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Resumo

A seguranca alimentar é um desafio global, e a presenca de contaminantes em
alimentos e bebidas representa uma grave ameaca a saude coletiva. Nosso intuito
nesse trabalho foi verificar o nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) como um
bioindicador de agentes tdxicos em bebidas industriais comercializadas localmente.
Este trabalho foi desenvolvido como uma metodologia ativa de ensino acessivel no
ensino basico em aulas no laboratdrio de ciéncias em um colégio. Avaliamos a taxa de
sobrevivéncia dos nematoides apds exposicao as amostras de diferentes lotes de uma
mesma marca popular de refrigerantes. Nossos resultados indicaram que as amostras
testadas nao causaram toxicidade aguda nos nematoides, sendo compativeis com o
controle negativo. Averiguamos que C. elegans pode ser uma ferramenta promissora
para o ensino de ciéncias e para a promogao da educagao em saude, permitindo que
estudantes participem ativamente do processo cientifico no monitoramento da
qualidade dos alimentos que consomem.

Palavras-Chave: Contaminacao de alimentos; Controle de qualidade; Nematoides.
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1. Introducao

As intoxicacOes alimentares representam um desafio substancial para a saude
publica. Essas intoxicacdes sao causadas por diferentes fontes de contaminacao, como
substancias quimicas, microrganismos e/ou seus subprodutos toxicos. Intoxicacoes
alimentares geram uma extensa variedade de agravos a saude, incluindo casos com
sequelas irreversiveis e fatais (Bernardes et al., 2018). De acordo com a OMS (2015),
anualmente, cerca de 420 mil pessoas morrem e 600 mil tém danos a sua saude apds
ingerirem alimentos contaminados. Assim, é indicado monitorizacao ampla e constante
desses alimentos para reduzir tais riscos. A automatizagao na producao de alimentos,
quando realizada segundo padrdes de boas praticas, fornece um bom controle no
processo, aumentando a seguridade desses produtos em relagao a desvios da cadeia
produtiva. A populacao brasileira figura entre os maiores consumidores de
refrigerantes no mundo. Estudos recentes demonstraram que os refrigerantes estao
entre os 20 alimentos ultra processados que populacao brasileira consome como parte
regular da sua dieta (Rodrigues et al., 2021; WHO, 2015).

Recentemente uma série de Obitos associados ao consumo de bebidas industriais
contaminadas, com destaque para cervejas contaminados por dietilenoglicol, geraram
grande repercussao midiatica. Casos como o citado, evidenciam a relevancia dos riscos
a saude publica decorrentes da contaminacao de alimentos e bebidas, demandando
uma analise aprofundada dos processos de producdo e controle de qualidade (CQ)
desses produtos (Caldeira et al., 2021; Mansur, 2022). Essas lacunas significativas na
deteccao de desvios na cadeia produtiva de bebidas e na mitigacao de riscos
potenciais, destacam a necessidade continua de pesquisa e inovacao no CQ desses
produtos. Assim, além de inovacao nesses CQ, é importante o desenvolvimento de
formas da prépria comunidade realizar testes do que consome, somando aos ja

realizados pelo estado e iniciativa privada (Teixeira & Gemal, 2014).

Nesse trabalho foi utilizado o nematoide C. elegans como um bioindicador de

agentes toxicos. C. elegans é um organismo modelo mundialmente utilizado para
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diversos tipos de analises toxicoldgicas. E um animal invertebrado com cerca de 1mm
de comprimento. Seu uso ganhou popularidade gragas ao trabalho pioneiro de Sydney
Brenner e de outros cientistas que se dedicaram ao mapeamento de seu genoma € a
compreensao de seu desenvolvimento, comportamento e rede neuronal. Vantagens
como baixo custo e facil manutencao do animal em laboratdrio o tornam um modelo
interessante para o desenvolvimento de CQ de alimentos, pois responde bem a
contaminantes (Hoshino et al., 2008; Hunt, 2017). Trabalhos recentes utilizaram o
nematoide para avaliar os efeitos de bebidas em parametros fisioldgicos, sobrevivéncia
do animal e como agente neuroprotetivo nos modelos de Parkinson e Alzheimer
(Canedo-Reis et al., 2023; De Oliveira Caland et al., 2019; Zhang et al., 2022).

Nosso intuito foi avaliar o nematoide C. elegans como um bioindicador de
agentes toxicos para o CQ de bebidas de consumo humano. Selecionamos
refrigerantes industriais, vendidos no comercio local da cidade de Vigosa-MG-Brasil.
Outro aspecto crucial para o desenvolvimento do trabalho, foi que ele pudesse ser
realizado como uma metodologia ativa de ensino e como forma de extensao
universitaria entre o Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
e as escolas de ensino basico do municipio. Assim o projeto propds desenvolver
ambientes pluriversitarios de aprendizagem inclusivo, no qual o conhecimento e
avango cientifico seja gerado, compartilhado e valorizado. Dentro dessa abordagem
enfatizamos a importancia do didlogo multidisciplinar, incentivando a ocupacao e
criacao de espacos onde diferentes abordagens, como de ensino e pesquisa possam

ser transmitidas e compartilhadas em uma comunidade (Souza Santos, 2008, 2023).
2. Material e Métodos
2.1 Selecao das amostras

Foram selecionadas 25 amostras de diferentes lotes de uma Unica marca
popular de refrigerante. As amostras foram adquiridas no comercio local da cidade de
Vicosa-MG-Brasil, e foram mantidas protegidas da luz e em temperatura ambiente até

o0 momento da analise.

2.2 Cultivos dos organismos
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Foram utilizadas cepas de origem do CGC (Caenorhabditis Genetics Center)
doadas gentilmente pela Dra Francine Coa (USP). Utilizamos a cepa de C. elegans
Bristol N2 e a cepa de bactéria Escherichia coli OP50 como fonte de alimento para os
animais. O cultivo das placas foi realizado nos laboratdrios do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa e as analises no laboratério de
ciéncias do Colégio Omega na cidade de Vicosa-MG-Brasil. Os vermes foram cultivados
em incubadora B.0.D a 20 °C em placas contendo Meio-NGM (1,7% Bactoagar, 0,5%
Bacto peptona, 50 mM NaCl, 25 mM tampao fosfato de potassio pH 6,0, 1 mM CaCly,
1 mM MgSO4 e 5 pg/mL de colesterol, H>O gsp 1 litro) semeadas com caldo Luria
incubado com a cepa E. coli OP50. Foi preparado meio tampao M9 (3 g KHPO4, 6 g
Na>HPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1 M MgS04, H>0 gsp 1 litro) para coleta e lavagem dos animais
e das placasFoi utilizado S. Basal como meio de exposicao e controle (5.85 g NaCl, 1
g K2HPO4, 6 g KH2PO4, 1 mLcolesterol (5 mg/mL em etanol), H20 gsp 1 litro)) Todos
os materiais utilizados durante as analises no colégio retornaram ao Departamento de
Veterindria para descarte de acordo com protocolos de manejo de residuos em
pesquisa da instituicdo. Todos os materiais foram manipulados por meio de técnicas
estabelecidas (Gubert, 2022).

2.3 Sincronizacao dos vermes

Resumidamente, para sincronizar uma populacao de C. elegans no mesmo
estagio larval, vermes adultos gravidos (FiguralA) foram tratados com agua estéril
contendo NaOH 0,5 M e Hipoclorito de Sddio a 4% (v/v) (NaClO) preparada no
momento do uso. Os ovos foram liberados e isolados por agitacao, centrifugados
(1.300 x g por 1 min) e depois lavados 3 vezes em tampao M9. Na ultima lavagem os
ovos foram suspensos em S. Basal, deixados sob agitacao suave a 20°C por 16 horas
para que os ovos eclodissem. As larvas L1 foram transferidas para meio NGM e
incubadas com E. coli OP50 a 20°C por aproximadamente 60 horas até atingirem o

estagio L4 (FiguraiB).
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2.4 Design do experimento
Todas as analises com os nematoides foram realizadas em triplicata. Apds serem

coletados e lavados 3 vezes em S. Basal, os mesmos foram centrifugados a (1300 x g
por 2 minutos) e a suspensao foi ajustada para que cada 50 pl contivesse >30 vermes
L4. Foram pipetados 50 pl de S. Basal contendo os vermes em placa de 96 pogos
(FiguralC) contendo 50 pl das amostras (concentracao final de 50%), depois
incubados em temperatura ambiente por 24 horas. Para cada leitura, 30 nematoides
foram recuperados e analisados por microscopia direta. O controle negativo foi
realizado também em triplicada onde os vermes foram expostos a S. Basal. Para o
controle positivo foi utilizado NaClO a 10% por ser um potencial contaminante no
processo industrial e o verme ser sensivel ao agente (Gubert, 2022; Menegaro, et al.,
2016).

Para determinar a taxa de sobrevivéncia de C. elegans, o nimero de vermes
vivos foi registrado a cada leitura e a porcentagem de vermes sobreviventes foi
calculada usando a seguinte formula: sobrevivéncia (%) = (vermes vivos/total de
vermes utilizados) x 100. Os vermes foram considerados mortos quando nao

responderam a estimulo mecanico.

Figura 1- Caenorhabditis elegans em ensaio laboratorial. (A)Caenorhabditis
elegans adulto gravido e ao lado em estagio L1. (B) Vermes sincronizados em estagio

L4 recém expostos aos refrigerantes. (C) Placa de 96 Pocos onde foram realizados os

testes de exposicao.

Fonte: Autores, 2024.

2.5 Anadlises estatisticas
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A andlise de dados foi realizada utilizando o software Microsoft Excel. As
comparacoes entre os grupos foram conduzidas usando a analise de variancia de uma
via (One Way ANOVA, Tukey pos teste). As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05 (Fay, 2013; Sant'anna & Vommaro & De Souza, 2013).

3. Resultados e Discussao

Apods a exposicao dos nematoides as amostras de refrigerante (Tabela 1), ndo
foi observada mortalidade significativa dos animais em nenhuma das 25 amostras
testadas. Os grupos experimentais, incluindo o controle negativo (nematoides
expostos apenas ao meio S. Basal), apresentaram taxas de sobrevivéncia superiores a
97%, indicando que nao houve efeito tdxico agudo dos refrigerantes nas condicoes
testadas. O controle positivo apresentou 100% de mortalidade, indicando a ja
conhecida toxicidade aguda do Hipoclorito de Sddio no modelo. Se demonstrou
diferencas estatistica significante das medias de sobrevivéncia das amostras testadas
com o controle positivo. Nao houve diferenca estatistica entre a média de sobrevivéncia

das amostras e do controle negativo (p<0,05; One-way ANOVA, Tukey pds-teste).

Tabela 1. Sobrevivéncias de Caenorhabditis elegans expostos a amostras de refrigerantes.

. ) ) | Desvio Erro
Teste Replica1 | Replica2 | Replica3 | Média
Padrdo | Padrao
Amostras (n=25) 97* 100* 100* 99* 192% 1.1
Controle Negativo (S. Basal) 100 100 100 100 0% 0,0
Controle Positivo (NaCIO) 0** 0** 0* 0** 0% 0,0

Valores com (*) ndo apresentam diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo. Valores
com (**) apresentam diferenca estatistica em relacao ao controle negativo. Ambos valores
com (*e**) indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05; One-way ANOVA, Tukey
poOs-teste).

A auséncia de mortalidade dos nematoides expostos as amostras sugere que 0s
refrigerantes analisados sdao seguros em termos de toxicidade de agentes sensiveis ao
nematoides sob as condicdes experimentais empregadas. A escolha de C. elegans

como bioindicador foi fundamentada na sua alta sensibilidade a diversos agentes
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tdxicos encontrados em alimentos e na facilidade de manipulagdo em laboratério.
Estudos anteriores ja utilizaram o modelo na deteccao de toxicidade em outros tipos
de amostras alimentares, como agua, sucos, e outras bebidas industriais (Clavijo et
al.,, 2016; Mudd & Liceaga, 2022; Zhang et al., 2022). Outros trabalhos também
utilizaram a associacdo de patdgenos encontrados em alimentos como cepas de E. coli
diarreiogénicas, como E. coli enteroagregativa e enterohemorragica, além de

Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus (Hoshino et al., 2008).

A auséncia de mortalidade dos nematoides em nosso estudo pode estar relacionada
a diferentes fatores, como a natureza dos compostos presentes nos refrigerantes ou a
necessidade de um periodo de exposicao mais prolongado para observar efeitos
téxicos. E importante ressaltar que, apesar de C. elegans ser um modelo eficiente para
estudos de toxicologia, a auséncia de efeitos toxicos agudos observados neste estudo
nao elimina a possibilidade de efeitos subcronicos ou cronicos que ndo foram avaliados.
Adicionalmente, a metodologia utilizada pode ser complementada com outros testes
toxicoldgicos e bioensaios que avaliem diferentes parametros fisioldgicos e
comportamentais dos nematoides. A implementacao de um CQ alternativo usando
C. elegans pode fornecer uma ferramenta adicional para monitorar a seguranca de
bebidas industriais, contribuindo para a salde de uma populacdo. Outra potencial
vantagem no uso do modelo, seria 0 seu uso para CQ com a ISO 10872-2020 que
utiliza uma metodologia com padronizacao internacional para analise da agua, solo e
efluentes. Assim, pode ser utilizada no CQ da agua de uso na fabricacdo dos alimentos,
assim como seus outros componentes, além do produto final, aumentando as chances
de se triar desvios na cadeia produtiva (ISO, 2020). E necessario sempre considerar a
complementacdo com outras abordagens e analises para garantir uma avaliacdo mais
abrangente da seguranca dos produtos. Apesar de apresentar alta sensibilidade ao
contaminantes, testes "in vivo”, quando feitos em apenas uma espécie ou tipo celular
possuem baixa especificidade. Assim, é interessante em estudos futuros a verificacao
e correlacao dos principais contaminantes nesses produtos e expor o nematoide e
outros organismos e cultivos celulares para definir apropriadamente o modelo como
um bioindicador para padronizacao em escala industrial. Outro limitante que o
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nematoide so ira apresentar mortalidades expressivas em agentes que lhe causarem
essa resposta, assim a triagem de outros contaminantes especificos em humanos e
outros modelos, ndo é compativel com a metodologia. Essa metodologia deve ser
aperfeicoada e testada em diferentes alimentos, associando o0s principais

contaminantes e seus limites maximos a diferentes respostas no modelo.

Os resultados deste estudo destacam a importancia de pesquisas continuas e
inovacdes no campo dos CQ de alimentos e bebidas. A utilizacao de metodologias
integrativas que envolvam a comunidade e a educagao, como a parceria com escolas
de ensino basico, pode potencializar o impacto dessas praticas, promovendo uma
cultura de seguranca alimentar e consumo consciente. Os alunos do colégio
participaram da organizacao do trabalho, na coleta das amostras, na execucao da
metodologia em laboratdrio e apresentaram seus resultados na feira de ciéncias em
forma de poster. Esse trabalho foi realizado em parceria com o professor de biologia

e como parte do processo avaliativo dos alunos.

4. Conclusao

Nosso principal objetivo nesse trabalho foi desenvolver com os alunos do ensino
basico, formas de ensino ativo em aulas de biologia onde os estudantes aprendessem
a partir do desenvolvimento e inovagao cientifica. Para isso, os alunos escolheram um
alimento cotidiano para analise laboratorial, nesse caso refrigerantes de uma popular
marca. C. elegans respondeu bem as nossas expectativas, foi um teste rapido, barato
e com metodologia acessivel aos estudantes. A falta de mortalidade dos animais em
todos as amostras testadas evidencia, com as limitagdes do teste, seguridade para
consumo humano. O desenvolvimento da pesquisa dentro da sala de aula, como forma
de se criar ambientes pluriversitarios, tem grande potencial no processo de
aprendizagem dos alunos e geram ao mesmo tempo um produto de extensao que

pode somar na vigilancia de saide de uma comunidade.
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