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RESUMO

A sintese organica tornou-se fundamental para o desenvolvimento de novos
medicamentos, permitindo a criacdo de moléculas complexas com diversas
propriedades terapéuticas. Avancos na quimica medicinal tém revolucionado a
farmacologia, nesse contexto um dos destaques sao os compostos heterociclicos,
que sdo estruturas facilmente passiveis de modificagbes quimicas, permitindo
insercao de grupamentos organicos com as mais variadas finalidades. Entre eles,
os derivados da isatina se destacam como candidatos promissores a novos
farmacos, esses que ja tem diferentes atividades farmacoldgicas relatadas na
literatura. Estudos preliminares, como testes de toxicidade, sdo essenciais para o
desenvolvimento de novas moléculas candidatas a medicamentos, garantindo
seguranca para um possivel teste em humanos. Dessa forma, modelos alternativos
como o Caenorhabditis elegans tém ganhado relevancia por otimizar custos e
reduzir o nimero e uso de animais. Este nematoide, com um ciclo de vida curto e
ampla distribuicdo, compartilha 60-80% dos genes humanos, muitos relacionados
a doencas, tornando-o ideal para pesquisas toxicologicas. Assim, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a toxicidade do derivado da isatina 2-(3-Hidroxi-2-
oxoindolin-3-il) acrilonitrila (ISACN) utilizando esse modelo animal, seguindo
metodologias de estudo definidas para essa espécie. Portanto, ao avaliar alguns
parametros foi possivel concluir que o derivado ISACN nao reduziu a taxa de
eclosdo de ovos de C. elegans, bem como também né&o foi capaz de alterar a
guantificacdo de batimentos faringeos, parametro esse que se relaciona com a
capacidade alimentar do nematoide. Apdés tratamento com a concentracao mais alta
testada foi possivel observar um aumento do padrdo de motilidade do animal. Por
fim, ndo foi possivel observar alteracdes nos ensaios de desenvolvimento corporal e
analise morfoldgica dos animais tratados com o derivado da isatina, concluindo que
a substancia possui baixa toxicidade, nas concentracdes testadas, frente ao
nematoide. Corroborando com estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa,
onde avaliou-se a toxicidade in vivo desse derivado e o mesmo recebeu

classificacdo GHS 4, indicativo de baixa toxicidade.

Palavras-chave: Caenorhabditis elegans; Isatina; ISACN; toxicidade.



ABSTRACT

Organic synthesis has become essential for the development of new drugs, allowing
the creation of complex molecules with diverse therapeutic properties. Advances in
medicinal chemistry have revolutionized pharmacology, and in this context, one of
the highlights are heterocyclic compounds, which are structures that are easily
amenable to chemical modifications, allowing the insertion of organic groups for a
wide variety of purposes. Among them, isatin derivatives stand out as promising
candidates for new drugs, which already have different pharmacological activities
reported in the literature. Preliminary studies, such as toxicity tests, are essential for
the development of new drug candidate molecules, ensuring safety for possible
testing in humans. Thus, alternative models such as Caenorhabditis elegans have
gained relevance for optimizing costs and reducing the number and use of animals.
This nematode, with a short life cycle and wide distribution, shares 60-80% of human
genes, many related to diseases, making it ideal for toxicological research. Thus,
the present study aimed to evaluate the toxicity of the isatin derivative 2-(3-hydroxy-
2-oxoindolin-3-yl)acrylonitrile (ISACN) using this animal model, following study
methodologies defined for this species. Therefore, by evaluating some parameters,
it was possible to conclude that the ISACN derivative did not reduce the hatching
rate of C. elegans eggs, nor was it able to alter the quantification of pharyngeal
beats, a parameter that is related to the nematode's feeding capacity. After
treatment with the highest concentration tested, it was possible to observe an
increase in the animal's motility pattern. Finally, it was not possible to observe
changes in the body development tests and morphological analysis of the animals
treated with the isatin derivative, concluding that the substance has low toxicity, at
the concentrations tested, against the nematode. Corroborating previous studies by
our research group, where the in vivo toxicity of this derivative was evaluated and it

received a GHS 4 classification, indicating low toxicity.

Keywords: Caenorhabditis elegans; Isatin; ISACN; toxicity.
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1 INTRODUCAO

A sintese organica e o desenvolvimento de moléculas sintéticas
desempenham um papel central na farmacologia moderna e na promoc¢éao da saude
humana. Esses processos sdo essenciais, pois oferecem maior controle sobre a
criacdo de compostos quimicos, possibilitando a manipulacdo precisa de suas
caracteristicas, o que permite a modificagéo de fatores como atividade biologica e
biodisponibilidade de diferentes moléculas (Mohammadi et al., 2018).

Ao longo dos anos com inovacdes e aperfeicoamentos na area da quimica
medicinal, a busca por novos medicamentos € crescente. Os compostos
heterociclicos representam uma parcela importante das substancias sintéticas que
sdo produzidas e estudadas como protétipos a farmacos, estes possuem uma
estrutura privilegiada, sendo muito passiveis de alteracées quimicas com as mais
diversas finalidades (Rotella et al., 2016).

Dentre os mesmos compostos, os derivados da isatina se destacam por
apresentarem diversas atividades farmacologicas ja descritas na literatura, entre
elas a atividade antitumoral. Neste contexto, o derivado 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-
3-il) acrilonitrila (ISACN) é uma molécula com grande potencial, obtida por uma
reacdo de adicdo conhecida como Reacédo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH), que
resulta na formacédo de compostos poli-funcionalizados. Essa reacdo ocorre em
cerca de 20 minutos e tem um rendimento médio em torno de 99% (Lima-Junior et
al., 2016; Ding et al., 2020).

Dado o potencial dos derivados da isatina como possiveis novos farmacos,
faz-se necessario a realizacdo de uma série de estudos nao clinicos com essas
moléculas, incluindo os de toxicidade, visando garantir o maximo de seguranga no
uso das substancias antes de prosseguir para uma possivel etapa clinica.
Atualmente, a pesquisa dispde de diversos modelos para testes em toxicologia,
estudos com roedores continuam sendo padrdo, contudo, objetivando otimizar
tempo e reduzir custos e sofrimento animal em estudos, abordagens in vitro ou
modelos alternativos de animais invertebrados estdo ganhando significancia nos
estudos toxicoldgicos iniciais, sendo Otimas alternativas para triagem de
substancias. (Freires et al., 2016; Augsten, 2022; Henke et al., 2024).

Dentro das possibilidades de modelos alternativos em uso, destaca-se o

9



nematoide Caenorhabditis elegans, sendo amplamente distribuido por todo o
mundo, essa espécie prefere ambientes Umidos e com temperaturas amenas. Na
natureza, habita o solo ou matéria vegetal em decomposicdo, que sdo locais
adequados para a obtencdo de sua principal fonte de alimento, microrganismos,
especialmente as bactérias. Seu ciclo de vida € relativamente curto; em condicdes
ideais de temperatura (20°C), ele passa do estagio de ovo a fase adulta em cerca
de 3 dias. As larvas recém-eclodidas medem aproximadamente 0,25 milimetros de
comprimento, enquanto os adultos atingem até 1 milimetro (Ruszkiewicz et al.,
2018; Kuwahara et al., 2021).

Caenorhabditis elegans apresenta diversas caracteristicas que o tornam um
modelo alternativo promissor para pesquisas cientificas. Como o0 primeiro
organismo multicelular a ter seu genoma completamente sequenciado, verificou-se
gue 60-80% dos genes humanos possuem ortélogos no genoma de C. elegans.
Além disso, muitos genes conhecidos por estarem relacionados a doencas
humanas também tém ort6logos neste organismo, o que torna as descobertas
obtidas em estudos com C. elegans interessantes para a investigacao de doencas
humanas, sendo possivel realizar comparativos com o modelo. (Kaletta et al., 2006;
Mitani et al., 2017).

Portanto, visando a relevancia de contribuir com mais estudos acerca dos
derivados da isatina, uma vez que esses sao promissores candidatos a farmacos,
0 objetivo principal deste trabalho foi avaliar a toxicidade de 2-(3-Hidroxi-2-
oxoindolin-3-il) acrilonitrila (ISACN) em modelo animal de Caenorhabditis elegans,
para isso foram analisados diferentes parametros de toxicidade que séo
preconizados para estudos com essa espécie.

10



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sintese organica

Produtos naturais ainda sao a principal fonte para desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, tanto no uso de fitoterapicos, quanto para isolamento de
moléculas. Entretanto, o processo de isolamento dessas substancias a partir de
fontes naturais, por vezes, € lento e possui um baixo rendimento, assim elevando
o tempo e dificultando a pesquisa para o desenvolvimento de novas drogas. Nesse
contexto, as substancias sintéticas se tornam relevantes no planejamento de novos
medicamentos (Najmi et al., 2022).

A sintese organica desempenha um papel fundamental na descoberta de
novos farmacos, permitindo a criacdo de moléculas complexas de forma eficiente e
controlada. Ao longo do tempo, avancos ha area da quimica medicinal foram
responsaveis por revolucionar a farmacologia, possibilitando a sintese de
compostos com propriedades terapéuticas diversas, que muitas vezes S&o
inspirados em produtos naturais (Rotella et al., 2016).

Além de reduzir o tempo para obtencdo de moléculas, a rota sintética ainda
garante um melhor rendimento e possibilita uma gama de alteracGes estruturais,
melhorando aspectos como estabilidade, biodisponibilidade, toxicidade e eficacia
desses produtos. Tornando assim a sintese organica peca fundamental no
desenvolvimento de farmacos na atualidade (Munnangi et al., 2023).

Um dos destaques da sintese organica sdo os compostos heterociclicos,
esses que possibilitam a formacdo de diversas novas substancias através da
substituicdo de atomos de carbono por heteroatomos em sua estrutura. Ainda,
esses compostos sdo capazes de desencadear as mais variadas respostas
farmacoldgicas, o que inspira cada vez mais a sintese de novos hibridos e

pesquisas por suas atividades (Mathur; Nain, 2014).

2.2 Isatina e seus derivados

A isatina € um alcaloide natural que pode ser encontrado em diferentes

organismos, como fungos, moluscos marinhos e em componentes da secrecao da
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glandula parotida de sapos da familia Bufonidae. Nos seres humanos, € um
metabdlito enddgeno originado da adrenalina, que esta presente em varios tecidos
e fluidos biolégicos (Glover et al., 1988; Varun et al., 2019).

O esqueleto dessa molécula conta com o nucleo indol, que é uma estrutura
heterociclica de natureza aromatica e biciclica plana, no qual o anel benzeno se
liga por meio das posicdes 2 e 3 ao anel pirrol, que contém nitrogénio (Figura 1).
Ainda, esse nucleo é passivel de sofrer reacdes de substituicdo, que sdo muito
utilizadas por quimicos para insercao de farmacoforos, visando o desenvolvimento
de novas drogas sintéticas, com efeitos farmacoldgicos diversos (Melis et al., 2017;
Xu etal., 2017).

Figura 1. Estruturas do nlcleo indol e da isatina.

H
N

/ O

Indol Isatina

Ir=

Fonte: adaptado de Lima-Junior et al., 2016.

Esses compostos podem ser sintetizados a partir da reacdo de Morita-Baylis-
Hillman (RMBH), por meio desta, cria-se um centro quiral, no qual permite a sintese
de moléculas multifuncionais. Essa reacdo proporciona a formacao de ligacéo
guimica (carbono-carbono) entre a&tomos com mesma eletronegatividade. Por se
tratar de uma reacdo de adicdo, a RMBH gera economia de atomos e somado a
isso, a possibilidade do uso de agua como solvente, reduzindo seu custo. Ainda,
possui um curto periodo reacional e alto rendimento. (Pellissier, 2017; Xavier et al.,
2019).

A partir da isatina diversas moléculas vém sendo sintetizadas. Estudos in
Vivo e in vitro mostram que alguns de seus derivados (Figura 2) tém apresentado
importantes  atividades  biolégicas como: antitumoral, antioxidante,

anticonvulsivante, anti-inflamatério, antimaléarica, entre outras (Ozgun et al.,
12



2016; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2019).

Figura 2. Exemplos de derivados da Isatina com importancia bioldgica.

Estrutura quimica Nome Indicacao
O/\
/\o)\
@LQ AG-041 Reparador de
NS /NYO N cartilagem
NITD609 Antimalarico
SUNITINIB Antitumoral
o]
CONVOLUTAMIDINA-A | Anti-inflamatério
Br /E\/

Fonte: adaptado de Burke et al., 2022.

Levando em consideracao a relevancia da isatina e de seus derivados como

promissores candidatos a novos farmacos, alguns estudos iniciais S&o necessarios

para cumprir a cadeia de produgédo de medicamentos, entre eles os testes de

toxicidade. (Zhang et al., 2020).
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2.3 Toxicologia e modelos alternativos

A realizacao de estudos nao clinicos de toxicidade, para substancias, € uma
etapa crucial no desenvolvimento de novos medicamentos. Esses testes visam
avaliar a seguranca dos compostos antes que eles possam ser administrados em
humanos, garantindo que potenciais tratamentos ndo causem danos significativos
ao organismo. A toxicidade de uma substancia pode se manifestar de varias formas,
como efeitos adversos em 0rgaos vitais, reacdes alérgicas, ou mutagenicidade, que
podem comprometer a saude e a seguranca dos pacientes (Ruszkiewicz et al.,
2018; Sandner et al., 2022).

Nesse contexto, o uso de animais, principalmente roedores, na pesquisa
cientifica sempre foi necesséario, uma vez que testes nesses organismos S&ao
importantes para entender como uma substancia pode interagir com diferentes
orgdos e sistemas num individuo vivo, além de revelar potenciais riscos de
toxicidade. Modelos animais permitem observar interacdes farmacocinéticas, como
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo do composto, proporcionando uma
visdo mais clara de como o corpo humano pode reagir as substancias (Knudsen et
al., 2019).

Ao mesmo tempo, a comunidade cientifica busca continuamente reduzir o
uso de animais e adotar o principio dos "3Rs" (Reducdo, Refinamento e
Substituicdo), desenvolvendo métodos alternativos sempre que possivel, com o
objetivo de promover a ética na pesquisa sem comprometer a seguranca dos
medicamentos (Diaz et al., 2020).

Freires e colaboradores, no ano de 2016, publicaram um estudo mostrando
0 aumento significativo do emprego de modelos alternativos nas pesquisas
cientificas (Figura 3), esse estudo revela que em um periodo de 25 anos ocorreu um
aumento de 909% no uso desses modelos, sendo os principais Drosophila
melanogaster (41,89%), Danio rerio, mais conhecido como zebrafish (29,74%) e
Caenorhabditis elegans (26,53%). Entre esses, na area da toxicologia o nematoide
C. elegans vem se destacando, por apresentar caracteristicas apropriadas para tal
finalidade (Leung et al., 2008; Freires et al., 2016).

14



Figura 3. Uso de modelos alternativos na pesquisa cientifica de 1990 a 2015.
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Fonte: Freires et al., 2016.

2.4 Caenorhabditis elegans

A introducdo do nematoide Caenorhabditis elegans a comunidade cientifica
por Sydney Brenner, na década de 1960, estabeleceu esse organismo como um
modelo experimental promissor para estudos bioldgicos. Brenner destacou
vantagens do C. elegans, como seu pequeno tamanho, ciclo de vida curto e o fato
de possuir um sistema nervoso simples e bem definido (Romussi et al., 2024).

O Caenorhabditis elegans ou, comumente chamado, C. elegans € um
pegueno nematoide de vida livre pertencente a ordem rhabditida, com distribuicdo
global, habita ambientes imidos e com temperaturas amenas. Na natureza essa
espécie vive no solo ou em material vegetal em decomposicao, os quais sao locais
favoraveis para obtengcdo da sua fonte de alimento, nesse caso microrganismos,
em especial bactérias. Seu ciclo de vida é consideravelmente curto, quando em
condicOes ideais de temperatura (20°C) desenvolve-se do ovo até a fase adulta em
aproximadamente 3 dias. As larvas recém-eclodidas tém 0,25 milimetros de
comprimento e os adultos chegam a 1 milimetro (Ruszkiewicz et al.,, 2018;
Kuwahara et al., 2021).

Esses animais possuem duas formas sexuais: machos, que representam

menos de 0,3% da populacdo e hermafroditas, que sdo maioria. Ainda, 0s
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nematoides hermafroditas sdo autofecundantes, a gbnada destes forma um
ovotesticulo que num primeiro momento produz espermatozoides ameboides
hapléides, sendo armazenados na espermateca no estagio L4 e, entdo, perto da
idade adulta, a linhagem germinativa se altera e passa a produzir ovocitos. Quando
ocorre a autofecundacéo séao produzidos em média 300 embrides, ja em situacao
de acasalamento com o macho esse numero chega proximo dos 1000. (Lee TY et
al., 2016; Carretero et al., 2017).

Uma vez ovoposto, o embrido leva em média 16 horas para eclodir e iniciar
a fase larval, essa que por sua vez € dividida em 4 estagios: L1, L2, L3 e L4,
durando aproximadamente 36 horas (Figura 4). Além disso, em condi¢cbes de
estresse o animal no estagio L2 pode se tornar uma larva Dauer, representando um
estagio intermediério, de resisténcia, podendo suportar condigcbes adversas por
meses, retomando seu desenvolvimento apos encontrar condi¢cdes favoraveis

novamente (Xiao-Ying et al., 2017).

Figura 4. Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans.

Adulto

Fonte: WormBOOK, 2018.
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2.5 Morfologia de Caenorhabditis elegans

O C. elegans pertence ao filo Nematoda, que inclui vermes de corpo
cilindrico, com extremidades afiladas ou em forma de fio, cobertos por uma cuticula
acelular com estriagbes transversais. Esses organismos possuem sistema
digestorio completo, um sistema excretor simples formado por canais longitudinais
gue se conectam ao poro excretor na regido do esdfago, e um sistema nervoso
parcialmente centralizado com um anel nervoso ao redor do es6fago. Eles ndo
possuem sistemas circulatorio e respiratorio (Roberts-Janovy et al., 2009; Kudelsk
et al., 2017).

Uma caracteristica notavel do C. elegans é que, apesar de sua simplicidade,
ele possui tecidos bem definidos. Logo abaixo da cuticula (Figura 5), a camada
mais externa de células chamada tradicionalmente de hipoderme, envolve uma
cavidade cheia de fluido pseudocelémico, onde se encontram 0s principais
sistemas de Orgdos. Imediatamente abaixo desta, encontram-se as faixas
musculares, que sdo responsaveis pelo movimento do organismo, assim como 0s
corddes nervosos ventral e dorsal que inervam esses musculos. Dentro dessa
regido neuromuscular estdo os sistemas digestivo, excretor e reprodutivo (Corsi et
al., 2015; Steele et al., 2018).

Figura 5. Anatomia de Caenorhabditis elegans.
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Fonte: adaptado de WormBOOK, 2018.

A camada mais externa do verme € a sua cuticula, uma matriz extracelular
consistente, constituida predominantemente de colageno, lipidios e glicoproteinas.
Tem extrema importancia para protecdo do animal, evitando o contato direto de
estruturas vitais com o ambiente, ainda, a cuticula da larva dauer envolve
completamente o animal e tampa a sua boca, impedindo que o verme se alimente,
interrompendo o seu desenvolvimento. A cuticula dauer tem maior resisténcia a
produtos quimicos, por isso fornece maior protecdo contra estresses ambientais e
agentes causticos (Page et al., 2007).

Logo abaixo da epiderme, encontram-se quatro quadrantes de musculos da
parede corporal, que se estendem ao longo do corpo (Figura 5C). A contracao e o
relaxamento ritmicos dessas células musculares geram o movimento "elegante" e
ondulatério do animal. Além dos musculos da parede corporal, o C. elegans possui
musculos responsaveis por controlar a alimentacédo (muasculos faringeos), a postura
de ovos (musculos vulvares e uterinos) e a defecacdo (musculos entéricos)
(Brassinga et al., 2019).

O sistema digestério de C. elegans é composto principalmente pela boca,
faringe, intestino e anus. O intestino € um dos principais 6rgaos, representando
cerca de um terco da massa total do animal. E composto por uma camada Unica de
células epiteliais que formam um tubo ao longo do corpo do animal, e é responsavel
pela digestdo e armazenamento de nutrientes. O sistema excretor, por outro lado,
€ simples e consiste em uma célula excretora em forma de H, que se estende ao
longo do corpo e esta conectada a ductos que excretam residuos metabdlicos e
excessos de agua através de um poro excretor localizado na parte anterior do

animal. Histologicamente, o intestino é composto por células epiteliais com
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microvilosidades que aumentam a superficie de absorcdo, enquanto o sistema
excretor € constituido por células tubulares especializadas que regulam o equilibrio
osmotico e a excrecédo de residuos (Bratanich et al., 2014; Yang et al., 2017).

O sistema reprodutor de C. elegans é composto por estruturas distintas nos
hermafroditas e nos machos. Nos hermafroditas, o sistema inclui duas gobnadas em
forma de U, ovidutos, uma espermateca para armazenamento de espermatozoides
e um Utero onde os ovos fertilizados se desenvolvem antes de serem postos. Nos
machos, o sistema reprodutor consiste em uma Unica gbnada, que produz e
armazena espermatozoides, conectando-se a uma vesicula seminal, um ducto
deferente e um érgéo copulador especializado (Brassinga et al., 2019).

O sistema nervoso de C. elegans é relativamente simples, mas altamente
organizado, consistindo em 302 neurdnios em hermafroditas e 385 neurénios em
machos. Esses neurbnios estdo distribuidos em varias regiées, com a maioria
concentrada em torno da cabeca e da cauda, formando estruturas como o anel
nervoso (a principal massa de nervos) e ganglios caudais. Histologicamente, esse
sistema nervoso é composto por neurbnios sensoriais, motores e interneurénios,
gue sao responsaveis por processar informagBes sensoriais e coordenar
movimentos e comportamentos. As células nervosas estdo envoltas por células
gliais que, embora poucas, desempenham funcbes de suporte, incluindo a
formacdo de barreiras para protecdo dos neurdnios e a regulacdo do ambiente
extracelular (Shaham et al., 2015; Wani et al., 2020).

2.6 Caenorhabditis elegans como modelo experimental

C. elegans é usado atualmente para estudar muitos processos biolégicos,
como a apoptose, sinalizagéo celular, ciclo celular, regulagéo génica, metabolismo
e envelhecimento. O conhecimento aprofundado sobre o organismo € um ponto
importante para elucidacédo de achados em estudos com sua aplicacdo. No ano de
2002, Sydney Brenner e Jhon Sulston ganharam o prémio Nobel de fisiologia e
medicina apds importantes descobertas sobre a regulagdo génica do
desenvolvimento de 6rgéos e morte celular programada, tendo grande contribui¢cao

em estudos que impactaram na saude humana (WormBOOK, 2018).

Um ponto crucial da utilizagédo de C. elegans como modelo experimental é a

facilidade de cultivo e o baixo custo de manutencéo. Esses organismos podem ser
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mantidos em pequenos espacos, com grande numero de individuos, exigindo
recursos minimos, além de possuir uma dieta baseada apenas em Escherichia coli.
Isso torna sua utilizacdo altamente vidvel em experimentos de larga escala, sem a
necessidade de grandes investimentos, quando em comparacdo com modelos
animais tradicionais, como roedores. (lliff et al., 2020).

O ciclo de vida curto de C. elegans também € uma grande vantagem para 0s
estudos, uma vez que esse animal se desenvolve de ovo a verme adulto em
aproximadamente trés dias, e cada adulto gera de 300 a 1000 descendentes, o que
facilita a sua producéo e experimentacdo em grande quantidade e torna possivel a
realizacdo de experimentos, como estudos de senescéncia, que seriam
impraticaveis em organismos com ciclos de vida mais longos (Kipreos et al., 2019).
A transparéncia do seu corpo oferece outra vantagem Unica. Como o nematédeo
€ transparente, é possivel acompanhar em tempo real processos biolégicos
como alteracbes morfologicas, crescimento e embriogénese, por meio de
microscopia, sem a necessidade de técnicas invasivas ou uso de corantes
especificos. Isso permite o estudo detalhado de processos que sdo, muitas vezes,
dificeis de observar em outros organismos (WormBOOK, 2018).

Ainda, trata-se de um animal invertebrado, entdo para utilizacdo do mesmo
em estudos ndo é necessaria que o trabalho receba aprovacdo do Conselho
Nacional para o Controle da Experimentacédo Animal (CONCEA) nem do Comité de
Etica para o Uso de Animais (CEUA), reduzindo tempo e burocracia para inicio de
pesquisas (Riddell et al., 1997).

Especificamente para estudos em toxicologia, Caenorhabditis elegans € um
modelo valioso, pois compartilha muitos processos fisioldégicos e respostas ao
estresse conservados em organismos mais complexos. Adicionalmente, este
nematoide possibilita a deteccéo de alteragdes fisiologicas em fatores a nivel de
organismo como alimentac&do, reproducdo, expectativa de vida e locomocéo,
fatores esses que podem ser alterados por toxicidade de substancias. (Ruszkiewicz
et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar a toxicidade in vivo do derivado da isatina 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-
3-il) acrilonitrila (ISACN) em modelo de Caenorhabditis elegans, por meio da
andlise de parametros fisioldgicos do animal.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a taxa de eclosdo de ovos de Caenorhabditis elegans tratados com
diferentes concentracées de ISACN em comparagdo com seu respectivo
grupo controle.

e Avaliar o padrdo de locomoc¢ao de Caenorhabditis elegans submetidos a
tratamento com diferentes concentragdes de ISACN em comparagdo com
seu respectivo grupo controle.

e Quantificar os batimentos faringeos, por intervalo de tempo, de
Caenorhabditis elegans tratados com diferentes concentracées de ISACN,
em comparagao com seu respectivo grupo controle.

e Mensurar o desenvolvimento corporal de Caenorhabditis elegans tratados
com diferentes concentracbes de ISACN, em comparacdo com seu
respectivo grupo controle.

e Analisar possiveis alteracbes morfolégicas em Caenorhabditis elegans
decorrentes do tratamento com diferentes concentragdes de ISACN em

comparagao com seu respectivo grupo controle e achados da literatura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais de pesquisa

O projeto de pesquisa foi realizado nas dependéncias do Laboratdrio de
Ensaios Toxicoldgicos da UFPB (LABETOX), localizado no Instituto de Pesquisa

em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM-UFPB).

4.2 Substancia teste

O derivado da isatina 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila (ISACN)
(Figura 6) foi sintetizado e cedido pelo Laboratério de Sintese Organica Medicinal
da Paraiba (LASOM-PB), coordenado pelos professores Dr. Claudio Gabriel Lima
Junior e Dr. Méario Luiz Aradjo de Almeida Vasconcellos, do Departamento de

Quimica da Universidade Federal da Paraiba, em colaboracao.

Figura 6. Estrutura do derivado ISACN.

HO CN
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Fonte: Lima-Junior et al., 2016.

Objetivando a realizagdo de estudos de toxicidade in vitro, com a mesma
substancia teste, para comparativos futuros entre os resultados de diferentes
modelos experimentais, as concentragdes de isatina definidas para utilizagdo nos
grupos de tratamento foram 3, 30 e 300 pg/ml, concentracdo essa que é 100x maior
gue a utilizada em modelo celular.

A substancia foi preparada e armazenada em soluc¢des estoque, utilizando-
se agua e DMSO a 1% como solvente. Sendo diluidas nas concentracdes

22



desejadas, antes de cada experimento, em meio LB (Luria Bertani) liquido.

4.3 Obtencédo e manutencédo de Caenorhabditis elegans

Para realizacdo do trabalho a cepa de C. elegans utilizada foi a N2
(selvagem) fornecidas pelo Laboratério de Genética Bioquimica (LGB) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, em parceria.

Os animais foram cultivados em placas de petri com meio de cultura soélido
para crescimento de nematoides NGM (nematode growth medium) composto por
NaCl; peptona; agar bacterioldgico; agua; colesterol; CaClz; MgSO4 e tampéao
KPOa. Acima do meio, era adicionado uma fina camada de Escherichia coli (cepa
OP50) como fonte de alimento, em quantidade suficiente para revestir
uniformemente a superficie da placa.

As placas de manutencao foram mantidas a temperatura controlada de 20°C
em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) e semanalmente passaram pelo
processo de repique, em que 0s vermes eram transferidos para novas placas,

garantindo o suprimento alimentar e qualidade da cepa.

4.4 Cultivo de Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli (OP50) foi utilizada como fonte de alimento para
o C. elegans. Esses microrganismos eram mantidos em placas de petri com meio
LB (Luria Bertani) sélido, de composicéo: triptona; extrato de levedura; NaCl; agar
e agua.

A manutencado das placas de bactérias € semelhante as de C. elegans,
passando por repique semanal para garantir a qualidade das col6nias. Ja para
utilizagéo da E. coli em placas de manutencdo e experimento, as bactérias eram
suspensas em meio LB liquido e posteriormente distribuidas uniformemente nas

placas.

4.5 Sincronizacao cronolégica de Caenorhabditis elegans

Na realizacdo de experimentos é importante garantir que todos os animais

dos grupos experimentais estejam no mesmo estagio larval, em idade igual. Para
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iss0, € realizada a sincronizacéo cronoldgica dos vermes.

Primeiramente, a placa de cultivo contendo adultos gravidos €é lavada com solucao
tampdo M9, que arrasta os vermes da placa, entdo esse liquido étransferido
para um tubo falcon estéril e apés sedimentacdo espontédnea o sobrenadante é
desprezado, em seguida mais M9 € inserido no tubo. Esse procedimento é repetido
por 3 vezes, objetivando a retirada das bactérias que estdo presentes no meio,
resultando em uma suspenséao contendo apenas C. elegans e tampéao M9.

Apoés essa lavagem, o sobrenadante é desprezado e adiciona-se ao tubo 1
ml da solucéo de lise alcalina (1 ml NaOH 10M + 4 ml hipoclorito de sédio a 2% +
5 ml de 4gua), a qual rompe a cuticula dos vermes, permitindo que 0s ovos sejam
liberados no meio. Logo apés a solucéo de lise ser colocada no tubo, 0 mesmo é
levado ao voértex para acelerar o processo de rompimento da cuticula.

Assim que todos os vermes sofrem lise, o tubo é levado a centrifuga
novamente e lavado com tampao M9 por mais 3x, dessa vez para garantir que nao
figuem resquicios de solucéo de lise no meio.

Os ovos resistentes ao tratamento séo coletados e colocados em microtubos
contendo tampdo M9 por um periodo de 12 horas em constante movimento, no
homogeneizador. Ainda, sdo mantidos na auséncia de alimento a fim que os

embrides eclodidos se mantenham em estagio L1.

4.6 Ensaio de eclosdo de ovos

Para avaliar se o derivado da isatina era capaz de causar toxicidade aos
ovos de C. elegans foi aplicado o protocolo de taxa de ecloséo de ovos. (Sant’anna
etal., 2013). Assim, os embrides resistentes ao processo de lise alcalina (explicado
em 4.5) foram coletados e semeados em placas com NGM, contendo em sua
superficie diferentes concentracbes da substancia, que foram diluidas na
suspensao de LB liquido e E. coli (OP50).

Assim, os ovos foram separados em 5 grupos experimentais, sendo eles: 1
grupo controle (apenas OP50); 3 grupos tratados (OP50 + ISACN 3, 30 e 300 pg/ml)
e 1 grupo DMSO (OP50 + DMSO 0,1%), todas as condi¢des foram realizadas em
triplicata, totalizando 15 placas de experimento.

Em cada placa foi adicionada a suspensao contendo embrides de C.
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elegans, em volume suficiente para abarcar uma quantidade média de 30 ovos por

grupo, que posteriormente eram conferidos para evitar quantidades discrepantes.
Entdo, as placas foram incubadas em 20°C por 24 horas.

Apés esse periodo de tempo foi realizada a leitura, que consistiu na
contagem da quantidade de vermes se movendo na placa e/ou ovos nao eclodidos.
Para essa avaliacdo foram realizados trés experimentos em triplicata, totalizando

45 grupos experimentais.

4.7 Ensaio de motilidade

Para andlise de possiveis alteracdes motoras causadas pelo derivado da
isatina em C. elegans, foi realizado o ensaio de curvatura corporal, de acordo com
protocolos descritos por Anne C. Hart. para experimentos comportamentais com a
espécie (WormBook, 2006). Assim, 24 horas ap0s o procedimento de lise alcalina,
0s vermes em estagio L1 foram distribuidos em placas com NGM, incubadas com
diferentes concentracfes de ISACN.

Entao, as larvas foram separadas em 5 grupos experimentais, sendo eles: 1
grupo controle (apenas OP50); 3 grupos tratados (OP50 + ISACN 3, 30 e 300 pg/ml)
e 1 grupo DMSO (OP50 + DMSO 0,1%), todas as condi¢des foram realizadas em
triplicata, totalizando 15 placas de experimento.

Em cada placa foi adicionada a suspensao contendo vermes no estagio L1,
em volume suficiente para abarcar uma quantidade média de 50 individuos por
grupo, que posteriormente eram conferidos para evitar quantidades discrepantes.
Entdo, as placas foram incubadas em 20°C por 48 horas.

ApOs o periodo de tempo necessario para 0s vermes se encontrarem na fase
adulta, foi realizada a leitura. Os animais foram transferidos para placas com NGM
sem bactéria cerca de 3 minutos antes da analise em lupa estereoscopica. A
contagem foi obtida através da observacdo dos movimentos corporais dos vermes
em um intervalo de 20 segundos.

Cada vez que o animal realiza um movimento completo movimentando o seu
corpo de um lado para o outro, em “zig zag”, é contabilizada uma curvatura corporal,
0 numero obtido nesse intervalo de 20 segundos pode ser multiplicado por trés para

se obter uma média de curvaturas por minuto. Para essa avaliacdo foram realizados
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trés experimentos em triplicata, utilizando 10 vermes por grupo em um total de 45

grupos experimentais.

4.8 Ensaio de quantificacdo de batimentos faringeos

Para avaliacdo de possiveis altera¢cdes no ritmo de batimentos faringeos
causadas pela isatina em C. elegans, foi realizado o ensaio de quantificacdo dos
batimentos faringeos, seguindo o protocolo descrito por Raizen e colaboradores
(WormBook, 2012). Assim, 24 horas ap0s o procedimento de lise alcalina (explicado
em 4.5), os vermes em estagio L1 foram distribuidos em placas com NGM,
incubadas com diferentes concentragdes de ISACN.

Entao, as larvas foram separadas em 5 grupos experimentais, sendo eles: 1
grupo controle (apenas OP50); 3 grupos tratados (OP50 + ISACN 3, 30 e 300 pg/ml)
e 1 grupo DMSO (OP50 + DMSO 0,1%), todas as condi¢des foram realizadas em
triplicata, totalizando 15 placas de experimento.

Em cada placa foi adicionada a suspensao contendo vermes no estagio L1,
em volume suficiente para abarcar uma quantidade média de 50 individuos por
grupo, que posteriormente eram conferidos para evitar quantidades discrepantes.
Entdo, as placas foram incubadas em 20°C por 48 horas.

ApOs o periodo de tempo necessario para 0s vermes se encontrarem na fase
adulta, foi realizada a leitura. Os animais foram transferidos para placas com NGM
sem bactéria cerca de 3 minutos antes da analise em microscépio (aumento de
40x). A contagem foi feita através da observacdo dos movimentos de pulsacéo do
bulbo terminal da faringe dos animais em um intervalo de 20 segundos. O numero
obtido nesse intervalo de tempo pode ser multiplicado por trés para se obter uma
média de curvaturas por minuto. Para essa avaliagdo foram realizados trés
experimentos em triplicata, utilizando 10 vermes por grupo em um total de 45

grupos experimentais.

4.9 Ensaio de desenvolvimento corporal

Para avaliar se o0 derivado da isatina é capaz de influenciar o

desenvolvimento de C. elegans, foi realizado o ensaio de crescimento corporal.
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(Anne C. Hart, 2006). De forma semelhante as outras metodologias, 24 horas apo6s
o procedimento de lise alcalina (explicado em 4.5), os vermes em estagio L1 foram
distribuidos em placas com NGM, incubadas com diferentes concentracdes de
ISACN.

Entdo, as larvas foram separadas em 5 grupos experimentais, sendo eles: 1
grupo controle (apenas OP50); 3 grupos tratados (OP50 + ISACN 3, 30 e 300 pg/ml)
e 1 grupo DMSO (OP50 + DMSO 0,1%), todas as condi¢des foram realizadas em
triplicata, totalizando 15 placas de experimento.

Em cada placa foi adicionada a suspensédo contendo vermes no estagio L1,
em volume suficiente para abarcar uma quantidade média de 30 individuos por
grupo. Entdo, as placas foram incubadas em 20°C por 48 horas para que 0s animais
atingissem o estagio adulto.

Passado esse periodo de tempo, realizou-se a leitura do experimento. As
placas com os animais foram lavadas com tampao M9, para retirada de bactérias
do meio, em seguida os animais foram capturados e transferidos para laminas
histoldgicas, sendo posteriormente analisados ao microscopio (aumento de 10x).
Ainda, com auxilio do software ImageView foram capturadas imagens individuais
dos vermes, que depois passaram por analise no ImageJ, tendo seu comprimento
mensurado. Para essa avaliacéo foram realizados trés experimentos em triplicata,

utilizando 10 vermes por grupo em um total de 45 grupos experimentais.

4.10 Ensaio de analise de morfologia

Com o objetivo de avaliar se o derivado ISACN pode causar alguma
alteracao estrutural em C. elegans, foi realizado o ensaio de analise morfolégica.
Apos 24 horas do procedimento de lise alcalina (explicado em 3.5), os vermes em
estagio L1 foram distribuidos em placas com NGM, incubadas com diferentes
concentracOes de ISACN (Mayer et al., 2014; Palermo, 2021)

Entdo, as larvas foram separadas em 5 grupos experimentais, sendo eles: 1
grupo controle (apenas OP50); 3 grupos tratados (OP50 + ISACN 3, 30 e 300 pg/ml)
e 1 grupo DMSO (OP50 + DMSO 0,1%), todas as condi¢des foram realizadas em

triplicata, totalizando 15 placas de experimento.

Em cada placa foi adicionada a suspensao contendo vermes no estagio L1,
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em volume suficiente para abarcar uma quantidade média de 30 individuos por
grupo. Entéo, as placas foram incubadas em 20°C por 48 horas para que 0s animais
atingissem o estagio adulto.

ApGs 48 horas, os vermes submetidos ao experimento foram transferidos de
suas placas para laminas de vidro e visualizados sob microscopia 6ptica. Apds
analise, imagens dos animais foram capturadas utilizando o software ImageView e,
posteriormente, comparadas entre 0s grupos experimentais buscando alteragdes
estruturais nos animais. Para essa avaliagdo foram realizados trés experimentos
em triplicata, utilizando 10 vermes por grupo em um total de 45 grupos

experimentais

4.11 Andlises estatisticas

Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se o software Graphpad
Prism versao 9.0, sendo também utilizado para a constru¢do dos gréaficos. Todos
0s resultados estdo expressos em média + e.p.m (erro padrdo da média) de trés
experimentos realizados em triplicata. Esses dados foram processados por analise
de variancia (ANOVA) one-way seguido de poOs teste de Tukey. Foram

considerados resultados significativos quando apresentarem valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos de toxicidade n&o clinica tém a finalidade de identificar as
caracteristicas toxicoldégicas de determinada substancia, sendo ela natural,
semissintética ou sintética. Esses estudos sdo fundamentais em diversas areas,
incluindo farmacologia, quimica e biotecnologia, visando avaliar os efeitos adversos
de compostos em organismos vivos. (Carvalho et al., 2009; Stagg et al., 2020).

Assim, o presente trabalho avaliou a toxicidade in vivo de um derivado da
isatina (ISACN) em modelo experimental de Caenorhabditis elegans, por meio das
metodologias descritas em materiais e métodos. Apds realizacdo dos experimentos

e andlise estatistica dos dados, foram obtidos os seguintes resultados:

5.1 Ensaio de eclosdo de ovos

A metodologia de avaliacdo da eclosdo de ovos de Caenorhabditis elegans
€ uma ferramenta valiosa para avaliar a atividade toxicolégica de compostos
guimicos, frente a espécie, devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e relevancia
biol6gica. Esta abordagem permite a andlise dos efeitos de substancias sobre o
desenvolvimento embrionario do nematoide, fornecendo informacdes sobre como
essas substancias afetam o desenvolvimento e a sobrevivéncia das larvas
(Hernando et al., 2024).

O ovo de Caenorhabditis elegans é relativamente simples, com casca e
massa embrionaria no interior, porém sua estrutura € eficaz na tarefa de proteger o
embrido em desenvolvimento. A casca do ovo é trilaminar, sendo a camada vitelina
a mais externa, seguida pela intermediaria de quitina e uma camada interna de
condroitina proteoglicana (CPG). Ainda, membranas e espagos separam a casca
do embrido propriamente dito (Hunt et al., 2018).

Essas camadas funcionam como barreiras de protecdo ao ambiente,
evitando que substancias possivelmente nocivas prejudiquem o desenvolvimento
do ovo. Essa metodologia vem sendo bastante aplicada em C. elegans para testes

objetivando a busca de novas substancias com potencial antimicrobiano, em

decorréncia do surgimento de resisténcia a antiparasitarios (Zain et al., 2016;
Hahnel et al., 2020).
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Figura 7: Percentual de ovos de Caenorhabditis elegans eclodidos ap6s 24 horas de tratamento

com ISACN em diferentes concentracoes.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

No ensaio de eclosdo de ovos, nenhuma das concentracdes testadas de
ISACN induziu toxicidade significativa a progénie de C. elegans. Logo, como
observado no gréfico da figura 7, quando comparados ao grupo controle, ndao foram
encontradas grandes alteragdes de viabilidade nos grupos tratados. Indicando que,
nas concentragdes avaliadas, esse derivado da isatina apresentou baixa toxicidade
aos embrides, ndo influenciando a eclosao dos ovos.

Harlow e colaboradores, em 2016, avaliaram se ensaios com C. elegans
poderiam prever atividade citotbxica ou niveis de toxicidade embrionaria no
desenvolvimento de mamiferos, assim optaram por realizar o ensaio de ecloséo de
ovos testando diversos alcaloides fungicidas, entre esses, alguns demonstraram
causar teratogenicidade em ratos. ApGs 0s ensaios, tal como nos mamiferos, esses

compostos induziram toxicidade no desenvolvimento embrionario de C. elegans,
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enquanto os que néo foram toxicos aos roedores também demonstraram acao
semelhante nos ovos, obtendo resultados coerentes entre os 2 modelos
experimentais e assim concluindo que o ensaio de ecloséo de ovos de C. elegans

pode ser um preditor para indicar toxicidade embrionaria.

5.2 Ensaio de motilidade

A taxa de motilidade de um animal € um parametro crucial para avaliar seu
estado de saude e normalidade fisiologica. Nesse sentido, mudancas no
comportamento motor dos nematoides apds tratamento com substéncias podem
estar associadas diretamente com alteragcdes no seu sistema nervoso (Petratou et
al., 2023).

A avaliagdo de movimento para esses animais incluem: taxa média de
movimento, agitacdo da cabeca, flexao do corpo e agitacdo para frente e para tras,
entre 0os quais as frequéncias de agitacdo da cabeca e flexdo do corpo séao os
parametros mais comuns. Em pesquisas com C. elegans, a frequéncia das flexdes
corporais € comumente utilizada, permitindo investigar efeitos de farmacos,
substancias quimicas ou mutac¢des que podem afetar o comportamento do verme
e os sistemas dopaminérgico e serotoninérgico, relacionados (Han-GC et al., 2022).

Esse animal é capaz de se locomover de diferentes formas, podendo nadar
na agua ou/e se arrastar na terra. Tais comportamentos sao dirigidos por distintos
circuitos neuronais e para manter uma frequéncia normal de movimentos, a
serotonina, que € o principal neurotransmissor relacionado a acéo, deve estar em

correto funcionamento (Vidal-Gadea et al., 2012).

31



Figura 8: Quantificacdo de flexdes corporais de Caenorhabditis elegans apés 48 horas de

tratamento com ISACN em diferentes concentracoes.
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No grafico da figura 8, observa-se um aumento na quantificacio de flexdes
corporais de C. elegans na maior concentracdo testada. Os resultados foram
significativos em relacdo ao grupo controle, indicando que o derivado ISACN possa
induzir toxicidade ao nematoide na concentragao de 300 pg/mL.

O tratamento com substancias quimicas pode aumentar a taxa de mobilidade
de Caenorhabditis elegans através de varios mecanismos, envolvendo a interacéo
dessas moléculas com o0s sistemas neuromusculares e de sinalizacdo do
organismo (Land et al., 2021).

Uma hip6tese para tal achado é a alteracdo dos niveis de
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neurotransmissores, em especial a serotonina, uma vez que as substancias podem
influenciar na liberacdo, recaptacdo e degradacdo dessas moléculas. Ademais,
alguns compostos quimicos sdo capazes de modificar como 0s circuitos neurais

sdo ativados, ou ainda causar estresse oxidativo e formacdo de espécies reativas

de oxigénio, que influenciam a coordenacao entre diferentes musculos e neurdnios
motores. Podendo culminar em padrdes de locomog¢do mais rapidos ou mais
frequentes (Kim et al., 2015).

Além da serotonina, outro neurotransmissor importante para o movimento de
C. elegans é a acetilcolina. Estudos de Salim e colaboradores (2024) relataram
como a nicotina, que também € um alcaloide, pode alterar o padrdao de
movimentacdo do nematoide, sendo capaz de aumentar o ritmo de locomocédo do
mesmo.

Portanto, a taxa de flexdes aumentada em C. elegans quando submetido ao
tratamento com ISACN na concentracdo de 300 pg/mL pode ser resultado de
diferentes alteracBes no organismo do animal, sendo necessarios estudos mais
aprofundados sobre mecanismo de toxicidade da substancia no modelo

experimental de Caenorhabditis elegans para elucidacdo do achado.

5.3 Ensaio de quantificacdo de batimentos faringeos

A nutricdo do Caenorhabditis elegans depende da acdo da faringe, que é
uma estrutura neuromuscular responsavel por capturar os alimentos e o0s
transportar da boca até o intestino do animal. Isso ocorre através de dois tipos de
movimentos: o bombeamento e o peristaltismo do istmo (Bonnard et al., 2022)

O bombeamento faringeo, que é o mais visivel e melhor compreendido,
consiste em um ciclo de contracao e relaxamento que suga o liquido do ambiente
ao redor, juntamente com particulas suspensas, e depois expulsa o liquido, retendo
apenas as particulas (Raizen et al., 2012).

Essa acado é controlada por neurbnios motores (MC e M3): MC controla
guando uma contracdo comeca e M3 quando ela termina. Cada ciclo de
contracdo/relaxamento corresponde a um unico potencial de acdo do musculo
faringeo, os principais componentes intracelulares responsaveis por esse ciclo sao

0s receptores nicotinicos de acetilcolina ativados por MC e os canais de cloreto
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dependentes de glutamato ativados por M3 (Avery et al., 2003)
A quantificacdo dos batimentos faringeos fornece parametros importantes,
como a alimentacao do animal, tendo em vista que essa € uma condi¢ao essencial

para o desenvolvimento do mesmo. Consequentemente, indica o funcionamento

dos neurotransmissores (acetilcolina, serotonina e glutamato) e grupos musculares

gue estao relacionados ao processo (Ishita et al., 2020).

Figura 9: Batimentos faringeos de Caenorhabditis elegans apds 48 horas de tratamento com

ISACN em diferentes concentragdes.
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De acordo com os resultados obtidos no grafico da figura 9, observa-se que
ISACN néo causou alteragdes significativas, no padréo de batimentos faringeos dos
animais, em nenhuma das concentracfes testadas. Ainda, Trojanowski e
colaboradores (2015) mostraram que a cepa selvagem N2-Bristol apresenta cerca
de 50-60 batimentos faringeos a cada 20 segundos, quando em condi¢cdes

experimentalmente controladas. No atual estudo, foram encontrados resultados
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semelhantes.
Portanto, nessas concentracdes, o0 derivado da isatina testado nao
apresentou toxicidade relevante frente ao padrdo alimentar de C. elegans e 0s seus

respectivos mecanismos envolvidos.

5.4 Ensaio de desenvolvimento corporal

Um dos parametros que podem ser analisados em estudos toxicolégicos in
vivo € a alteragdo no desenvolvimento dos animais em experimento. Comumente,
utiliza- se a evolucéo ponderal (ganho e perda de massa) e/ou acompanhamento
do tamanho corporal dos animais para avaliar tal parametro. (Feitosa et al., 2015;
Dietrich et al., 2023)

Variagbes de peso e tamanho podem indicar alteracdes nos tecidos
musculares, dificuldade de digestdo de alimentos e absorcdo de nutrientes, entre
outros. Sugerindo possiveis sinais de toxicidade provenientes da administracdo da
substancia teste. Para avaliacdo de desenvolvimento em C. elegans o método mais
utilizado é a medicdo do tamanho do animal, esse que ao atingir a fase adulta,
passa por andlise microscopica e entdo tem o seu crescimento mensurado.
(Santana et al., 2014; Roy et al., 2015).
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Figura 10: Crescimento corporal em um de Caenorhabditis elegans apés 48 horas de tratamento

com ISACN em diferentes concentracoes.
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A partir dos resultados obtidos no gréfico da figura 10 é possivel verificar que
o derivado ISACN ndo causou alteracdes significativas ao desenvolvimento
corporal de C. elegans nas concentracfes testadas. Apds medicédo, foi observado
gue os animais dos grupos tratados mantiveram o padrédo de crescimento dos
individuos do grupo controle.

Este parametro em C. elegans apresenta boa sensibilidade, sendo
significativo na maioria dos estudos com substancias comprovadamente téxicas.
Miao Xiangzhen e colaboradores, em 2020, realizaram estudos de neurotoxicidade
com o alcaloide harmina, utilizando o modelo animal de C. elegans. Para avaliar o
desenvolvimento corporal dos animais foi adotada a mesma metodologia do
presente estudo e ao analisar os resultados constatou-se uma reducéo de 40% no
tamanho dos animais tratados em comparagdo com os animais do grupo controle,
indicando que a substancia foi capaz de prejudicar o desenvolvimento destes,
corroborando com outras metodologias utilizadas, como o teste de motilidade, onde
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também foram encontrados indicios de toxicidade.

Em condicdes ideais, o adulto de C. elegans pode atingir 1mm de
comprimento (Brenner et al.,, 2002). Nesse sentido, 0os animais submetidos ao
tratamento com ISACN alcancaram taxas de crescimento semelhantes, indicando
baixa toxicidade e influéncia da substancia frente ao desenvolvimento dos vermes

nas concentracoes testadas.

5.5 Ensaio de analise morfologica

A analise morfolégica de animais em testes toxicologicos € fundamental para
compreender os efeitos das substancias no organismo estudado. Em complemento
aos testes bioquimicos e comportamentais que oferecam uma visdo ampliada da
toxicidade, a avaliacdo morfolégica permite identificar danos especificos em tecidos,
orgaos e sistemas, ampliando a compreensao das lesfes provocadas (Witkowska
et al., 2022).

No caso do Caenorhabditis elegans, essa andlise é facilitada pela
transparéncia do corpo do animal, que possibilita a observacao direta de células e
tecidos ao microscépio sem a necessidade de procedimentos invasivos ou uso de

corantes especificos (Kinser et al., 2017).

Assim, em experimentos toxicolégicos com C. elegans, a analise morfologica
torna-se essencial para detectar malformacdes e defeitos no desenvolvimento do
animal, que podem ser resultados da exposicdo a substancias quimicas. Alteracdes
na estrutura de tecidos como musculos, intestino, sistema reprodutivo e a propria
cuticula podem servir como indicadores importantes dos efeitos toxicos do

composto analisado (Akhatova et al., 2017; Xiong et al., 2017).
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Figura 11: Andlise morfolégica da extremidade anterior de Caenorhabditis elegans apés 48 horas

de tratamento com ISACN em diferentes concentragées.

(A e B) grupo controle, destaque para a abertura oral, esé6fago, faringe e cuticula; (C) ISACN 3
pg/mL, evidenciando a abertura oral, faringe e intestino; (D) ISACN 30 ug/mL, mostrando a abertura
oral e a faringe; (E) ISACN 300 pg/mL destacando a abertura oral, faringe e cuticula; (F) DMSO
0,1%, destaque para a faringe e cuticula. Figura em aumento de 10X — microscopio digilab DI-115b.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Na figura 11A e 11B é possivel observar a morfologia dos animais do grupo
controle, os quais se apresentaram de forma integra, com estrutura da abertura oral
(AO) preservada, seguido pelo eséfago (E) conectando a faringe (F) sem alteracdes
evidentes, cuticula (C) integra e de facil visualizacéo.

Na figura 11C o animal tratado com 3 pg/mL de ISACN se apresentou de
forma intacta, com todas as estruturas preservadas, énfase para o intestino (I) com
delimitagbes claras e bem centralizado.

As figuras 11D e 11E representam, respectivamente, 0os animais tratados
com as concentracdes de 30 e 300 ug/mL de ISACN. Enquanto o animal na foto

11F pertence ao grupo DMSO 0,1%. Todos estes mantiveram sua morfologia, sem
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alteracdes evidentes, com abertura oral preservada, faringe aparente e cuticula
intacta e bem delimitada.

Os animais ilustrados em 12A séo representantes do grupo controle, 12B,
12C e 12D séao imagens dos vermes tratados com 3, 30 e 300 pg/mL de ISACN,
respectivamente, enquanto 12E pertence ao grupo DMSO 0,1%.

Da mesma forma que na figura 11, os animais também se apresentaram
integros com sua morfologia preservada. Em 12A e 12B € possivel verificar todos
os componentes do sistema digestério comecando na abertura oral (AO) e
finalizando no anus (A), com destaque para o intestino (I) bem delimitado. Ainda,
estruturas do sistema reprodutivo sdo vistas nas figuras seguintes, como as
gbnadas (G) com presenca de ovécitos (O) e embrides (E), e vulva (V). A cuticula
em todas as situacdes mostrou-se bem delimitada e integra.

Palermo (2021) realizou um estudo semelhante, utilizando o extrato de
Stachytarpheta schottiana rico em alcaloides. Neste trabalho, as concentracfes
mais baixas testadas ja foram capazes de causar alteracdes estruturais, como
desprendimento da cuticula, esdfago irregular, 6rgdos mal delimitados, entre outros
indicativos de toxicidade. Esses que ndo foram encontrados no presente trabalho.

Assim, comparando os resultados obtidos com informacdes padronizadas na
literatura sobre a morfologia do animal, constatou-se que o derivado da isatina
ISACN nao foi capaz de causar mudancas estruturais no organismo de C. elegans
nas concentracdes testadas, indicando que o composto tenha baixa toxicidade e

potencial de promover altera¢cdes morfolégicas aos vermes.
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Figura 12: Analise morfolégica de Caenorhabditis elegans apds 48 horas de tratamento com ISACN

em diferentes concentragées.

(A) grupo controle, destaque para a abertura oral, &nus e presenca de ovos no interior do verme
adulto; (C) ISACN 3 pg/mL, evidenciando o intestino bem delimitado e o anus do animal; (D) ISACN
30 pg/mL, mostrando a cuticula e génadas; (E) ISACN 300 pg/mL destacando a vulva aparente e
embrides circulares no interior do animal adulto, ainda é possivel observar a faringe; (F) DMSO 0,1%,
destaque para a faringe e cuticula. Figura em aumento de 10X — microscopio digilab DI-115b.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024
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6 CONCLUSOES

O presente estudo toxicoldgico ndo clinico avaliou a toxicidade do derivado
ISACN em modelo de Caenorhabditis elegans, por diferentes metodologias.

Dessa forma, com os resultados obtidos a partir da comparacao dos grupos
tratados com o grupo controle, foi observado que no ensaio de eclosdo de ovos, o
derivado da isatina ndo induziu toxicidade embrionaria significativa em nenhuma
das concentracdes testadas. Ja no ensaio de motilidade, a concentracdo mais alta
foi capaz de alterar a contagem de flexdes corporais do nematoide, indicando que
a substancia provocou certo grau de toxicidade neuromotora ao organismo. Ainda,
na metodologia de quantificacdo de batimentos faringeos, o parametro néo foi
significativamente alterado em nenhum dos grupos tratados. Assim como no
experimento de desenvolvimento corporal, onde nenhum dos tratamentos afetou o
crescimento dos animais. Por fim, o estudo morfolégico dos nhematoides submetidos
ao tratamento com ISACN também néo apresentou alteracfes, constatando que a
substancia nas doses testadas ndo foi capaz de causar danos estruturais aos
animais.

Os resultados alcangcados com este modelo in vivo alternativo agregam
informacgdes acerca do nivel de toxicidade desse novo derivado. Sendo assim, foi
possivel concluir que nas concentracdes testadas (3, 30 e 300 pug/mL) o derivado
2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila (ISACN) apresentou baixa toxicidade
frente ao organismo teste, corroborando com estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa, onde foi avaliada a toxicidade in vivo do derivado ISACN em modelo
animal de camundongo, categorizando essa substancia na classificacdo 4 de
toxicidade oral GHS, que indica baixa toxicidade, com uma estimativa de DL50 de
2000 mg/kg, segundo o fluxograma.
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