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RESUMO

As macroalgas marinhas tém sido estudadas devido ao seu grande potencial
biotecnoloégico. Dentre as macroalgas distribuidas pela costa pernambucana,
destaca-se a U. lactuca, que apresenta diversas propriedades bioativas in vitro e in
vivo. O nematoide de vida livre C. elegans € um modelo experimental alternativo
amplamente utilizado em diversos ensaios de toxicidade, constituindo-se, portanto,
um modelo adequado para a avaliagdo dos possiveis efeitos toxicos da U. lactuca.
Dessa maneira, o objetivo do trabalho foi analisar a toxicidade do extrato bruto da
macroalga em diferentes concentragdes (10, 25, 50, 100 e 250 yg mL™). Foram
executados protocolos padronizados na literatura para a avaliagdo toxicoldgica:
taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento larval, analise de batimentos faringeos,
ciclos de defecagéo, avaliagdo do comportamento locomotor (motilidade), analise do
tamanho corporal e impactos no comportamento reprodutivo (ensaio de
ovo-produgao). A analise estatistica foi realizada via GraphPad Prism utilizando
ANOVA two-way para a analise das taxas de desenvolvimento e ANOVA one-way
para os demais ensaios; foi aplicado o teste post-hoc de Bonferroni. Para todas as
analises foi considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados
obtidos mostraram que o extrato bruto de U. lactuca foi capaz de induzir toxicidade
no desenvolvimento dos animais na maior concentragdo testada (250 uyg mL™"),
porém nao exerceu efeitos téxicos significativos em C. elegans nas demais
concentragdes, validando seu uso para aplicagdes bioldégicas em doses seguras.

Palavras-chave: Toxicidade. Macroalga marinha. Modelo alternativo. Nematoide.
Bioprospecgao.



SANTOS, Emily Raphaely Souza. Toxicological assessment of dry crude extract
of the macroalgae U. lactuca Linnaeus in the experimental model C. elegans
(Maupas, 1900). 2025. 51 pages. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagado em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Marine seaweed has been studied due to its notorious biotechnological potential.
Among the macroalgae distributed throughout the state of Pernambuco, Brazil coast,
U. lactuca is highlighted as it has already shown many bioactive properties in vitro
and in vivo. The free-living roundworm C. elegans is an alternative experimental
model widely used in various toxicity assays, being a good model for prospecting of
U. lactuca possible toxic effects. In this manner, this paper aims to analyze the
toxicity of U. lactuca dry crude extract in different concentrations (10, 25, 50, 100 e
250 pyg mL"). Pre-established assays in literature for toxicity assessment were
performed: survival and larval development rate, pharyngeal pumping analysis,
defecation cycles, locomotive behavior (motility), body length measurements and
impacts on worm’s reproduction (egg production). Statistical analysis was performed
using GraphPad Prism, employing two-factor ANOVA for the analysis of development
rates and single-factor ANOVA for the other tests; the Bonferroni post-hoc test was
applied. A significance level of 5% (p < 0.05) was considered for all analyses.
Obtained results showed that U. lactuca dry crude extract induced certain
developmental toxicity in the higher concentration tested (250 ug mL™"). However, it
did not cause significant toxic effects in C. elegans exposed to the other
concentrations, validating its use for biotechnological applications in safe doses.

Key words: Toxicity. Seaweed. Alternative model. Nematode. Bioprospecting.
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1 INTRODUGAO

A macroalga verde Ulva lactuca Linnaeus, comumente conhecida como
alface-do-mar, é pertencente ao filo Chlorophyta e é reconhecida como um recurso
marinho cosmopolita de significativa importancia ecoldgica e econémica (Pereira,
2016). Sua aplicacdo tradicional nas industrias alimenticia e farmacéutica é bem
documentada, destacando-se como fonte de nutrientes e compostos de interesse
(Lomartire; Marques; Gongalves, 2021)

O potencial biotecnolégico da U. lactuca é atribuido principalmente aos seus
metabdlitos secundarios bioativos, incluindo polissacarideos, lipideos e pigmentos
com atividades farmacoldgicas promissoras. Esse potencial é amplificado por
caracteristicas intrinsecas da alga, como sua alta taxa de crescimento, capacidade
de adaptagao a diversos ambientes e facilidade de cultivo em larga escala, o que a
torna um insumo sustentavel e viavel.

Apesar do crescente interesse em suas propriedades, a literatura cientifica
carece de investigagdes abrangentes e padronizadas sobre os seus possiveis
efeitos toxicos. Com isso, a avaliagdo de seguranca toxicolégica € uma etapa
fundamental no desenvolvimento de qualquer produto de origem natural. Neste
contexto, o nematoide Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) consolida-se como
um modelo experimental robusto e ético para prospecgao toxicologica inicial
(Brenner, 1974). As vantagens do seu uso incluem o pequeno tamanho corporal, a
transparéncia, um ciclo de vida curto e bem elucidado, e a facilidade de manutengao
em laboratorio, tornando-o uma ferramenta poderosa para diversos ensaios (Leung
et al., 2008).

Diante deste cenario, o presente trabalho visa descrever a toxicidade do
extrato bruto de U. lactuca no modelo experimental alternativo C. elegans. Através
desta abordagem, busca-se gerar dados cientificos fundamentais para validar o uso

seguro desta macroalga em futuras aplicagdes biotecnoldgicas e industriais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 U. lactuca

2.1.1 Caracterizacéo de U. lactuca

A U. lactuca é uma macroalga verde pertencente a divisao Chlorophyta,
descrita por Linnaeus no Mar Baltico no século XVII, sendo a espécie-tipo (holétipo)
do género U. (Hayden et al., 2003; Mantri et al., 2020). Conhecida popularmente
como alface-do-mar (sea lettuce), ela recebe o epiteto especifico "lactuca" devido a
sua marcante semelhancga visual com a alface (Roleda et al., 2021) (Figura 1a). Esta
macroalga é amplamente estudada por sua dualidade, sendo tanto uma fonte de
"problemas" (devido as marés verdes, que promovem alta mortalidade de animais
apos crescimentos em massa) quanto de "riquezas potenciais" (por seus metabdlitos
entes valiosos) (Dominguez; Loret, 2019). U. lactuca possui uma distribuigao
notavelmente cosmopolita, sendo uma das espécies marinhas mais amplamente
distribuidas no planeta. Sua presenca esta documentada em todo o mundo,
abrangendo o Oceano Atlantico e o Indo-Pacifico, e em zonas climaticas que variam
de tropicais a polares (Peter et al., 2024). A alga coloniza uma vasta gama de
habitats, incluindo ambientes marinhos e estuarinos. Por ser uma espécie eurialina,
tolera amplas variagdes de salinidade (Allen et al., 2013; Bews et al., 2021). Sua
distribuicdo global, inclusive no litoral brasileiro (Figura 1b), é frequentemente
associada a ambientes eutrofizados, o que a torna um bioindicador de poluigao
(Areco; Salomone; Afonso, 2021).

As espécies do género U. de maneira geral sdo conhecidas por serem
oportunistas, com alta resiliéncia a temperatura, além de possuirem propriedades
fotossintéticas e morfolégicas que lhes permitem crescer rapidamente e se espalhar,
sendo frequentemente associadas a formacao de floragcbes massivas (algal blooms)
(Carpenter, 1990; Whitehouse; Lapointe, 2015). Estas caracteristicas das
macroalgas do género U. pode ser um aliado nas aplicagdes biotecnoldgicas, dado
que seu crescimento em ambientes controlados seria favorecido pelo seu rapido

ciclo de vida.
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Figura 1 - U. lactuca: vista ampliada e vista em seu habitat natural

Imagem ampliada da estrutura de U. /actuca. Fonte: Autora (2025) (a); Bancos de U. lactuca

(estruturas em verde) na praia de Enseada dos Corais, Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco.

Fonte: Davy Bérgamo (2025).

2.1.2 Composigao da U. lactuca

A bioatividade da U. lactuca esta intrinsecamente ligada a sua rica e variada
composi¢do quimica, que inclui saponinas, triterpenoides, esteroides, taninos,
alcaloides, flavonoides e compostos fendlicos (Wang, 2025). O teor de compostos
fendlicos e flavonoides varia significativamente conforme o método de extragdo
(Ouahabi et al.,, 2024a) A analise por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) mostra a presenca de
diversos compostos fendlicos prevalentes, como acido sinapico, naringina, rutina,
quercetina, acido cinamico, acido salicilico, apigenina, flavona e flavanona. A analise
do conteudo de acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS, do inglés gas chromatography-mass spectrometry) mostram que
o acido palmitico, o &cido eicosenoico e o acido linoleico foram os acidos graxos
insaturados mais abundantes (Ouahabi, 2024). Os polissacarideos de U. lactuca
(ULP), conhecidos como U.n, sdo de interesse especial em estudos para aplicagdes

na saude, possuindo diversas propriedades bioativas (Qiu, 2025). Além disso, a
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U.pirona, um analogo de benzocromeno ligado a pirona, foi isolada do extrato
organico da macroalga, sendo um agente anti-inflamatério recentemente descrito
(Chakraborty, 2022).

Com relagcdo a macroalgas encontradas na costa brasileira, especificamente
no estado de Pernambuco, um estudo realizado por (Craveiro et al., 2025) mostrou
que U. lactuca é composta majoritariamente de carboidratos, como é esperado das
macroalgas. Comparada a outras espécies encontradas no mesmo ambiente
(Padina gymnospora, Palisada perforata e Gelidiella acerosa), o estudo evidencia
que U. lactuca foi a que apresentou uma menor concentracdo dos metabdlitos
neofitadieno, fitol e acido palmitico, ao passo que foi a uUnica dentre estas que
possuia o metabdlito fitona, um precursor dos [(B-carotenos (Welsch; Li, 2022); a
presenca deste composto pode estar associada a hidrodlise da clorofila e/ou ser um
subproduto do fitol (Aladi¢ et al., 2022; Rontani et al., 2003).

2.1.3 Potencial biotecnologico da macroalga e aplicagdes

Como mencionado anteriormente, as macroalgas marinhas representam um
vasto grupo de organismos aquaticos reconhecidos pela sua riqueza em fitoquimicos
e sdao amplamente envolvidas em diversas aplicagcées biotecnolégicas (Lomartire;
Gongalves, 2022). Sendo produtoras primarias globais e recursos sustentaveis, as
algas marinhas sao tidas como “maquinas bioldgicas” capazes de produzir materiais
nutricionais e bioativos valiosos para o beneficio humano (Ashkenazi et al., 2025).
Espécies pertencentes ao filo Chlorophyta, com destaque para a U. lactuca, séo
particularmente valiosas para as industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica e
nutracéutica (Lomartire; Marques; Gongalves, 2021). Os polissacarideos extraidos
das algas, como agar, carragenina, alginato, fucoidana, laminarina e U.n, ja séo
empregados na industria farmacéutica com o objetivo de substituir compostos
sintéticos por compostos de origem natural. Além disso, polissacarideos derivados
de algas, como alginato e fucoidana, laminarina e porfirana, exibem efeitos
prebidticos por modularem a microbiota intestinal (Yu; Yoshikuni, 2025; Patel et al.,
2021).

O género U. possui distribuicdo mundial e € conhecido por ser oportunista,
com alta resiliéncia a temperatura, o que lhe permite crescer rapidamente e se

espalhar, sendo frequentemente associado a formacao de floragdes massivas (algal
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blooms). O potencial de tais floragbes é imenso, pois resultam em alta producéo de
biomassa, considerada uma fonte economicamente benéfica para a fabricagdo em
larga escala de bioprodutos. (Rosic; Thornber, 2023; Puppin-Gongalves et al., 2024)

O potencial biotecnolégico da U. lactuca ainda estende-se a nanotecnologia
verde e a produgdo de bioenergia, com a biomassa de U. lactuca podendo ser
utilizada na biossintese de celulose e na subsequente fabricacdo de nanocelulose
(EI-Sheekh et al., 2023). Adicionalmente, a biomassa de U. lactuca € um substrato
para a sintese verde de nanoparticulas metalicas (Dogmaz; Cavas, 2023a). Essas
nanoparticulas biogénicas tém sido aplicadas com sucesso na degradacéo
fotocatalitica de pesticidas, como a cipermetrina, alcancando alta eficiéncia de
degradacgao (91,2%) e demonstrando a capacidade de reutilizagdo, o que realga seu
potencial para o manejo ambiental sustentavel (Arulsoosairaj; Kanagaraj
Muthu-Pandian; Sengottayan, 2024). Outra aplicagdo industrial sustentavel é a
fabricacdo de nanoparticulas de negro de fumo a partir de U. lactuca por meio de
processos otimizados de hidrdlise, carbonizagdo e pirdlise. O negro de fumo é
amplamente utilizado na industria automobilistica tanto na produgdo de pneus e
pigmentos quanto no campo eletrdbnico na producdo de baterias, células
combustiveis, supercapacitores, dentre outros (Sun et al., 2023). O negro de fumo
derivado de U. lactuca possui um desempenho comparavel ou superior ao negro de
fumo comercial, se apresentando como uma alternativa sustentavel frente aquele
produzido a base de derivados de petréleo (Elmaghraby et al., 2024).

No campo da bioenergia, a biomassa residual de U. lactuca foi investigada
como matéria-prima para a producado de bioetanol através de processos de hidrolise
e fermentagéao utilizando Saccharomyces cerevisiae. A analise técnico-econdmica da
producdo de bioetanol a partir de U. lactuca demonstrou viabilidade, destacando a
importancia de utilizar biomassa residual para desenvolver sistemas econdémicos e
ambientalmente sustentaveis (Gengiah et al., 2023). Além disso, a biomassa gerada
por floragbes de U. lactuca foi proposta como uma solugdo alternativa para a
producdo de bio-hidrogénio via sintese verde de nanoparticulas de prata,

contribuindo para a redugao das emissdes de carbono (Dogmaz; Cavas, 2023b)
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2.1.4 Propriedades bioativas

U. lactuca demonstra uma ampla gama de atividades bioldgicas, muitas das
quais sao influenciadas pelo solvente de extragcdo e pela concentracdo. Dentre
essas atividades, destacam-se os estudos que observaram a associagao entre a
exposicao de modelos in vivo ou in vitro com atividades anti-inflamatéria,
antimicrobiana, anti-hiperglicemiante e antitumoral.

As propriedades anti-inflamatérias dos extratos de U. lactuca sao atribuidas
em parte aos polissacarideos sulfatados presentes nas algas (Margret; Kumaresan,;
Ravikumar, 2009). Dentre estas propriedades anti-inflamatérias, pode ser citada a
modulagdo de citocinas por meio de extratos aquosos e etandlicos de U. lactuca,
que demonstraram capacidade de inibir a inflamac&o mediada por lipopolissacarideo
(LPS) in vitro, além de apresentar efeitos cicatrizantes promissores in vivo (Wang;
Huang; Tai, 2025). Essa acao se manifesta pela supressao da produgao de citocinas
Th1 pré-inflamatérias, como o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e o Interferon-y
(IFN-y). Simultaneamente, os extratos aumentaram a expresséo de citocinas Th2,
como o Fator de Crescimento Transformador-B1 (TGF-B1) e a Interleucina 10
(IL-10), que possuem um papel resolutivo na inflamacao. Corroborando com este
estudo, extratos mistos contendo U. Jactuca exibiram propriedades
imunomoduladoras em macréfagos alveolares suinos (PAMs) estimulados por LPS,
resultando em uma regulagdo negativa significativa de IL-1B e TNF-a, e uma
tendéncia de aumento no TGF-B (Frazzini et al., 2025)

Estudos recentes demonstraram que esta macroalga possui uma potente
atividade antibacteriana in vitro (Kumaravelu et al., 2024; Rima et al., 2022). Dentre
os diferentes extratos ja avaliados, o extrato de acetato de etila de U. lactuca (ULEA)
se destaca por exibir uma a maior atividade antibacteriana contra patdégenos
clinicamente relevantes, como Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (Kumaravelu et al., 2024). No contexto de patdégenos
multirresistentes (MDR), o extrato metandlico de U. lactuca mostrou-se promissor
contra isolados de Klebsiella pneumoniae, com um diametro de zona de inibicdo de
14,04 mm e uma Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 1,25 mg.ml-1 suficiente
para prevenir o crescimento bacteriano visivel (EI-Sayed; EI-Sheekh; Makhlof, 2023).

Além disso, o extrato de U. lactuca é considerado potencialmente util no combate a
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infeccbes em feridas causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), um patégeno que apresenta baixas taxas de recuperagado devido a
ineficacia de muitos antibidticos convencionais (Ardita et al., 2021). Esta capacidade
€ atribuida a presenca de metabdlitos secundarios na alga, como alcaldides,
triterpenoides, esterdides, saponinas, taninos, flavonoides e compostos fendlicos,
que atuam tanto como agentes antibacterianos (taninos e alcaldides) quanto
anti-inflamatérios (Guo et al., 2018; Wang et al., 2018).

Uma analise feita a partir de macroalgas retiradas da praia de Enseada dos
Corais, Cabo de Santo Agostinho, PE demonstrou que o extrato bruto de U. lactuca
exibiu alta atividade antifungica contra as leveduras Candida glabrata e
Cryptococcus neoformans, embora neste estudo em especifico ndo tenha tido
atividade antibacteriana (Craveiro, 2023)

Outro aspecto acerca do potencial antimicrobiano de U. lactuca é sua
capacidade de atuar em sinergia com antibiéticos existentes. Estudos indicaram que
a combinagao do extrato metandlico de U. lactuca com gentamicina pode alcangar o
sinergismo maximo contra K. pneumoniae. O mecanismo de agao dessa
combinagao foi visualizado por microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
mostrando que o tratamento conjunto pode causar deterioragdes morfologicas
graves nas ceélulas bacterianas, como desintegracdo das camadas da membrana,
células rompidas e vazamento citoplasmatico, resultando numa redugéo significativa
no tamanho da célula (EI-Sayed; EI-Sheekh; Makhlof, 2023). Contra P. aeruginosa, o
ULEA também demonstrou um promissor efeito sinérgico com a tobramicina,
reforcando a ideia de que a macroalga pode ser usada para aumentar a eficacia dos
tratamentos antibiéticos (Rima et al., 2022)

A atividade antibiofilme é outra propriedade de destaque observada nos
estudos de Rima et al., 2022, visto que a formacao de biofilmes € um mecanismo
crucial de resisténcia em microrganismos patogénicos (Huemer et al., 2020). O
ULEA e o extrato de ciclo-hexano de U. lactuca foram identificados como fontes
promissoras de agentes antibiofiime, demonstrando a capacidade de inibir a
formacao de biofilmes e até mesmo erradicar biofilmes maduros de P. aeruginosa.
Analises microscopicas sugeriram que esses extratos ativos exercem um
mecanismo de agao distinto no biofilme.

Além do mais, U. lactuca também possui um potencial antidiabético

significativo, explorado através da inibigdo de enzimas digestivas, da modulacao de
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vias metabdlicas e da regulagcdo da microbiota intestinal (Chen et al., 2022). A
principal propriedade hipoglicemiante observada in vitro reside na capacidade dos
extratos de U. lactuca de inibir a a-amilase e a a-glucosidase, enzimas cruciais para
a digestdo de carboidratos, auxiliando no controle da hiperglicemia poés-prandial
(Oliveira et al., 2021). O extrato metandlico destacou-se como o inibidor mais
potente dessas enzimas, apresentando eficacia estatisticamente similar a do
medicamento Acarbose. Além disso, ULEA exibiu a maior inibicdo da a-glucosidase,
com um valor de IC50 de 45.59 g.mL-1. A atividade biolégica mais profunda esta
associada aos polissacarideos de U. lactuca. Em modelos de camundongos com
diabetes tipo 2 associada ao envelhecimento, os ULP demonstraram um efeito
anti-hiperglicémico e antienvelhecimento, aliviando a doenga ao melhorar a
tolerancia a insulina, aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como SOD e
CAT e reduzir os niveis de glicose no sangue. Este mecanismo envolve a regulagao
da expressao genética, com o ULP promovendo a expressédo de INSR (receptor de
insulina) e AMPK, e inibindo JNK, JAK, STAT3, p16 e p38, melhorando a disfungao
do metabolismo da glicose (Ruan et al., 2023). Adicionalmente ao controle glicémico,
os ULP tém sido estudados por sua agdao em comorbidades, como a obesidade e a
dislipidemia. Os ULP foram capazes de inibir enzimas do metabolismo e absorg¢ao
de lipidios, resultando na melhoria do perfil lipidico em ratos diabéticos, com reducgao
colesterol de baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein) e triglicerideos,
e aumento de colesterol de alta densidade (HDL, do inglés high density lipoprotein)
(BelHadj et al., 2013)

Modelos de docking molecular confirmaram que fitoquimicos presentes na
macroalga interagem com a a-amilase pancreatica humana e a a-glucosidase,
apesar de outras algas como Sargassum cristaefolium e Tricleocarpa cylindrica
mostrarem um potencial anti-hiperglicémico mais significativo (Ouahabi et al., 2024b)

Os extratos de U. lactuca apresentaram significativo potencial antitumoral e
quimiopreventivo em diversas investigacdes, atuando por meio de mecanismos que
envolvem a modulagdo da microbiota intestinal, o combate ao estresse oxidativo e a
regulagéo de vias de apoptose. Extratos aquosos de U. lactuca ja foram identificados
como fontes promissoras de compostos, principalmente polissacarideos sulfatados,
que exibem atividades antitumorais (Ahmed; Hamdy; Alshehri, 2022).

Uma das neoplasias mais estudadas com relagdo ao extrato da alga é o

carcinoma hepatocelular, no qual os ULP tém mostrado capacidade de suprimir o
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crescimento tumoral. Em modelos de camundongos portadores de tumor, a
administracao de ULP aliviou o crescimento do tumor ao modular a composi¢ao da
microbiota intestinal e de metabdlitos (Qiu et al., 2023)

Em um estudo mais detalhado sobre o efeito dos ULP no carcinoma
hepatocelular (Qiu et al., 2025), verificou-se que os ULP suprimem a proliferagdo
celular ao modular a via miR-542-3p, levando a desregulagdo de SLC35F678.
SLC35F6 é uma proteina que esta super expressa no carcinoma hepatocelular e
estd associada a um prognostico desfavoravel, e ULP atuam aumentando a
expressao de miR-542-3p, o que, por sua vez, inibe a expressdo de SLC35F6 e
aumenta significativamente os niveis da proteina TP53 (proteina pré-apoptética).
Essa regulagcado por meio do eixo miR-542-3p/SLC35F6/TP53 € um fator regulatério
chave na supressao da progresséo do carcinoma hepatocelular.

Além disso, os ULP demonstram um potencial sinérgico em tratamentos
quimioterapicos; quando combinados com o 5-fluorouracil, potencializam a inibigao
das células tumorais e atenuam os danos causados pelo estresse oxidativo induzido
pela quimioterapia. Essa combinacdo age inibindo a secregdo de colageno pela
regulagdo negativa da expressao de SERPINH1, prejudicando assim a deposi¢céo da
matriz extracelular (MEC) e, consequentemente, suprimindo a invasado e migragao
de células tumorais (Liao et al., 2025).

O potencial quimiopreventivo dos polissacarideos de U. lactuca também foi
evidenciado contra a carcinogénese mamaria em ratas. Nesses modelos, os ULP
preveniram alteragdes histopatolégicas deletérias, como adenoma cistico papilar e
hiperplasia do revestimento epitelial ductal (Abd-elrahman et al.,, 2017). O
mecanismo preventivo é atribuido a capacidade extrato de aumentar a apoptose
(pela elevagéo da proteina pré-apoptética p53 e diminuigdo da anti-apoptotica bcel2),
suprimir o estresse oxidativo e a inflamacéao, além de reforcar o sistema de defesa
antioxidante. Em resumo, os ULP sao reconhecidos como potenciais agentes
naturais que, tanto isoladamente quanto em combinagdo com farmacos, podem
modular o ambiente celular e molecular do tumor para suprimir a proliferagao e
progressao de diferentes tipos de céncer, como o carcinoma hepatocelular e a
carcinogénese mamaria.

As propriedades antioxidantes dos extratos de U. lactuca também foram
extensivamente avaliadas in vitro através de ensaios quimicos padronizados, como

como: 1) a atividade de sequestro de radicais livres DPPH
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(2,2-Difenil-1-picril-hidrazila), 2) o ensaio de poder redutor, 3) a capacidade
antioxidante total (TAC, do inglés Total Antioxidant Capacity), 4) a atividade de
sequestro de radicais livres e 5) a capacidade de absorbancia de oxigénio radical
(ORAC, do inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Ismail et al., 2020;
Mohapatra et al., 2016; Wang et al., 20244a; Yi et al., 2022). A quantificagéo e
aplicacdo da capacidade antioxidante de U. lactuca revelam o seu potencial como
aditivo bioativo, com diferentes solventes resultando em variagdes na eficacia. Além
dos extratos fendlicos, os ULPs também tiveram suas atividades antioxidantes
investigadas, embora, em comparagdo com polissacarideos de outras algas, os
flmes de ULPs tenham demonstrado uma atividade antioxidante inferior. No
contexto de embalagens ativas de alimentos, o p6 de U. lactuca foi incorporado em
filmes compdsitos a base de quitosana, em que a atividade antioxidante melhorou de
forma dependente da concentracdo de ULP, conforme evidenciado pela alta
capacidade de sequestro de radicais livres (Wang et al., 2024b). Essas descobertas
posicionam os extratos de U. lactuca como potenciais ingredientes para aditivos em
ragdes (devido aos seus efeitos antioxidantes e antibacterianos) (Hejna et al., 2024)
e para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas e nutracéuticas,

aproveitando a sua capacidade de mitigar o estresse oxidativo.

2.2 C. elegans como um modelo experimental alternativo

2.2.1 A biologia do C. elegans

C. elegans é um organismo modelo amplamente utilizado na pesquisa
cientifica, sendo um nematoide de vida livre que foi estabelecido ha pouco mais de
50 anos por Sydney Brenner para desvendar questdes fundamentais da biologia do
desenvolvimento e neurobiologia (Brenner, 1974). Biologicamente, C. elegans possui
varias caracteristicas que o tornam um bom modelo experimental, a comegar pelo
seu pequeno tamanho (medindo aproximadamente 1 mm quando adulto gravido) e o
seu corpo transparente, que permite a visualizagdo direta do interior do nematoide,
como embrides e odcitos em desenvolvimento no utero (Corsi; Wightman; Chalfie,
2015) (Figura 2).

A transparéncia também auxilia na visualizagédo da expressao de moléculas
marcadas com reporteres fluorescentes (como o GFP, do inglés green fluorescent

protein) em animais transgénicos (Chalfie et al., 1994). O ciclo de vida do C. elegans
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€ rapido, passando tipicamente por quatro estagios larvais (L1 a L4) até o adulto
reprodutivo em cerca de 3 dias (a 20 °C), com uma vida util (lifespan) de
aproximadamente trés semanas (Ma et al., 2018) (Figura 3).

Este verme é predominantemente hermafrodita e autofecundante, embora
uma pequena percentagem (~0,1%) seja composta por machos (Emmons, 2014).
Em adultos, os dois sexos podem ser distinguidos pela maior circunferéncia corporal
e cauda mais arredondada do hermafrodita (Figura 2a), enquanto os machos sao

mais delgados e possuem a cauda mais fina e em leque (Figura 2b).

Figura 2 - Anatomia do C. elegans
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Principais caracteristicas anatdmicas de um animal hermafrodita (a) e macho (b) vistos lateralmente.
O cordao nervoso dorsal (DNC, dorsal nerve cord) e o cordao nervoso ventral (VNC, ventral nerve
cord) se estendem ao longo do corpo do animal a partir do anel nervoso. Dois dos quatro quadrantes
da musculatura lisa da parede do corpo sdo mostrados (a). Na figura 2b o sistema nervoso e os
musculos estdo omitidos, permitindo a visualizagao da faringe e do intestino, além da cauda em leque
que é caracteristica do nematoide macho (b). O corte transversal da regido anterior do C. elegans
hermafrodita mostra os quatro quadrantes de musculatura lisa envolvidos pela epiderme e cuticula,

com o intestino e gbnadas na cavidade pseudocelémica.

Em resposta a condigdes ambientais desfavoraveis, como a superpopulagao

ou a escassez de alimentos, as larvas podem entrar num estagio alternativo de
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desenvolvimento, conhecido como dauer, no qual se tornam resistentes ao estresse
e podem sobreviver por varios meses antes de regressar ao ciclo de vida normal
quando as condi¢des melhoram (Golden; Riddle, 1984; Pandey et al., 2021). O
hermafrodita adulto possui um destino celular fixo e invariante, composto por 959
células somaticas pds-mitéticas. Destas, uma grande parte € dedicada ao sistema
nervoso, que inclui 302 neurbnios e 56 células gliais, ligadas por cerca de 7600
sinapses(Taylor et al.,, 2021; Zhang; Yan, 2022). Este sistema utiliza
neurotransmissores conservados como dopamina, GABA, acetilcolina e glutamato,
cujas interagdes sdo analogas as encontradas nos mamiferos (Brownlee;
Fairweather, 1999; Naranjo-Galindo et al., 2022).

O genoma do C.elegans foi completamente sequenciado em 1998, revelando
que cerca de 70% dos seus 19.000 genes tém homodlogos em humanos, fator crucial
para o seu papel como modelo de pesquisa. Devido ao conhecimento amplamente
estabelecido do seu genoma e relativa facilidade de edi¢gdo génica em comparagéao
com outros organismos, sao produzidos Organismos Geneticamente Modificados
(OGMs) via CRISPR/Cas9 que expressem ou que tenham knock out de moléculas
de interesse (Nance; Frgkjer-Jensen, 2019; Praitis; Maduro, 2011). Os fatos
mencionados e a profunda conservacéo de vias moleculares tornaram-no importante
para a pesquisa que abrange desde as funcgbes celulares basicas até a
compreensao de algumas doencas humanas. C. elegans tem emergido também
como um modelo poderoso para a epigenética ambiental, toxicologia e pesquisa de
genes subjacentes a tragos quantitativos, consolidando a sua posicdo como uma
plataforma versatil para a ciéncia moderna. As vantagens experimentais do
nematoide em comparagao com outros modelos em pesquisa e suas similaridades
com os processos celulares e moleculares de outros animais tornaram o C. elegans

um excelente organismo para estudar a biologia geral e a saude humana.



25

Figura 3 - Ciclo de vida do C. elegans
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Adaptado de (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015). Feito com Biorender.com.

Os animais aumentam de tamanho ao longo dos estagios larvais. Em aproximadamente 12 horas, os
vermes L1 evoluem para L2. Apos cerca de 8h, os vermes em L2 evoluem para L3, e da mesma
forma de L3 para L4. Os animais hermafroditas iniciam o desenvolvimento da vulva em L4, e 8h apds
chegam ao ultimo estagio do ciclo de vida: adultos gravidos. Os adultos gravidos entéo realizam a

ovoposicao e os ovos eclodem em larvas L1, reiniciando o ciclo.

2.2.2 A utilizagao do C. elegans em ensaios de toxicidade

O C. elegans é utilizado como uma poderosa plataforma para avaliagdo de
toxicidade, especialmente de poluentes ambientais e nanomateriais, funcionando
como uma ponte essencial entre testes in vitro e estudos in vivo em mamiferos (Yao;
Zhang; Tang, 2022). Nos ensaios de toxicidade, diversos parametros sao avaliados,
refletindo a saude do organismo como um todo. A taxa de sobrevivéncia e a
longevidade (lifespan) sado medidas cruciais de toxicidade aguda e crénica,

frequentemente empregadas em estudos de exposi¢cdo prolongada (Cornwell;
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Samuelson, 2020; McDonough; Guo; Guo, 2021). O crescimento e o
desenvolvimento, analisados ao longo do tempo de desenvolvimento
pos-embrionario e do tamanho corporal, sdo parametros sensiveis para avaliar os
efeitos téxicos (Duran-lzquierdo et al., 2022; Filina et al., 2022). A toxicidade
reprodutiva (DART, do inglés Developmental and Reproductive Toxicity) é
particularmente bem estudada, sendo mensurada principalmente pela contagem de
prole (brood size), mas também pela avaliacdo de apoptose de células germinativas
e pelo surgimento de fendtipos como Bag of Worms (Kim; Moon; An, 2018; Kwah;
Jaramillo-Lambert, 2023; Yang et al., 2018). Ensaios multigeracionais ou
transgeracionais sao empregados para rastrear a heranca da toxicidade em
geracgdes nao expostas, investigando mecanismos como mutagdes genbOmicas e
alteragbes epigenéticas, como a metilagdo de histonas (Wamucho; Heffley; Tsyusko,
2020).

C. elegans também se mostra um modelo ideal para estudos de
neurotoxicidade, pois, apesar de possuir um sistema nervoso relativamente simples
em comparacdo com animais vertebrados, pode trazer muitas respostas para
problemas humanos. A fungcdo neuronal ¢é testada através de ensaios
comportamentais de locomog¢ao, como a medi¢ao da frequéncia de movimentos da
cabeca (head thrashes) e das curvas corporais (body bends), ou a velocidade de
rastejamento, que podem ser rastreadas usando sistemas automatizados como o
wDAT e wAAT (do inglés worm development activity test e worm adult activity test,
respectivamente) (Camacho et al., 2024; Zheng; Chen; Aschner, 2022). Ensaios
mais especificos, como a resposta de reducédo da velocidade basal (basal slowing
response) ou o teste de esquiva ao etanol, sdo utilizados para avaliar a fungao de
neurénios dopaminérgicos (Cooper et al., 2017; Liang; Zhao, 2024)

Em um nivel mecanistico, os ensaios se concentram na resposta celular ao
estresse. O estresse oxidativo € o mecanismo de toxicidade mais comum, sendo
monitorado pelo acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que pode ser
quantificado por corantes sensiveis (como DHE) ou por cepas transgénicas
fluorescentes que ativam a expressdo de GFP em resposta ao estresse (e.g.,
CL2166 ou VP596, que relatam a expressdo de gst-4 ou skn-1) (Camacho et al.,
2024; Naranjo-Galindo et al., 2022). A resisténcia do organismo é avaliada por
ensaios de estresse abiotico, como exposicdo a altas temperaturas (estresse

térmico), alta salinidade (estresse osmotico) ou agentes oxidantes quimicos, como o
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Paraquat (Cooper et al., 2017; Marsova et al., 2020). O dano oxidativo cumulativo
também pode ser avaliado pela medigdo da carbonilagdo proteica e acumulo de
lipofuscina (Hu et al., 2021). Técnicas como metabolémica e analise de expressao
génica (multi-6micas) séo cruciais para delinear o modo de agao toxico em um nivel
molecular, identificando perturbagcées no metabolismo de aminoacidos, disturbios de
membranas, dano ao DNA e disfungdo mitocondrial (Hastings et al., 2019; Kim et al.,
2019; Wang et al., 2022);

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar a toxicidade de extratos brutos de Ulva lactuca através de um modelo

experimental com C. elegans.

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar a toxicidade do extrato por meio da taxa de sobrevivéncia dos
nematoides ao longo do seu ciclo de vida;

- Investigar os efeitos em parametros fisioldgicos através dos ciclos de
defecacao, batimentos faringeos e desenvolvimento larval;

- Avaliar possiveis alteragdes comportamentais por meio da analise dos
movimentos corporais;

- Determinar efeitos do extrato na reproducéo do verme através da contagem
de ovos dos vermes gravidicos (ovo-produgao);

- Correlacionar a concentragao do extrato com os efeitos observados a fim de

estabelecer relagdes de dose-resposta;
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutencao dos nematoides

Os vermes selvagens (N2, Bristol) obtidos no Centro de Genética C. (CGC)
foram mantidos em condicdo padrdao em incubadora BOD (do inglés, biochemical
demand oxygen), a 20°C no Instituto Keizo Asami (iLIKA - UFPE). As placas de
cultivo (placas de Petri) contém o meio NGM (do inglés, nematode growth medium),
composto por agar bacteriolégico, peptona, NaCl, tampao KPO,, MgSO,, CaCl,,
colesterol e estreptomicina. Ademais, as placas sdo semeadas com bactéria
Escherichia coli OP50, utilizada como fonte alimentar do C. elegans. Os animais no
primeiro estagio larval (L1) serdo obtidos através do método de sincronizagao
(Porta-de-la-Riva et al, 2012), no qual nematoides gravidos sao lisados por meio de
uma solugcéo de bleaching (NaClO 2%, NaOH e agua destilada) a fim de obter os
ovos, que serao deixados por 12h em tampao M9 (KH,PO,, Na,HPO,, NaCl e H,0)
para eclodirem as larvas. Posteriormente, as placas de cultivo contendo os vermes

foram colocadas em incubadora BOD durante todo o periodo do experimento.

4.2 Obtencao do extrato bruto de U. lactuca

Amostras da macroalga foram coletadas da praia de Enseada dos Corais, na
cidade de Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco (08°19'09.6° S, 034°56'53.7’ O),
localizada no nordeste do Brasil (De Vasconcelos et al, 2016). As algas foram
coletadas aleatoriamente, lavadas com a agua do mar e guardadas em recipientes
com gelo para conservagao durante o transporte até o laboratério. No laboratorio,
foram lavadas em agua corrente e deixadas para secar em temperatura ambiente, e
entdo moidas até se obter um po. A partir do pd, os extratos foram obtidos com uma
solugédo de 2:1 de diclorometano e metanol por 72 horas. Passado este periodo, os
extratos foram filtrados e o solvente removido por evaporagao sob as condi¢des de
40°C e pressao reduzida em um evaporador rotativo (Craveiro et al, 2025). Depois
desse processo, os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQO) a 5%
para a obtencdo das concentragbes iniciais desejadas para o0s ensaios in vivo
(Figura 4). As amostras diluidas em DMSO 5% foram mantidas refrigeradas entre

-2°C e -8°C e protegidas da luz a fim de evitar a fotodegradacao.
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Figura 4 - Diluicdo dos extratos de U. lactuca
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Representacédo esquematica da solubilizagdo dos extratos brutos de U. lactuca para obtengao da
solugdo-mae (a) e diluigdo dos extratos para a obtengéo das diferentes concentragdes iniciais

utilizadas para se obter as concentragdes finais dos ensaios (b).

4.3 Exposigao do C. elegans ao extrato de U. lactuca

Diferentes concentragdes iniciais (0.5, 1.25, 2.5, 5 e 12.5 mg mL™") foram
pipetadas em placas de cultivo contendo 3 mL de meio NGM e semeadas com E.
coli OP50, a fim de se obter concentragdes finais de 10, 25, 50, 100 e 250 ug mL”
(considera-se que a concentragao inicial é diluida nos 3 mL de meio de cultura

quando o composto é disposto nas placas).

Figura 5 - Exposigao do C. elegans ao extrato bruto de U. lactuca
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Fonte: Autora (2025). Criado em BioRender.com.
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Representacao esquematica da disposigao dos extratos nas placas (a) e exposi¢do dos vermes em
L1 nas placas tratadas (b).

4 4 Ensaios de toxicidade

Os parametros analisados permitem, através de sua analise individual e

conjunta, a determinagéo do perfil de toxicidade de compostos.

Figura 6 - Ensaios de toxicidade realizados

f)

Created in BioRender.com bio

Fonte: Autora (2025). Criado com BioRender.com.
Representagao esquematica dos ensaios de toxicidade realizados em C. elegans. Desenvolvimento
larval e taxa de sobrevivéncia ao longo do ciclo de vida (a), batimentos faringeos (b), ciclos de

defecacéo (c), motilidade (d), tamanho corporal (e) e ovo-produgéo (f).

4.4 1 Sobrevivéncia e desenvolvimento larval

Contagem dos nematoides vivos € mortos e contagem dos estagios larvais
L1, L2, L3, L4 e adultos gravidos nos periodos de 0, 24, 48 e 72 horas apos a
exposi¢cao, com a finalidade de observar os impactos do extrato na mortalidade e

desenvolvimento dos animais (Figura 6a) (Park; Jung; Lee, 2017).
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4.4.2 Comportamento alimentar (Batimento faringeo)

A avaliacdo do batimento faringeo indica o comportamento alimentar dos
nematoides quando expostos ao extrato. A contagem foi realizada individualmente
trés vezes para cada 10 vermes por 10 segundos, e a média de batimentos a cada
10 segundos foi normalizada para batimentos por minuto (Figura 6b)
(Rodriguez-Palero et al., 2018; Shanmugam; Kapahi, 2024)

4.4.3 Ciclos de defecacgao

A analise do ciclo de defecacéao é realizada por meio da contagem do tempo
entre uma defecagcdo e a préxima. Um ciclo normal tende a durar cerca de 50
segundos entre uma defecacdo e outra. As analises foram realizadas em triplicata
(Figura 6c¢) (Riddle et al, 1997).

4.4.4 Movimentos corporais (body bends)

A avaliacdo da movimentagdo corporal dos nematddeos é importante para
determinar como a exposigédo ao extrato pode comprometer sua locomogao (Wang;
O’Rourke; Ruvkun, 2008). A contagem dos movimentos corporais foi realizada por
meio da percepg¢ao visual das viradas de cabecga (head thrashes), nas quais duas
head thrashes correspondem a um body bend. Foram contados movimentos
corporais dos vermes a cada 20 segundos, e entdo normalizados para movimentos

por minuto (Figura 6d).

4.4.5 Tamanho do corpo

O ensaio de medicao do tamanho corporal dos animais foi realizado para
avaliar o impacto da exposicdo no desenvolvimento corporal (Figura 6e). As
medi¢des serdo realizadas em nematdédeos no estagio L4 a partir de imagens
obtidas com a camera de microscopio HAYEAR 8MP USB3.0 CMOS, utilizando o
software ImageJ (National Institutes of Health - NIH) (Morck; Pilon, 2006)

4.4.6 Ovo-produgao
O ensaio de ovo-producéo foi realizado a fim de contabilizar a quantidade de
ovos produzida por verme. O procedimento foi feito com os animais adultos gravidos

(72 horas de desenvolvimento), que tem sua cuticula lisada pela solugdo de
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bleaching para a liberagdo dos ovos. Este processo facilita a contagem dos ovos

presentes no utero dos vermes (Figura 6f) (Gubert et al., 2013).

4.5 Analise estatistica

A analise estatistica e a elaboracao dos graficos foram realizadas no software
GraphPad Prism versao 10.2. Para comparar os efeitos dos extratos, foi utilizado
ANOVA (Andlise de Variancia) one-way e two-way, seguida do teste post-hoc de

Bonferroni, considerando-se o nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

4.6 Comité/Comissao de ética

Os estudos no invertebrado C. elegans dispensam a aprovag¢ao do Comité de

Etica em Pesquisa.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos da U. lactuca nas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento dos

nematoides

Para investigar os impactos do extrato da macroalga na sobrevivéncia e
desenvolvimento, foram observadas as taxas de sobrevivéncia ao longo de uma
semana, a fim de avaliar os efeitos em todos os estagios larvais de C. elegans.

Os graficos (Figura 7) demonstram que a exposi¢do ao extrato ao longo do
tempo n&o revelou significancia estatistica em relagdo aos controles utilizados. Os
ensaios de sobrevivéncia sao a porta de entrada para a triagem da toxicidade de
compostos e moléculas em C. elegans, sendo importantes para a escolha de uma
concentragdo segura e para a determinagdo da concentragéo letal para 50% da
populacao (LC50) de compostos téxicos (Hunt, 2017; Park; Jung; Lee, 2017).

Para avaliar os efeitos do extrato a longo prazo, foi realizado um ensaio para
a quantificagdo de animais em cada estagio larval por dia (Figura 8). O esperado é
que em 24 horas os vermes estejam, em sua maioria, no estagio larval L3 e alguns
em L2. Em 48h, espera-se que a maioria esteja em L4 e em 72h espera-se que a

grande maioria esteja no estagio de adulto gravido.
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Figura 7 - Taxas de sobrevivéncia ao longo do ciclo de vida de C. elegans
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Percentual de sobrevivéncia dos vermes imediatamente apo6s a exposigao (a), 24 horas apos a
exposigao (b), 44 horas apds a exposigao (c) e 72 horas apos a exposi¢ao (d). Os dados estéao
representados com o erro padrdo como medida de disperséo. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de fator unico seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 8 - Desenvolvimento larval ao longo do ciclo de vida de C. elegans
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Distribuicdo dos vermes ao longo dos estagios de desenvolvimento (L1, L2 e L3) 24 horas apés a
exposicao (a), 44 horas apods a exposicao (L2, L3 e L4) (b) e 72 horas ap0s a exposigao (L3, L4 e
adulto) (c). Os dados estao representados com o erro padrdo como medida de dispersao. #
representa a significancia estatistica em relagdo ao DMSO 0,1% e * representa a significancia
estatistica em relagdo ao controle. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de dois
fatores seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05, ***p < 0,001, e ****p < 0,0001; #p < 0,05,
#Htp < 0,001, e #HH#Hp < 0,0001.

Os dados apresentados demonstram que 24 horas apds a exposicao (Figura
8a), houve um atraso significativo (p = 0,0497), que € demonstrado pela quantidade
aumentada de vermes em L2 com relagdo ao controle na concentragcado de 250 pg
mL"'. Passadas 44 horas da exposigdo (Figura 8b), observa-se um atraso no
desenvolvimento que se da pela quantidade reduzida de vermes em L4 e aumento
na quantidade de animais em L3 na concentragdo de 250 uyg mL™. A significancia
estatistica observada em L3 se deu em relagdo ao DMSO 0,1% (p = 0,0143),
enquanto em L4 observou-se diferencga estatistica tanto em relagdo ao controle (p =
0,0101) quanto em relagédo ao DMSO 0,1% (p = 0,0008). Com 72 horas passadas da
exposigao (Figura 8c), é possivel notar que ambas as concentragdes de 100 e 250

ug mL™" induziram o atraso no desenvolvimento. Na concentragédo de 100 uyg mL™, o
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aumento significativo na quantidade de animais em L4 com relagdo ao controle e ao
DMSO 0,1% (p = 0,0421 e p = 0,0163, respectivamente) reflete na reducdo na
quantidade de vermes adultos com relagéo ao controle e ao DMSO 0,1% (p = 0,420
e p = 0,0163, respectivamente). De maneira semelhante, porém com um maior
impacto no desenvolvimento larval, a concentragdo de 250 yg mL™" induziu o maior
atraso no desenvolvimento dos vermes em L4 (p < 0,0001 com relagéo ao controle e
com relagao ao DMSO 0,1%) e consequentemente uma diminui¢gdo no percentual de
animais adultos em relagao ao controle e ao DMSO 0,1% (p < 0,0001 para ambos).
E possivel perceber que os efeitos da exposicdo ao extrato de U. lactuca no
desenvolvimento larval sdo cumulativos ao longo do tempo, vide as maiores
significAncias estatisticas com 72 horas de exposi¢ao (Figura 8c), o que pode indicar
uma possivel toxicidade do composto numa exposigéo a longo prazo. Observa-se
também que as maiores concentragdes (100 e 250 ug mL™") foram capazes de
atrasar o desenvolvimento, ao passo que as demais concentragées (10, 25 e 50 ug

mL™") ndo demonstraram diferenga significativa em nenhum dos dias observados.

5.2 Efeitos da U. lactuca nos parametros fisioldgicos, comportamentais,
morfométricos e reprodutivos de C. elegans

5.2.1 Comportamento alimentar

Os nematoides se alimentam através da sua faringe, e sua alimentagéo
depende da agao de seus musculos faringeos; os batimentos faringeos ocorrem
devido a ciclos de contracdo e relaxamento destes musculos, que podem ser
medidos para determinar o ritmo no qual o animal esta se alimentando (Raizen,
2012). A faringe é coordenada pelo sistema nervoso através de uma rede de 20
neurbnios de 14 tipos diferentes que sdo dependentes do sistema nervoso
extra-faringeo e coordenam todas as sinapses dos musculos faringeos (Trojanowski;
Raizen; Fang-Yen, 2016). Além disso, é conhecido que o sistema colinérgico modula
a atividade dos musculos faringeos para controlar os ciclos de contragdo e
relaxamento que permitem a entrada da comida (You et al., 2006).

Sendo assim, a analise dos batimentos faringeos € crucial para o
entendimento do comportamento alimentar de C. elegans e como alguns compostos

ou condi¢des ambientais podem altera-lo.
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Figura 9 - Ensaio de batimentos faringeos
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Contagem de batimentos faringeos normalizada em minutos de vermes expostos a diferentes
concentragdes do extrato bruto de U. lactuca. Os dados estéo representados com o erro padrdo como

medida de dispersao e a significancia estatistica foi determinada por ANOVA de fator Unico seguida

do teste post-hoc de Bonferroni.

A contagem de batimentos faringeos demonstrou que a exposi¢gao de C.
elegans ao extrato de U. lactuca ndo promoveu alteragdes relevantes, isto €, ndo
alterou o comportamento alimentar dos vermes em nenhuma das concentracoes
testadas no periodo (44 horas apds a exposi¢cao) e estagio larval (L4) analisado
(Figura 9). Como mencionado, os batimentos faringeos s&o coordenados por um
complexo que envolve a fungdo neuromuscular da faringe, o sistema colinérgico e
outros neurotransmissores. Desta forma, alteragdes neste parametro fisioldgico
podem fornecer valiosas informacdes acerca do funcionamento destes sistemas, tal
qual a auséncia de alteragdes, como mostra a figura 9, pode indicar que os

mecanismos que regulam os musculos faringeos estdo saudaveis em C. elegans.

5.2.2 Ciclos de defecagao
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O ciclo de defecacdo € o padrao motor ritmico mais bem estudado em C.
elegans. Na presenca de alimento, o Programa Motor de Defecagcao (PMD) é
composto por uma sucessdo de contragbes corporais e expulsdes, que sao
rigorosamente repetidas aproximadamente a cada 50 segundos (Dal Santo et al.,
1999; lwasaki, 1997). Os mecanismos que regulam o PMD e sua periodicidade séo,
em suma, ondas de Ca?" nas células intestinais que desempenham um papel

importante no estimulo inicial do ciclo de defecacao (Teramoto; Iwasaki, 2006).

Figura 10 - Analise de ciclos de defecagao
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Tempo médio entre defecacgdes (ciclos de defecagao), representada em segundos, dos vermes
expostos a diferentes concentracdes do extrato de U. lactuca. Os dados estdo representados com o
erro padrdo como medida de dispersao. # representa a significancia estatistica em relagdo ao DMSO

0,1% e * representa a significancia estatistica em relagao ao controle. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de fator unico seguida do teste post-hoc de Bonferroni. **p < 0,01, ***p <
0,001, e ****p < 0,0001; ###p < 0,001.

O grafico da figura 10 mostra uma diferenga estatistica na concentragdo de
10 yg mL" (p = 0,0083) com relagdo ao controle. Na concentragédo de 25 ug mL™,
observa-se a maior diferenga tanto com relagéo ao controle quanto com relagéo ao
DMSO 0,1% (p < 0,0001 e p = 0,0005, respectivamente). A concentragéo de 50 ug
mL" também apresentou uma diferenga significativa com relagdo ao controle (p =

0,0002). O aumento no tempo do ciclo de defecagdo observado nos resultados
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demonstrados indica que ha um espacamento de tempo maior entre uma defecagao
e outra, isto é, nas concentragdes de 10, 25 e 50 yg mL™" os animais demoraram
mais entre uma defecacdo e outra com relacdo aos controles. Isso implica que
aquilo que esta sendo ingerido demora mais tempo no organismo do animal.
Hipotetiza-se que nas maiores concentragdes pode ndo ter havido uma ingesta tao
eficiente do composto pelos vermes devido a dificuldade de ingerir o extrato em alta
concentragéo, explicando o fato das maiores concentragdes (100 e 250 ug mL™") ndo

terem promovido esse aumento de tempo entre uma defecagao e outra.

5.2.3 Ensaio de motilidade

A andlise da motilidade de C. elegans é uma ferramenta importante para
verificar, de maneira quantitativa, o0 movimento corporal dos vermes (Sawin;
Ranganathan; Horvitz, 2000). A locomogao requer uma atividade motora coordenada

através do corpo do animal (Hallinen et al., 2021; Kim; Park; Lee, 2023).

Figura 11 - Ensaio de motilidade

c 30

E —

—

i)

©

b 4 # ##

8_ 20 wr oo gim mle ol

o] = B

O

8

—

C —

S 10

E

S

e}

=
0- — T T T 1
& Y , .
& p
Q\“ pug mL

Contagem de movimentos corporais normalizada em minutos de vermes expostos a diferentes
concentragdes do extrato bruto de U. lactuca. Os dados estéo representados com o erro padrdo como
medida de dispersao. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de fator unico seguida do

teste post-hoc de Bonferroni. # representa a significancia estatistica em relagdo ao DMSO 0,1% e *
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representa a significancia estatistica em relagao ao controle. ****p < 0,0001; #p < 0,05, ##p < 0,01
###p < 0,001.

O gréfico da figura 11 mostra a quantificacdo dos movimentos corporais
normalizados em minutos. O grupo exposto ao DMSO 0,1% mostrou um aumento
significativo na motilidade com relagdo ao controle (p < 0,0001). Devido ao
significativo aumento no grupo DMSO 0,1%, todos os grupos tratados com o extrato
bruto de U. lactuca apresentaram significancia estatistica com relagcdo ao DMSO
0,1% (10 e 25 uyg mL™: p < 0,0001; 50 e 100 ug mL™: p = 0,0134; 250 yg mL": p =
0,0088). Hipotetiza-se que o extrato bruto de U. lactuca possa ter tido algum tipo de
atividade protetora com relagdo ao aumento de motilidade promovido pelo DMSO
0,1%.

5.2.4 Tamanho corporal

O tamanho corporal de C. elegans serve como um parametro morfométrico
indicativo do seu estado fisiologico, refletindo alteragdées na integridade dos tecidos
que o constituem, equilibrio metabdlico e estado geral de saude ao longo do ciclo de
vida. Observa-se um aumento progressivo e controlado no tamanho corporal do
animal ao longo de seu desenvolvimento, em condig¢des fisiolégicas. No entanto,
alteragdes no tamanho do verme precedem ou s&o concomitantes a outros sinais de
atraso, como alteragdes no lifespan e nas taxas de desenvolvimento larval (Lee et
al., 2016; Zeidan et al., 2025).

A andlise do tamanho corporal de animais expostos as diferentes
concentracdes do extrato bruto de U. lactuca mostrou que na maior concentracao
testada (250 yg mL™") houve uma redugédo do tamanho corporal dos animais em L4
com relagdo ao controle e o DMSO 0,1% (p < 0,0001, para ambos) (Figura 12h).
Este resultado estda em concordancia com os resultados de desenvolvimento larval
(Figura 8), no qual ha um atraso no desenvolvimento dos vermes que foram

expostos a concentragédo de 250 ug mL™".
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Figura 12 - Tamanho corporal
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Quantificagdo do tamanho corporal de animais no estagio L4 expostos as diferentes concentragdes
do extrato de U. lactuca (a). Imagens representativas de um animal de cada grupo (b, ¢, d, e, f, g e h).
Animal exposto ao controle (b); DMSO 0,1 % (c); 10 yg mL™ (d); 25 ug mL™" (e); 50 yg mL™" (f); 100 ug

mL" (g) e 250 yg mL™" (h). Imagens de microscopia dptica no aumento de 10x. As barras de escala

medem 0,1 mm. Os dados estado representados com o erro padrao como medida de disperséo e a

significancia estatistica foi determinada por ANOVA de fator Unico seguida do teste post-hoc de
Bonferroni. ****p < 0,0001; ###H#p < 0,0001.

5.2.5 Ensaio de ovo-producgao

Os C. elegans hermafroditas sdo auto fecundantes, produzindo primeiro o
esperma, que € estocado na espermateca, e sé entdo os odbcitos que serdo
fecundados. Os hermafroditas acumulam os ovos fertilizados no utero; um animal
adulto acumula, em média, de 10 a 15 ovos. Sendo assim, o ensaio de
ovo-produgao permite a analise do numero de ovos presentes no utero do animal
adulto (Schafer, 2005).
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Figura 13 - Ensaio de ovo-produgao
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Numero de ovos contados de vermes gravidos expostos a diferentes concentragdes do extrato bruto
de U. lactuca. Os dados estao representados com o erro padrdo como medida de dispersdo e a
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de fator Unico seguida do teste post-hoc de

Bonferroni.

O ensaio de ovo-producdo permitiu a observagcdo do numero de ovos
produzidos pelos animais gravidos em cada uma das concentragdes testadas e nos
controles (Figura 13). E possivel perceber que ndo houve diferenca estatistica na
quantidade de ovos entre os grupos. Portanto, considerando o parametro analisado,

o extrato bruto de U. lactuca n&o induziu toxicidade reprodutiva nos animais.

6 CONCLUSAO

Os ensaios de toxicidade com o nematoide C. elegans demonstraram que o
perfil de toxicidade do extrato bruto de U. lactuca foi nulo, isto é, os estudos no
invertebrado comprovaram que o extrato ndo exerce toxicidade relevante em
concentragbes seguras. Estudos futuros sdo recomendados para a verificagdo dos

efeitos do extrato a nivel molecular nos nematoides, tanto a fim de identificar
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possiveis tracos de toxicidade em biomoléculas quanto a fim de avaliar mecanismos

de acao pelos quais o extrato exerce seus potenciais bioativos.
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