e de meios aquaticos.

Palavras-chave: Nematoide. Caenorhabditis elegans. Illex paraguariensis.

Nematicida. Biomonitor.



ABSTRACT

IGLESIAS, VERONICA. Standardization of tests with natural
compounds using Caenorhabditis elegans as a model. 2023. 41 p.
Monograph (Specialist in biotechnology) — Escola Superior do Instituto
Butantan, Sao Paulo, 2023.

Parasitic nematodes can cause damages worth 35 billion a year to agriculture,
as the Brazilian Society of Nematology (SBN) estimates. Nematode control in
agriculture is made by employing methods of crop rotation and destruction of
infested plants. Nematicides are used to control nematodes in humans and
animals. Caenorhabditis elegans is a free-living nematode, found in organic
matter present in the soil. It has 40% of the genes with orthologs for human
diseases and similarity with parasitic nematodes. Due to its characteristics it
has been used as a biological model in research in molecular biology,
neuroscience and toxicology. In order to standardize tests with the biological
model C. elegans, extracts of yerba mate llex paraguariensis were used. Worm
motility in all life stages was evaluated in defined time periods: 1h, 2h, 4h, 6h
and 24h. Individual survival of the worms after adding the extracts. New
bioactive compounds can be developed from the extraction of secondary
products from plants and other organisms, aiding in the development of
nematicides, and C. elegans can be used as a biomonitor in soil and aquatic

environments.

Keywords: Nematode. Caenorhabditis elegans. llex paraguariensis.

Nematicide. Biomonitor.
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1. INTRODUCAO

Os helmintos sao popularmente conhecidos como vermes, sendo um grupo de
espécies com variados habitos alimentares. Dentre eles ha parasitas de animais e
plantas, além de animais de vida livre. Pertencem a trés filos (Nematoda,
Plathyhelminthes e Acantochephala) que possuem a capacidade de infectar animais
(vertebrados e invertebrados) e plantas; compdem um agrupamento taxondémico
heterogéneo e artificial baseado em critérios tradicionais e médicos, que nao
compartilham um ancestral em comum (MCVEIGH, 2020, SCHOLTE et al., 2018).

Ha espécies que ndo possuem sistema digestivo, e se alimentam através da
absorcdo dos nutrientes pelo tegumento, como por exemplo 0s parasitas
(PINHEIRO, 2022; NCBI:txid 6157; NCBI:txid6231, NEVES et al., 2022).

As espécies parasitas em contato com o hospedeiro definitivo podem se
desenvolver a partir de ovos (forma resistente) para larvas (multiplicacdo), sua
classificacdo varia conforme o 6érgdo que parasitam, sendo intestinais, extra-
intestinais e sanguineos. A Organizacdo Mundial de Saude em 2018 estimava 820
milhdes de pessoas infectadas por Ascaris lumbricoides, 460 milh&es por Trichuris
trichiura e 440 milhdes por ancilostomideos. A contaminagdo ocorre pelo contato
com solo contaminado, ingestdo de ovos ou penetracdo ativa da larva. No organismo
do hospedeiro os vermes ingerem ou absorvem os nutrientes levando ao
desequilibrio homeostatico (GOV.BR, 2022; OPAS, 2018; GAZZINELLI-
GUIMARAES, 2018).

Essas doencas ocorrem onde ha auséncia de saneamento basico e agua tratada,
sendo um problema de saude publica. A depender da parasitose, a pessoa infectada
apresenta quadros especificos de desnutricdo, obstrucdo intestinal, anemia
ferropriva e hemorragias. Jovens e criangcas em idade escolar sdo os mais
acometidos por parasitoses, segundo a diretriz da Organiza¢do Pan - Americana de
Saude, em torno de 270 milhdes de criancas em idade pré-escolar e outras 550
milhBes em idade escolar vivem em areas onde ha alta incidéncia de transmisséo
(BVSMS, 2018; FAGUNDES, 2019; PAHO, 2022).
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1.2 Nematoides

Os nematoides sdo compostos por vermes cilindricos, sendo classificados como
de vida livre e parasitas. Segundo analise realizada em 1998 por Blaxter e
colaboradores, usando a sequéncia de RNA (SSU rRNA) da subunidade menor do
ribossomo de 53 espécies, o filo é dividido entre as classes: Chromadorea, Enoplea
e Dorylaimida (FIGURA 1), sendo composto por espécies marinhas de agua doce e
terrestre. A andlise realizada néo é aceita por toda classe de pesquisadores, por ndo
ser equivalente em pontos filogenéticos e cronolégicos (NEVES et al, 2022;
ALMENARA, 2009; ROSSI, 2014 ; AHMED, 2021).

Figura 1- Filogenia do filo nematoda
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Fonte: Rossi, 2014. Acesso em: 08 de Junho de 2022

Nematoides possuem a capacidade de parasitar plantas, sendo capaz de
reciclar nutrientes ou impossibilitar a sua absor¢céo, s&o classificados como
endoparasitas e ectoparasitas e se alimentam interna ou externamente da raiz de
plantas, deixando as mesmas murchas e amareladas (FIGURA 2), para realizar o
plantio o solo deve ser analisado pré e posteriormente, devendo ser realizados
meétodos de rotacdo e remocdo de culturas e utilizagdo de plantas antagonistas
(AVILA et al. 2022; PINHEIRO,2022).
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Figura 2- Raizes de tomateiro infectado com nematoide das galhas

Fonte: Sociedade Brasileira de Nematologia - Acesso em: 09 de Novembro de 2022

Além disso, nematoides sdo responsaveis por causar importantes infeccées
em animais, levando ao baixo crescimento e desenvolvimento reprodutivo do
rebanho, pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), demonstrou que a maior parte dos estabelecimentos de pecuaria realiza o
controlede doencgas e/ou parasitas (Gréafico 1), mundialmente sédo administrados anti-
helminticos para tratamento do rebanho (CHARLIER et al., 2020; IBGE, 2017).

Grafico 1- Controle de doencgas e/ou parasitas

@ Controle de dosncas efow parasitas nos animais do estabelecimanto - nZo
Controle de doencas efou parasitas nos animais do estabelecimento - sim

2.387 232

Fonte: IBGE - Censo Agropecuario

Fonte: IBGE Censo Agropecuario. Acesso em 13 de setembro de 2022.
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1.3 Tratamento das parasitoses

Para o tratamento das parasitoses o SUS disponibiliza lactonas macrociclicas
gque agem potencializando a acdo do GABA e causando o0 aumento da
permeabilidade da membrana do neurdnio ao cloro, interferindo nas sinapses. Os
benzimidazois atuam na inibicAo da polimerizacdo dos microtubulos causando
alteracdo da estrutura e perda da funcéo celular do parasita (FIGURA 3) (RANG &
DALE, 2016; CHAI, 2021, PAHO, 2022).

Figura 3- Estrutura dos medicamentos
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Fonte: Adaptado de Partridge - Acesso em 09 de Novembro de 2022

A populacdo afetada por essas parasitoses sao tratadas através de
guimioterapia preventiva, onde é avaliada a necessidade de administracdo em
massa (MDA), ouapenas a uma parcela da populagdo, sendo estabelecido pela
faixa etéria, sexo e area de maior endemia, esses medicamentos s&o
disponibilizados em dose anual oubianual. A quimioterapia preventiva nao evita o
ciclo de infeccdo e reinfecgdo, sendonecessaria a administragdo frequente desses
medicamentos (PAHO, 2022).

1.4 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) € um nematoide de vida livre da classe

Chromadorea, que pertence a familia Rhabditidae, descrita por Maupas em 1900,
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sendo inicialmente denominada Rhabditis elegans (NCBI: txid:6239; NIGON et al,

2018).

C. elegans sao hermafroditas auto fecundantes, sendo machos apenas
<0,2% da prole, quando atingem a fase adulta realizam a oviposi¢édo de até 300
ovos, podendo gerar nova prole através do acasalamento (CORSI et al., 2015 ;
HUNT, 2017).

Os vermes se desenvolvem entre a fase embrionaria e quatro estadio larval (L1 -
L4) (FIGURA 4), apds a autofecundacao é formada uma “casca de ovo” impermeavel
composta de quitina, onde os embrides séo retidos no hermafrodita até a oviposicao,
oS ovos passam pelas fases de proliferacdo, gastrulacdo, morfogénese,
alongamento e incubacado, posteriormente se desenvolvendo em larva L1, este
estagio possui duracédo de 16 horas. Os seguintes, de aproximadamente 12 horas,
anatomicamente sdo compostos por cuticula, hipoderme, tecido muscular, intestino,
gbnadas (verme adulto) e faringe (WORMATLAS, 2022; EWALD; LI, 2012).

Sua alimentacao ocorre através da ingestdo de fungos e bactérias encontradas
no solo e em matéria organica. Apos a ingestdo o alimento passa pela faringe que
filtra, concentra e tritura o alimento, transportando-o para o lumen intestinal onde

ocorre a absorcao dos nutrientes (SILVA, 2020).

Figura 4: Fases de desenvolvimento de Caenorhabditis elegans
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Quando nédo sdo encontradas condi¢cbes favoraveis para o desenvolvimento, a
larva entra em estagio de laténcia, possuindo dois mecanismos para posterior
transformacdo em dauer, quando ha alta densidade populacional e pouca
alimentacdo o verme L1 se transforma em L2d ou quando a larva ndo encontra
alimentacéo entra em diapausa (dauer). A larva dauer é constituida por uma cuticula
espessa que fecha a cavidade bucal e cessa o bombeamento faringeo, sendo
utiizadas como fonte de energia as reservas lipidicas e hipodérmicas
(WORMATLAS, 2022).

S&o resistentes a altas temperaturas, estresse oxidativo e anoxia, ficam iméveis
por longos periodos e respondem rapidamente a estimulos (WORMATLAS, 2022).

Caenorhabditis elegans vém sendo utilizado como modelo de pesquisa em
biologia molecular, neurociéncia e genética molecular (PARK, 2017), possui 40%
dos genes com ortdlogos em doencas humanas (SILVA, 2020) e similaridade com
nematoides parasitas (VINEY, 2017), este nematoide é um bom modelo por ser
facilmente cultivado em condicdes laboratoriais e pela sua alta capacidade de
reproducao(HUNT, 2017).

1.5 C. elegans como modelo para pesquisa em toxicologia

Parasitas sdo um grande problema para a agropecuéaria e a saude publica,
possuindo limitagBes para o tratamento, como o0 uso frequente de benzimidazois e
grandes perdas econbmicas na agropecuaria, respectivamente caracterizados por
cepas resistentes e infestacdo de gado e plantagbes (Holden-Dye., Walker, 2022;
PINHEIRO, 2022; BATISTA, 2016)

Novos métodos vém sendo estudados para o tratamento das parasitoses, como
producédo de vacinas e uso de compostos naturais, sendo um grande desafio, devido
a dificuldade de obter altas cargas parasitarias e manter o ciclo fora do hospedeiro
(CLAEREBOUT, 2020). LIMA (2013), relata que “tem havido grande interesse em
estudar compostos naturais que auxiliam na prevencao e/ou tratamento de uma vida
saudavel (“healthspan”)”.

A busca de produtos naturais para controle de organismos prejudiciais a cultura

agricola ou pecuaria é importante, pois reduz o emprego de quimicos perigosos e
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com efeitos desconhecidos, uma vez liberados no meio ambiente (Holden-Dye.,

Walker, 2022).

O uso do modelo biolégico C. elegans, € importante para representar a
nematofauna do solo, especialmente os animais bacterivoros e consumidores de
matéria organica em decomposicao (BOYD, WILLIAMS, 2003).

C. elegans pode ser adicionado ao solo para avaliacdo da toxicidade de
nematicidas empregados na agricultura, além de auxiliar no desenvolvimento de
novos nematicidas baseados na utilizagdo de compostos bioativos, sendo utilizados
como fontes terapéuticas alternativas. (GRAVES et al., 2005, FUMAGALI et al.,
2008).

As plantas do género llex sdo conhecidas por sua ampla variedade de
compostos bioativos, que desempenham papel essencial em seus beneficios a
saude (GAN, 2018). Nos frutos da espécie llex paraguariensis, sdo constatados
compostos fendlicos, metilxantinas e saponinas (GAMBERRO., RIBEIRO; 2015;
BRACESCO et al., 2011).

Os compostos bioativos (FIGURA 5) em sua grande maioria sdo metabolitos
secundarios e possuem protecao e resisténcia a fatores bidticos e abidticos, sendo

divididos em trés categorias: terpenos, alcaléides e compostos fendlicos.

Figura 5: Estrutura molecular de compostos bioativos

e

0

f

Fonte: Favareto, 2016. Acesso em: 29 de Novembro.
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A indastria farmacéutica vem investigando metabdlitos secundarios de
plantas, para a producéo de novos farmacos e medicamentos, sendo promissores 0s
compostos bioativos como fonte terapéutica alternativa (SILVA et al, 2020; ROCHA,
2013).

Dessa forma, este trabalho tem por finalidade a padronizacdo de testes com
Caenorhabditis elegans com a utilizacdo de extratos provenientes de erva mate llex

paraguariensis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo a padronizacédo de testes com compostos naturais,

adquiridos de frutos da erva mate llex paraguariensis, utilizando Caenorhabditis

elegans como modelo.

2.2Especificos

a) Cultivo e manutencao dos vermes;

b) Analisar a atividade de llex paraguariensis sobre vermes C. elegans.
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3. METODOLOGIA

3.1 - Cultivo bacteriano

Uma colbnia isolada da bactéria Escherichia coli linhagem NA22, foi inoculada
em 3 ml do meio Luria Bertani (LB) (10 g Bacto-triptona, 5 g Bacto yeast, 5g NaCL,
15 g agar base, 1l agua destilada (tipo 3)), sendo o tubo acondicionado em
incubadora agitadora com agitacao vigorosa em 37°C overnight, para alimentacdo
dos vermes as placas de Nematode Growth Medium (NGM) (3 g NaCL, 17 g agar
base, 2,5 peptona, 975 mL de agua destilada) foram inoculadas com E. coli sendo

novamente levadas a estufa para crescimento por 12h em 37° C overnight.

Imagem 1 e 2: Cultivo E.coli

Fonte: Préprio Autor, 2022.

3.2- Cultivo e Manutencéao C. Elegans

Os vermes foram armazenados em estufa Demanda Bioquimica de Oxigénio
(D.B.O), entre as temperaturas de 15°C (desenvolvimento retardado) e 22°C
(desenvolvimento natural), a manutencéo foi realizada considerando a fonte de
alimentacdo e a densidade populacional, quando esgotadas foi feita a transferéncia
dos vermes com a alca bacteriologica de 1 uL ou 10 uL para placas NGM de 3,6 ou
9 cm de diametro, com o objetivo de manter o crescimento populacional sem o

desenvolvimento de dauer.
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3.3 - Avaliagcao da motilidade em C. Elegans

Para a realizacdo dos testes foi feita a transferéncia dos vermes com alca
bacteriolégica de 10 pL para trés placas de NGM com 9 cm de diametro,
anteriormente semeadas e crescidas com as bactérias E.coli linhagem NA22. As
placas foram acondicionadas em estufa D.B.O com temperatura ajustada para 22°C
e mantidas nesta temperatura por 72h, para permitir o desenvolvimento dos vermes.
Posteriormente as trés placas passaram por lavagem (IMAGEM 3) com 3 ml de
tampao M9 (3g KH2PO4, 6g Na2HPO4, 5g NaCL, 1 ml de solucdo MgSO4 a 1M,

1Lagua destilada), realizada até que a solucéo se apresentasse cristalina.

A solucdo de tampdo M9 contendo os vermes retirados das placas foi
acondicionada em tubos do tipo falcon de 15 ml e entdo foi permitido que os vermes
em solugédo decantassem e se depositassem no fundo do tubo. Foi entdo feita
uma contagem dos vermes em um volume definido, que permitiu estimar a

guantidade de animais por volume dessa solucéo de vermes.

Aliquotas iguais desse sedimento composto por vermes, com quantidades
estimadas também iguais de vermes, foram aplicadas nos pocos de placas de
cultura de tecido com 24 escavacgdes (IMAGEM 4); e posteriormente a adicdo dos

extratos da erva mate llex paraguariensis

Imagem 3 e 4: Teste de toxicidade llex paraguariensis

Fonte: Proprio autor, 2022.
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3.4 - Extratos de Erva mate llex paraguariensis

O extrato foi cedido pelo Laboratério de Parasitologia (Malacologia), os
frutos de erva mate llex paraguariensis foram extraidos através da técnica de fluido

supercritico.
O fluido supercritico € considerado quando gas e liquido estdo em equilibrio

entre si, sendo atingido o ponto supercritico quando pressao e temperatura estdo
acima dos parametros criticos (RAD, 2020; CARRILHO, 2001).

Figura 6: Definicdo regido supercritica

|
|  Fluido
| Supercritico

73 -

o
)

Sélido | Liquido

P/atm

T
ic 31

I/r

Fonte: Carrilho - Acesso em 03 de Novembro de 2022

35 - Andlises dos resultados

Para a padronizacdo dos testes, a dose a ser considerada interferiu na

motilidade dos vermes, sendo considerados mortos os vermes que nao

apresentaram movimentagao.
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4. RESULTADOS

Para avaliacdo da toxicidade da erva mate llex paraguariensis, os testes foram
realizados em duplicatas, havendo adigao de 100uL, 50uL e 25uL das aliquotas de
vermes e 100uL, 75uL e 50uL do controle (M9) e dos extratos de llex paraguariensis,

a motilidade dos vermes foi avaliada entre 1h, 2h, 4h, 6h e 24h.

Os testes 1 e 2 representam 0s experimentos empregando 100 uL das
amostras e 50 yL da aliquota de vermes (contendo aproximadamente 100 vermes),
sendo considerados mortos 0s vermes que ndo possuiam movimentagcdo. Durante
as primeiras 4 horas foi possivel observar uma similaridade entre o controle e o

extrato 0, mas apds 6 horas o extrato 0 apresentou maior mortalidade (grafico 2).

Grafico 2: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1, 2, 4, 6 e 24h (eixo x), sendo considerados
mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).

120

100

80 4
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// == Extrato 0
40

20

Fonte: Préoprio Autor, 2022.

No grafico 3 observa-se que nas primeiras quatro horas houve maior
mortalidade no controle em compara¢do com o extrato 1, mas apos seis horas

0 extrato 1 apresentou maior mortalidade que o controle.
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Grafico 3: Avaliacao da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados
mortos 0s vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Proprio Autor, 2022.

Foi utilizada a mesma concentracdo de extrato do teste anterior, sendo
diferente a quantidade de animais por poc¢o (aproximadamente 445 vermes), no
grafico 4 verifica-se similaridade com o experimento anterior até 6 horas, apos

esse periodo houve alta mortalidade nos pogos contendo o extrato 0.

Grafico 4: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados
mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.



O controle e o extrato 0 apresentam o mesmo nivel de mortalidade até as

quatro horas, em seis horas o extrato 1 comecou a expressar maior mortalidade

(grafico 5).

Grafico 5: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados

mortos 0s vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y)
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Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os graficos 6 e 7 representam os experimentos empregando 50 pL da

aliquota de vermes (aproximadamente 313 vermes) e 50 pL do extrato 0. O

referido extrato apresentou maior mortalidade que o controle e o extrato 1.
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Grafico 6: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados

mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Grafico 7: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados

mortos 0s vermes que nao apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os graficos 8 e 9 representam os experimentos empregando 75 pL dos
extratos 2 e 7 e a adicdo de 100 pL de vermes (200 por pogo

aproximadamente), nas duas amostras foi possivel observar que houve maior

mortalidade no controle.

Grafico 8: Avaliagdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados

mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Proprio Autor, 2022.
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Grafico 9: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo Xx), sendo considerados
mortos 0s vermes que nao apresentaram motilidade (eixo y)
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Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os gréficos 10 e 11 representam os experimentos empregando 100 uL dos

extratos 2 e 7 e adicdo 250 uL de vermes (aproximadamente 304 vermes). No

grafico 9 observa-se nas primeiras seis horas o controle e a amostra com o0 mesmo

nivel de mortalidade, mas logo apGs seis horas os animais do controle apresentaram

maior mortalidade.

Grafico 10: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), sendo considerados
mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Até as 6 horas do teste (grafico 11) pode-se observar o0 mesmo nivel do
controle e na amostra 7, mas semelhante a amostra 2 o controle apresenta alta
mortalidade.

Grafico 11: Avaliacdo da motilidade dos vermes entre 1,2, 4,6 e 24h (eixo x), Sendo considerados
mortos os vermes que ndo apresentaram motilidade (eixo y).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.

Em todos os testes realizados foi constatado apds as 24h o fenébmeno
chamado de Endotokia Matricida (Imagem 5), onde verifica-se larvas L1

eclodidas dentro do hermafrodita morto, apds o rompimento da cuticula.

Imagem 6: Hermafrodita gravida (Esquerda), Endotokia Matricida (Direita).

Fontes: Maria Gabriela da Costa Ferrari (Esquerda), Proprio Autor (Direita), 2022.
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Nos testes realizados com as amostras 0 e 1 houve maior mortalidade em

comparacao ao controle, ocorrendo o contrario nas amostras 2 e 7 onde o controle

apresentou maior nivel de mortalidade que nos experimentos anteriores.

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os vermes sem motilidade adicionados a
placa de 24 escavacdes com adicdo dos extratos 0 e 1. Cada tabela contém
concentragOes diferentes dos extratos, sendo realizada a contagem do referido em

tempos espacados.

Tabela 1: O teste foi realizado com 100 vermes (Valor bruto) e 100 uL dos extratos 0 e 1 de llex
paraguariensis, sendo o controle e os extratos adicionados a 7 pogos e entre 1h, 2h, 4, 6h e 24h foi
avaliada a motilidade, sendo considerados mortos os vermes sem movimentagéo. Ao final foi
realizado a média da mortalidade.

Horas 1 2 3 4 5 6 7 Média de
Animais mortalidade
por poco
1 16 15 10 27 40 21 28 22,4
100 2 16 12 6 15 17 10 3 11,28
4 16 16 14 18 25 12 20 17,2
ExtratoQ Verme 6 20 20 21 27 29 26 24 23,8
S 24 24 100 100 100 100 100 100 100
1 5 4 9 2 17 11 13 11,57
2
2 5 8 7 5 7 7 7 6,57
Extrato 100 4 12 | 10 9 9 9 7 | 11 9,57
1 6 17 10 9 2 18 75 14 23,5
Vermes 2
2 10 10 10 9 10 10 48 91,7
4 0 0 0 4 0 0

Fonte: Préprio Autor, 2022
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Tabela 2: O teste foi realizado com 445 vermes (Valor bruto) e 100 yL dos extratos 0 e 1 de llex
paraguariensis, sendo o controle e os extratos adicionados a 7 pocos e entre 1h, 2h, 4, 6h e 24h foi
avaliada a motilidade, sendo considerados mortos os vermes sem movimentacéo. Ao final foi

realizado a média da mortalidade

Horas 1 2 3 4 5 6 7 Média de
Animais .
mortalidade
por poco
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 3 2 3 4 5 8 3,71
Extrato 445 4 3 4 9 5 12 | 12 12 8,14
0 Verme 6 8 14 6 7 10 15 15 422
S 24 422 333 311 422 436 436 436 397,4
1 4 0 0 0 0 0 0 0,57
445 2 0 2 3 2 4 4 2 2,42
4 4 13 8 7 8 10 10 8,57
Extrato Vermes 6 5 10 17 14 21 31 35 19
1 24 400 400 400 400 400 400 | 400 400

Fonte: Proprio Autor, 2022.

Tabela 3: O teste foi realizado com 313 vermes (Valor bruto) e 50 uL dos extratos 0 e 1 de llex

paraguariensis, sendo o controle e os extratos adicionados a 7 po¢os e entre 1h, 2h, 4, 6h e 24h foi
avaliada a motilidade, sendo considerados mortos os vermes sem movimentagao. Ao final foi

realizado a média da mortalidade

Animais Horas 1 2 3 4 5 6 7 Média da
por poco mortalidade
1 0 0 0 0 0
313 1 3 4 5 26 6,85
bt | Verme 4 33 57 65 | 31 | 30 60 g 47
0 ° 6 65 86 90 42 100 40 55 68,2
24 165 165 165 165 165 165 165 165
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 3 7 15 2,5
Extrato 313 4 7 7 23 75 | 93 75 | 280 46,6
1 Vermes 6 51 24 73 75 93 95 411 68,5
24 165 165 165 165 165 165 900 165

Fonte: Proprio Autor, 2022.

As tabelas 4 e 5 apresentam os vermes sem motilidade adicionados a




33

placa de 24 escavacdes com adicdo dos extratos 2 e 7, sendo realizado o

mesmo procedimento relatado anteriormente.

Tabela 4: O teste foi realizado com 200 vermes (Valor bruto) e 100 yL dos extratos 2 e 7 de llex
paraguariensis, sendo o controle e os extratos adicionados a 7 pocos e entre 1h, 2h, 4, 6h e 24h foi
avaliada a motilidade, sendo considerados mortos os vermes sem movimentagdo. Ao final foi
realizado a média da mortalidade.

Horas 1 2 3 4 5 6 7 Média de
Animais mortalidade
por poco
1 0 0 0 0 0 0 0 0
200 2 7 3 0 13 10 14 5 7,42
Extrato 2 Vermes 4 8 3 2 9 14 14 |10 8,57
6 7 9 4 18 20 14 9 11,5
24 200 200 200 200 200 | 35 176,4
200
1 0 0 0 0 0 0 0 0
200 2 4 6 7 4 7 7 5 5,71
4 8 3 2 12 8 10 | 10 7,57
Extrato 7 | Vermes 6 7 17 16 12 12 12 17 13,2
24 185 | 163 154 | 160 | 200 200 | 200 180,2

Fonte: Préoprio Autor, 2022.

Tabela 5: O teste foi realizado com 313 vermes (Valor bruto) e 50 yL dos extratos 2 e 7 de llex
paraguariensis, sendo o controle e os extratos adicionados a 7 pogos e entre 1h, 2h, 4, 6h e 24h foi
avaliada a motilidade, sendo considerados mortos os vermes sem movimentagdo. Ao final foi
realizado a média da mortalidade.

Horas
Animais 1
por pogo 1 2 3 4 5 6 7 Média de
mortalidade
Extrato 2 1 4 3 3 7 3 3 4 3,85
304 2 5 3 4 7 6 5 5 5
4 13 7 4 5 17 12 12 10
Vermes 6 13 6 4 12 14 19 13 11,5
24 32 141 360 59 | 83 313 360 192,5
1 3 4 3 2 5 4 3 3,4
2 6 9 5 7 9 5 4 6,4
4 8 8 7 8 10 8 5 7,71
Extrato 7 304 6 7 2 6 16 16 11 10 9,71
Vermes 24 25 73 241 360 122 55 97 139

Fonte: Préprio Autor, 2022.




DISCUSSAO

GRAVES et al (2005) descreve que “bioensaios do solo sao ferramentas
importantes para avaliar os efeitos toxicologicos no ambiente terrestre”,
podendo Caenorhabditis elegans ser utilizado como biomonitor. Os testes
podem partir de aplicacdes de pequenas quantidades de vermes em amostras
do solo, para quantificar a toxicidade de metais, pesticidas entre outros
agentes, onde sao avaliados parametros como alimentagdo, morfologia e
locomocédo do verme, assim possibilitando a avaliacdo de resisténcia e
hipersensibilidade a certas substancias toxicas, contribuindo para avaliacdo da
toxicidade ambiental (BOYD, WILLIAMS, 2003, GRAVES et al, 2005, LEUNG
et al., 2008, MOTA-FILHO et al., 2005).

Conforme FUMAGALI et al.,, 2008 Produtos secundarios aumentam a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie, pois sdo responsaveis por diversas
atividades bioldgicas, podendo atuar como antibiéticos, antifingicos e
antivirais, protegendo a planta de patdgenos. (GRAVES et al., 2005)

Nos testes realizados observa-se protecdo aos animais que estdo expostos
aos extratos 2 e 7, mas em contrapartida os extratos 0 e 1 apresentaram maior
mortalidade em relacdo ao controle.

Para a padronizagdo dos testes foram utilizados vermes em todos 0s
estadios. Sendo que todos foram expostos somente aos extratos de llex
paraguariensis e ao controle (M9), sem adicdo de bactérias (para alimentacdo
do verme) a fim de evitar interferéncias adicionais.

C. elegans pode ser usado como modelo em pesquisas, auxiliando no
desenvolvimento de nematicidas baseados na extracdo de compostos bioativos
de plantas, promovendo a protecdo de cultivos, diminuicdo da toxicidade
ambiental e lixiviacdo do solo, além disso, contribuindo para o desenvolvimento
de anti - helminticos, devido a similaridade com nematoides parasitas
(HOLDEN- DYE, WALKER, 2022, VINEY, 2017).

Novos estudos devem ser realizados utilizando populacbes sincronizadas
com adicdo de bactérias mortas por calor (10 min a 70°C), assim evitando a

metabolizacdo dos compostos bioativos.
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Os estudos adicionais possibilitariam a conclusdo de que os métodos de
extracdo produzem extratos distintos entre si a ponto de terem atividades

opostas.
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5. CONCLUSAO

Caenorhabditis elegans é um excelente modelo para o desenvolvimento de
pesquisas em toxicologia, possuindo algumas limitacdes como a falta de alguns
O0rgdos, mas 0 seu uso em pesquisas, pode reduzir o custo, tempo e a
qguantidade deanimais complexos utilizados nos experimentos.

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel obter elementos que indicam
atividades distintas dos extratos da erva mate llex paraguariensis. Dois
extratos (2 e 7) apresentaram resultados que podem aumentar a sobrevida dos
vermes. O que embasa tal possibilidade é o fato de que nos pocos sem adicao
dos extratos houve mortalidade mais alta dos animais, que nos seus similares
que receberam os extratos.

Em contrapartida, os extratos 0 e 1 apresentaram o resultado oposto,
apresentando uma fraca atividade nematicida, por aumentar a mortalidade dos
vermes em relagdo ao experimento controle.

A ocorréncia de resultados contraditorios indica necessidade de testes
adicionais para dirimir qualquer duvida em relagéo a ocorréncia de problemas

experimentais que possam ter ocorrido.
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