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Os nemadtodes sdo organismos pertencentes ao filo Nemata (=Nematoda), e constituem o
mais numeroso grupo de metazodrios existente no solo. Para além deste habitat, também se
encontram em elevado nimero em ambientes aqudticos e parasitando animais e plantas. Talvez
nenhum outro grupo taxondémico seja tdo universal quanto ao habitat; no entanto, a maioria das
espécies existentes sdo de vida livre. Entre os animais multicelulares, ocupam o terceiro lugar em
nimero de espécies apds os artrépodes e moluscos, podendo esse nimero talvez ultrapassar o meio
milhdo (Politz & Philipp, 1992). Como qualquer outra forma de vida, os nemdtodes variam
consideravelmente conforme a espécie, existindo assim uma variedade notdvel nas dimensdes, na
forma e no habitat. Os nemédtodes parasitas constituem um importante grupo econdémico, uma vez

que causam elevados danos, tanto a nivel das plantas como de animais (Mota, 1989).

O Caenorhabditis elegans (Fig.1) ¢ um pequeno nemdtode do solo (cerca de 1 mm de
comprimento) que tem sido utilizado como organismo modelo, por mais de 200 laboratérios
mundiais (web sites 2, 3, 4). E o ser vivo mais utilizado para estudos de biologia do
desenvolvimento, genética, envelhecimento e de ecotoxicologia. Este organismo possui uma série
de caracteristicas que o torna ideal para este tipo de estudos: possui um ciclo de vida curto,

dimensdes reduzidas, um pequeno genoma e ¢é facil de cultivar (Quadro 1).

Em 1965 Brenner (web site 1) propds o nemétode C. elegans como modelo bioldgico para o
estudo da genética e desenvolvimento animal, possuindo uma combina¢do de simplicidade e
complexidade, razdo pela qual é bem conhecido. O C. elegans pertence a familia Rhabditidae, um

diversificado grupo de nemdatodes com grande distribuicio em habitats terrestres (Gilbert, 1988). E
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um nematode bacteriéfago facilmente cultivado sob condi¢Oes laboratoriais, sendo alimentado
geralmente de E. coli, sendo possivel obter-se um elevado ndmero de organismos, o que ¢é

fundamental para um bom modelo bioldgico (Gilbert, 1988).

Fig. 1. Hermafrodita de C. elegans sobre cabelo humano (microscopia electrénica de varrimento x200).

Quadro 1-Caracteristicas que tornam o nematode Caenorhabditis elegans, um excelente organismo

para estudos da biologia do desenvolvimento

Caracteristicas vantajosas que tornam o C. elegans um modelo bioldgica ideal

.. Curto ciclo de vida (aproximadamente 3.5 dias a 20°C)

.. Transparentes

. pequenos (1 mm)

. Féaceis de cultivar (E. coli)

.. Nimero constante de células (“eutelia’); 959 células sométicas

.. Hermafroditas & Machos

.. Pequeno genoma (10° bp)

Normalmente sdo mantidos a temperatura de 20-25°C em placas de Petri com agar e E. coli
como fonte de alimento (Wood, 1988). Para além disso, possuem um ciclo de vida relativamente

curto (cerca de 3.5 dias a 20°C) (Byerly; in Zuckerman, 1980). Os adultos sdo normalmente
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hermafroditas (Fig.2b), sendo os machos raros (cerca de 0.2% da populacdo total). Os hermafroditas
produzem tanto odcitos como espermatozdides e sdo organismos protandricos. Cada hermafrodita
produz uma descendéncia de cerca de 200-300 individuos, apresentando portanto uma capacidade

reprodutiva bastante elevada (Bernt & Schierenberg, 1998).

z

O C. elegans ¢ um organismo simples tanto anatomicamente como geneticamente. Essa
simplicidade, aliada a sua transparéncia, permitem a compreensdo do desenvolvimento do
organismo. Os adultos hermafroditas possuem apenas 959 células somaticas enquanto que 0s
machos adultos possuem 1031 (Riddle, 1988) conhecendo-se o niimero e a posicao de todas as
células somdticas. Logo, é o organismo ideal para o estudo de uma variedade de processos

bioldgicos, nomeadamente de embriologia e desenvolvimento (Schierenberg, 1985).

a b

Fig.2 a) Hermafroditas, ovos e juvenis de C. elegans em meio de cultura (x90).

b) Pormenor de hermafrodita (x500) observado ao microscépio electrénico de varrimento,
observando-se a regiao anterior com orificio bucal e a vulva em posicao ventral.

O facto de terem um ciclo de vida curto e de serem transparentes ao longo de todas as fases
do seu ciclo de vida, permite acompanhar todos os acontecimentos celulares durante a
embriogénese, seguindo o desenvolvimento a partir de um tnico ovo até a fase adulta (Wood,
1988). Para além de possuir um grande nimero de caracteristicas que os tornam excelentes
organismos bioindicadores (ou seja, capazes de indicar de forma facilmente observavel, alteracdes
de funcionamento ou desenvolvimento em fun¢do da introduc¢do de substincias externas) possuem

ainda propriedades comuns a todos os nemdtodes, como a divisao, reproducdo, desenvolvimento de
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células, eutelia (ou seja, uma constancia no nimero de células, na espécie) e simplicidade de

organizagdo de tecidos.
Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embriondrio pode ser seguido ao microscépio Optico (em preparacdes

temporérias) utilizando a técnica de interferéncia de contraste diferencial (Nomarski) (Fig.3).
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Fig.3 - Desenvolvimento embrionario do nematode C. elegans em meio de cultura (x400).

Esta técnica pde em evidéncia os diversos gradientes de contraste das células vivas, sem que
seja necessario a sua fixacdo e coloracdo. Os ovos quando montados apropriadamente em laminas
de microscopio com meio de cultura, prosseguem normalmente o seu desenvolvimento.

Normalmente os nidcleos e os nucléolos sdo claramente visiveis; no entanto, os limites das células

sdo por vezes dificeis de identificar (Sulston, 1977).

A embriogénese constitui todo o processo de desenvolvimento que ocorre apds a fase de

fertilizacdo até a eclosdo do ovo (Fig.4). Este processo no neméatode C. elegans é relativamente
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rapido, ocorrendo normalmente durante 11.5 horas a temperatura de 25°C (Schierenberg, in
Zuckerman, 1980). Apds o desenvolvimento embriondrio, o ovo eclode e liberta um jovem verme
denominado larva L,. Este desenvolve-se por mais trés sucessivas fases larvares (L,, L, e L,),
conhecido como desenvolvimento pds-embriondrio; € um processo mais moroso que a

embriogénese, com duracdo de cerca de 40 h a temperatura de 20°C (Wood, 1988) (Fig.4).
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Fig.4-Fases do desenvolvimento embrionario e pds-embrionério a temperetura de 20°C.

O desenvolvimento embriondrio de organismos multicelulares a partir do ovo envolve uma
série de divisdes visivelmente desiguais, em que uma célula d4 origem por divisdo a duas células
filhas, uma relativamente maior do que a outra, e assim sucessivamente (Wood, 1988). O C. elegans
€ um excelente organismo para este tipo de estudos. A embriogénese pode ser considerada em 3

fases:

1) Primeira divisdao e formacdo do zigoto: Apds cerca de 35 min da fertilizacdo ocorre a

primeira divisao assimétrica do ovo. A célula mae da origem a duas células filhas: uma célula maior
e anterior denominada AB e a uma célula mais pequena e posterior denominada P, (Wood, 1988).

Cerca de 10 min depois de concluida a 1* divisdo, a célula AB inicia a 2* divisdo dando origem a
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duas células desiguais: a célula AB , que constitui o polo dorsal do embrido e a c€lula AB, que
constitui o polo anterior do embrido. Trés minuntos apds esta divisdo a célula P, divide-se para
formar a célula EMS e P, (Wood, 1988). Durante esta fase ocorrem uma série de divisdes
assimétricas da qual resultam as células fundadoras e as células da linha germinativa. As células
fundadoras ddo origem a determinados tecidos presentes no adulto. Isto € possivel através da
determinagdo da linhagem de células durante a embriogénese, de tal modo que € possivel tragar a
origem de todas células e tecidos presentes no adulto (Sulston, 1988). As células da linha

germinativa s@o células precursoras das génadas (Wood, 1988).

2) A segunda fase inclui a gastrulag@o, a conclusdo da proliferagdo da maioria das células e
o comego da diferenciacdo de células. A gastrulacdo no C. elegans tem inicio apds a fase de 24
células, a cerca de 100 min apds a 1* divisdao (Deppe et al., in Zuckerman, 1980). Quando o embrido
atinge aproximadamente 30 células, dd-se a postura do ovo. O ovo € libertado do corpo do
hermafrodita pela vulva (Fig.2b), e é depositado no meio, onde prossegue o seu desenvolvimento

(Wood, 1988).

3) A terceira fase inclui a morfogénese, assim como a conclusdo da diferenciacdo de células
embriondrias. Durante a embriogénese o aspecto vermiforme é produzida em grande parte por
alteracdo da forma e organizacdo das células da hipoderme. Este processo € denominado de

morfogénese.

A postura do ovo da-se na fase de gastrulacdo, quando este atinge cerca de 30 células. Para
se poder seguir um maior nimero de fases do desenvolvimento € necessario obter embrides nos
primeiros estados de desenvolvimento. Para isso, é necessdrio efectuar um corte na regido posterior
do hermafrodita de modo a que este possa libertar todos 0s ovos que se encontram no seu interior. O
corte € realizado sobre uma lamina de microscopio contendo meio de cultura (NGM). Quando a
embriogénese dura mais do que um dia, as preparagdes sdo guardadas no frigorifico durante a noite
a temperatura de 6-8°C. Quando colocados a temperatura ambiente, os individuos recomecam o
desenvolvimento. Geralmente, os nemdatodes ndo podem permanecer mais do que 15 h no

frigorifico (Sulston & Horvitz, 1977).
Potencialidades de estudo
O Caenorhabditis elegans constitui um modelo biolégico bastante utilizado para um grande

numero de estudos de desenvolvimento bioldgico: estudos de comportamento, envelhecimento,
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ecotoxicoldgicos e genéticos. Este organismo € utilizado também como modelo para o estudo dos
nematodes fitoparasitas, uma vez que possui um grande nimero de caracteristicas comuns a maioria
dos nemdtodes como a divisdo, reproducdo, desenvolvimento de células e simplicidade de
organizacdo de tecidos. As informacdes genéticas, bioquimicas e anatémicas obtidas deste
organismo podem ser aplicadas directamente em outros nematodes (Ward, 1988). Estes organismos
bioindicadores sao também utilizados para determinar a presenca de contaminantes t6xicos no meio

aquaético e terrestre.

Sendo este organismo um excelente sistema experimental para estudos bioldgicos, foi
recentemente realizado no Laboratério de Nematologia da Universidade de Evora, o primeiro
trabalho com este nematode em Portugal (Diogo, 1999). Este trabalho consistiu na utilizagdo deste
organismo como bioindicador dos efeitos toxicos dos fitocomponentes a erva de Sdo Jodo
(Hypericum perforatum). O desenvolvimento embriondrio deste nematode foi analisado na presenca
de diferentes concentragdes de extracto da erva no meio de cultura. Sendo uma planta com muitos
usos medicinais tradicionais em que o0s seus extractos sd@o normalmente utilizados como
antidepressivos e com propriedades antivirais e antibacterianas, pretendeu-se com este trabalho
avaliar a sua acc¢do toxicologica, utilizando para isso o C. elegans como modelo biologico. Como
conclusdo principal, verificou-se que diferentes concentragdes de extracto de Hypericum
perforatum, quando adicionadas ao meio de cultura ndo induziram qualquer tipo de alteracdes no
desenvolvimento embriondrio. O ovo desenvolve-se normalmente desde o zigoto até a fase larvar,

sem que haja alteracdes visiveis na morfologia do ovo.
Para concluir

O nematode Caenorhabditis elegans representa sem didvida um excelente modelo biolégico
com inimeras vantagens. Tendo em conta as caracteristicas referidas acima, podemos classificar
este nemdtode como um organismo relativamente simples, possivel de ser utilizado num

variadissimo nimero de estudos. E um dos modelos bioldgicos de escolha para o século XXI,
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