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Caenorhabditis elegans as a bioindicator of contamination
for quality control of whey protein

Resumo: Intoxicagdes alimentares geram mortes e agravos a saude.
Alimentos industrializados passam por diversos controles de qualidade, na
industria e por 6rgéos estatais; no entanto, podem ocorrer desvios nessa
cadeia produtiva e n&do existem formas acessiveis da prépria comunidade
testar os alimentos que consomem. Dessa forma, neste trabalho avaliamos
0 nematoide, organismo modelo, Caenorhabditis elegans (C. elegans)
como uma ferramenta biotecnolégica para avaliar a qualidade de alimentos,
neste caso, whey protein (WP). Realizamos testes de exposi¢cdo aos
nematoides com 25 amostras de 4 diferentes marcas de WP vendidas
comercialmente. Nao foi verificada mortalidade nos nematoides expostos
por 24 horas, com as médias de sobrevivéncia sendo compativeis com o
controle negativo. C. elegans se mostrou uma ferramenta com grande
potencial biotecnoldgico, devido as suas caracteristicas técnicas, baixo
preco e acessibilidade.

Palavras-chave: biotecnologia; controle de qualidade; saude unica.

Abstract: Food poisoning causes death and health problems. Processed
foods undergo various quality control processes, both industrially and by
government agencies; however, deviations can occur in this production
chain, and there are no accessible ways for the community itself to test the
food they consume. Therefore, in this work, we evaluated the nematode, a
model organism, Caenorhabditis elegans (C. elegans) as a biotechnological
tool to assess food quality, in this case, whey protein (WP). We performed
nematode exposure tests with 25 samples of 4 different commercially sold
WP brands. No mortality was observed in nematodes exposed for 24 hours,
with survival averages being compatible with the negative control. C. elegans
proved to be a tool with great biotechnological potential due to its technical
characteristics, low price, and accessibility.
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1. Introducgao

Intoxicagbes alimentares geram inimeros agravos a salide e podem ser fatais®. De acordo
com a Organizagcao Mundial de Saude (OMS), essas intoxicagdes afetam anualmente mais de 1
milhdo de pessoas das quais, cerca de 400 mil, culminam em &bitos?. Elas podem ocorrer pela
presenca de substancias quimicas, microrganismos e seus subprodutos téxicos na matéria-
prima, na pré-produgdo, na produgdo ou no produto final®. Em vista disso, as industrias
alimenticias e os 6rgaos de vigilancia sanitaria publica monitoram constantemente os alimentos
por meio de Controles de Qualidade (CQ)*®.

Whey protein (WP), ou proteina do soro de leite, € um produto de origem animal, produzido
a partir do leite bovino, caprino e de bubalinos, como subproduto da producéo de queijo. E uma
mistura de diversas proteinas globulares isoladas e, por isso, um produto com alto valor
agregado, rapida digestdo e concentrado em aminoacidos essenciais como a leucina, um
importante promotor da sintese proteica muscular’. O WP é comumente utilizado como
suplemento alimentar, visando incremento e manuteng&o de massa magra® ou outros beneficios,
como regulagao de glicose®. Nos ultimos anos, o consumo no Brasil vem aumentando, refletindo
a crescente demanda por suplementos alimentares ricos em proteinas'®. Em 2023, cerca de 12
toneladas foram importadas, totalizando 96 milhdes de dolares™.

Por ser um alimento de origem animal, a produgdo de WP envolve inumeras etapas que
necessitam de CQ: salubridade dos animais, dos humanos e dos ambientes envolvidos na coleta
e transporte do leite até a fabrica; producdo; envase e armazenamento do produto até o
consumidor final. Dessa forma, os CQ desse produto podem ser considerados compativeis com
o conceito de Saude Unica, por envolverem e necessitarem da plena saiude dos animais, dos
humanos e do ambiente para mitigar agravos em todos esses niveis'?.

Recentemente, intoxicagdes alimentares fatais provenientes de cervejas contaminadas
por dietilenoglicol alertaram a populagdo sobre possiveis desvios da cadeia produtiva de
alimentos industrializados, evidenciando a existéncia de lacunas na detecc¢ao de agentes toxicos
em alimentos e a urgéncia de inovagéo nesses CQ'3.

Nesse sentido, o organismo modelo Caenorhabditis elegans (C. elegans) tem sido
amplamente utilizado como bioindicador de contaminantes ambientais e substancias
potencialmente toxicas, auxiliando no monitoramento da qualidade de alimentos, agua e outras
matrizes bioldgicas’®. C. elegans é um nematoide de vida livre que mede cerca de 1 mm e seu
genoma possui ortdlogos para até 70 % dos genes humanos'®. Esse fato se une a vantagens
técnicas e éticas, uma vez que sua manutencao é pratica e de baixo custo, por ele ser cultivado
em meio a base de agar e alimentado com Escherichia coli (E. coli)'®'", e ndo necessitar de
aprovacao de comités de ética, favorecendo o uso em pesquisas, ensino, diversas aplicacdes
biotecnoldgicas e em CQ.

Trabalhos recentes vém utilizando C. elegans para monitorar efeitos téxicos em alimentos,
em agua e outros materiais de consumo humano e animal'#-'6. Isso se deve ao fato do organismo
responder a diversos contaminantes, desde agentes quimicos a patogenos'®2. Dentro dessas
perspectivas e considerando o crescente consumo de WP no Brasil, o intuito do presente estudo
foi realizar testes de exposicao a diferentes marcas e lotes de WP vendidos localmente,
almejando contribuir para a garantia da seguranga alimentar e saude dos consumidores.

2. Material e métodos

2.1 Delineamento do estudo e selecdo das amostras

Trata-se de um estudo experimental conduzido no laboratério de ciéncias de uma
instituicdo de ensino médio privada, em parceria com o Departamento de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), ambos em Vigosa, Minas Gerais. O estudo foi
realizado pelos alunos como metodologia ativa com foco em Biotecnologia e Satde Unica e como
uma atividade extensionista da UFV.
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Foram selecionadas 25 amostras de diferentes lotes de 4 marcas de WP (A-D) obtido de
leite bovino e vendidas no comércio local. As analises foram realizadas em triplicatas, sendo uma
etapa conduzida na escola e as outras duas na universidade, garantindo a reprodutibilidade dos
experimentos. Todos os materiais utilizados foram descartados pela UFV, de acordo com os
protocolos de descarte de residuos em pesquisas institucionais.

2.2 Cultivo e sincronizagao dos nematoides

Nesse trabalho utilizaram-se cepas de C. elegans N2 Bristol e de E. coli OP50, de origem
do Caenorhabditis Genetics Center. Os vermes foram cultivados em incubadora Biochemical
Oxygen Demand (B.O.D) a 20 °C em placas contendo Meio-NGM (1,7 % Bacto Agar, 0,5 %
Bactopeptona, 50 mM NaCl, 25 mM tampao fosfato de potassio pH 6,0, 1 mM CaClz2, 1 mM
MgSOs4 e 5 pg/mL de colesterol, H20 a 1 L) semeadas com caldo LuriaBroth incubado com a
cepa E. coli OP50 e foram manipulados por meio de técnicas estabelecidas no uso do modelo™®.
Foi preparado meio tampédo M9 (3 g KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSOa4, H20
para 1 L) para coleta e lavagem dos animais das placas. Como meio de exposi¢ao, utilizou-se S.
Basal (5,85 g NaCl, 1 g K2HPO4, 6 g KH2PO4, 1 mL colesterol [5 mg/mL em etanol], H20 para 1
L)1

Para sincronizar C. elegans no mesmo estagio larval, vermes adultos gravidos foram
tratados com agua estéril contendo NaOH 0,5 M e solugdo de agua sanitaria a 4 % (NaClO)
preparada no momento do uso. Os ovos foram liberados e isolados por agitagao, 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 e deixados sob agitagdo suave a 20 °C por 16 h para que 0s ovos
eclodissem. As larvas L1 foram transferidas para meio NGM com E. coli OP50 a 20°C por ~ 60
horas até atingirem o estagio L4. Apds serem coletados e lavados 3 vezes em S. Basal, foram
centrifugados a (1300 x g por 2 min) e a suspenséo foi ajustada para que cada 50 pl contivesse
+ 30 vermes L4.

2.3 Design do experimento

Todas as amostras foram aliquotadas em cerca de 5 gramas em Eppendorf—-ambar®,
mantidas em temperatura ambiente no laboratério (cerca de 22 °C) e protegidas da luz e de
fontes de calor em recipientes de plastico até o momento da analise. Foram pipetados 50 uL de
S. basal com os vermes em placa de 96 pocos e 50 uL das amostras de WP diluidas em S. Basal
nas concentragdes de 0,15 g/mL (concentragao indicada pelos fabricantes) e depois incubados
em temperatura ambiente por 24 horas (22 °C + 2 °C). Em cada leitura, 30 nematdides foram
recuperados e analisados por microscopia direta.

O controle negativo foi realizado também em triplicatas onde os vermes foram expostos a
S. Basal. Para o controle positivo, foi utilizado S. Basal com 10 % de NaClO, que ja € um
conhecido agente toxico agudo ao animal®2. Para determinar a taxa de sobrevivéncia de C.
elegans, o numero 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.

2.4 Estatistica

A andlise de dados foi realizada utilizando o software Statistical Package for the Social
Sciences versao 22.0 (SPSS, Universidade de Stanford, EUA). As comparagdes entre os
controles positivos, negativos e testes foram conduzidas usando a analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguidas pelo pos-teste de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.
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3. Resultados

Apos a exposigao dos nematoides as amostras de WP (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 toxico
agudo nas amostras de WP nas condi¢gbes testadas. Nao houve diferenga estatistica entre a
média de sobrevivéncia das amostras e do controle negativo. Ja o controle positivo (NaCIO a 10
%) apresentou 100 % de mortalidade, indicando a ja conhecida toxicidade aguda do composto
no modelo e a validagéo dos testes de sobrevivéncia por estimulo mecéanico?2.

Tabela 1 - Percentual de sobrevivéncia de Caenorhabditis elegans apds exposicdo a
amostras (n = 25) de quatro marcas comerciais de whey protein e aos controles, avaliado por
ensaio de toxicidade em Vicosa, Minas Gerais, Brasil, 2024.

% de sobreviventes

s AR R -
A (n=5) 100 97 100 100* 192 111

B (n=5) 97 100 97 97* 192 111

C (n=10) 100 100 100 100* 0 0

D (n=5) 100 100 100 100* 0 0
Controle Negativo (S. Basal) 100 08 100 100 96 56
Controle Positivo (NaClO) 0 0 0 ot 0 0

*sem e fcom diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0,05; One-way ANOVA, Tukey pds-teste).
Fonte: Autores.

A auséncia de mortalidade dos grupos de organismos expostos as amostras de WP
sugere que, sob as condigdes realizadas no trabalho, ndo houve presenga de agentes toxicos
aos quais o nematoide é sensivel.

4. Discussao

Esse trabalho se mostra inédito de forma que o organismo C. elegans nunca foi utilizado
como CQ para analises com WP. Estudos anteriores ja demonstraram a falta de atividade
nematicida do leite de bovinos no modelo, assim como um possivel CQ para esse material. Ja o
leite de outros animais, como cabras, apresentaram altas taxas de mortalidade em nematoides
testados?3-%.

A auséncia de mortalidade dos animais testados n&o elimina a possibilidade de presenga
de toxinas as quais o0 modelo n&o é sensivel. Essa auséncia também pode estar relacionada a
natureza dos compostos presentes no WP e a necessidade de tempos maiores de exposicao.
Contudo, de modo geral, C. elegans tem se mostrado adequado para estudos toxicologicos e a
adicdo de analises de parametros fisiolégicos e comportamentais pode contribuir para a maior
sensibilidade do teste.

Nessa perspectiva, implementar CQ utilizando o modelo pode contribuir para o
monitoramento e mitigagdo da presenca de agentes tdéxicos em alimentos, mesmo sendo
necessaria a complementacdo com outras abordagens e analises, a fim de garantir uma
avaliagao sensivel e abrangente desses alimentos. Nesse sentido, sdo necessarias pesquisas e
inovagdes continuas. Soma-se a isso 0 ensino de métodos de analise de alimentos, em contextos
variados, como no ensino médio, visando & promogao da Satde Unica por meio da integragdo
de praticas académicas na sociedade.
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Ademais, a caracteristica extensionista do estudo atende a perspectiva de Pluriversidade
Solidaria, concebida por Souza e Santos?®, que propbe a transformagdo das instituicdes de
ensino superior em espagos que reconhecem, dialogam e integram multiplas formas de
conhecimento. A partir desse conceito, trabalhamos com a criagdo de ambientes inclusivos de
ensino que possibilitam a transmissdo de conhecimentos e técnicas importantes para uma
comunidade?’. Desse modo, a propria comunidade pode contribuir para o CQ dos alimentos que
consome.

A metodologia utilizada no presente estudo foi desenvolvida para favorecer o ensino e a
aplicagao de biotecnologias para promog¢ao da saude humana, dos animais e do ambiente, em
escolas; no entanto, ela necessita ser aprimorada. Dessa forma, estudos futuros podem avaliar
outros aspectos toxicos no C. elegans, diferentes modelos, testar uma maior variedade de
amostras e produtos, entre outros.

5. Conclusao

Os testes de exposicao realizados com diferentes marcas e lotes de WP comercializados
localmente demonstraram que as amostras avaliadas ndo promoveram efeitos téxicos agudos
em C. elegans, uma vez que as taxas de sobrevivéncia observadas foram compativeis com o
controle negativo. Esses resultados indicam que o modelo biologico utilizado foi capaz de
responder adequadamente as condigbes experimentais, demonstrando potencial como
ferramenta biotecnoldgica para triagem e controle de qualidade de alimentos destinados ao
consumo humano e animal, contribuindo para a garantia da segurancga alimentar e da saude dos
consumidores. Além disso, a integragdo ensino, pesquisa e extensdo, empregada no estudo,
pode favorecer a formacao cientifica dos estudantes e fortalecer a produgcdo compartilhada de
conhecimentos com potencial impacto social e cientifico para a comunidade.
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