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Resumo

As planarias s&o organismos de escolha para a realizacdo de uma ampla gama
de estudos basicos, abrangendo desde aspectos ecotoxicoldgicos até abordagens
de biologia celular e molecular. Isso se deve, especialmente, a capacidade
extraordinaria de regeneragédo destes organismos e a presenga de células-tronco
somaticas (neoblastos) no adulto. Portanto, a disponibilizacdo de espécies e
linhagens de planarias com caracteristicas fisiolégicas bem definidas é
fundamental. As espécies Girardia tigrina e Girardia schubarti, nativas do Rio
Grande do Sul, foram estudadas quando ao modo de reproducéo, ciclo de vida,
capacidade de regeneragéo e a suscetibilidade a agentes toxicos e mutagénicos.
Em ambas as espécies, o0 modo de reprodugao correlaciona-se com a ploidia;
individuos dipldides s&do geralmente sexuados e os individuos tripldides e
mixoploides sdo exclusivamente fissiparitarios. Planarias fissiparitarias geram um
numero menor de descentes e sdo mais longevos do que as sexuadas. A
freqUéncia de reproducao sexuada e a longevidade em ambas as espécies sofre
influéncia das condi¢gdes ambientais, mas alteragcbes ambientais ndo levam a
trocas entre os modos de reproducao sexual e assexual. G. tigrina e G. schubarti
apresentam capacidades similares de regeneracéo e suscetibilidades a agentes
clastogénicos. Assim, ambas as espécies permitem avaliagbes da toxicidade
aguda e/ou cronica de amostras de interesse através de bioensaios de
mortalidade/mobilidade, de regeneracdo, de micronucleos e de reprodugao. Tais
ensaios foram padronizados para a avaliacdo dos efeitos da exposicao de G.
tigrina a solugbes de sulfato de cobre. Portanto, este trabalho disponibilizou um
sistema padronizado de bioensaios rapidos, sensiveis e baratos para
biomonitoramento ambiental dos ecossistemas de agua doce. Além disso, os
resultados obtidos forneceram subsidios para estudos dos mecanismos de
manutencdo de neoblastos, os quais sao diretamente responsaveis pela

regeneragao, pela homoeastase dos tecidos e pela reprodugéo.



Abstract

Planarians are organisms of choice for realization of a wide series of basic studies
including from this ecotoxicology aspects until cellular and molecular approach,
especially due their regeneration extraordinary capacity and the presence of
somatic stem cell in adult organisms. Thus, the availability of species and lineage
with knowledge well physiological characters is fundamental. The native species
from Rio Grande do Sul State, Girardia tigrina e Girardia schubarti were studied as
how as reproductive modes, life cycle, regenerative capacity e toxicity,
susceptibility to teratogenic and mutagenic agents. In both species, there was
inter-relation between reproductive mode and ploidy. Diploid individuals were
usually sexual (in G. schubarti, ~20 % from hatchlings were mixoploids) and
triploid and mixoploid individuals were exclusively fissiparous. Fissiparous
planarians produce smaller progeny, and were more long-life than sexual
planarians (but mixoploid G. schubarti individuals died in temperatures as low as
6°C). In both species the reproduction sexual frequency and the longevity undergo
influence of the environmental conditions, nevertheless did not observed switching
of sexual and asexual reproduction modes. G. tigrina and G. schubarti species
shown similar regeneration capacity and clastogenic agent susceptibility. Thus,
both species consent assessment of acute and/or chronic toxicity of choice
samples by lethality/mobility, regeneration, micronuclei, and reproduction, as proof
for G. tigrina exposed in copper sulfate solutions. Hence, this work provided a
rapid, sensitive and expensive standard bioassay system for environmental
biomonitoring of freshwater ecosystems, based in native organisms from Rio
Grande do Sul State. Besides, the obtained results provide foundation for future
studies of the mechanisms of stem cells (neoblasts) maintenance, which were
directly responsible by regeneration, by homeostasis of all tissue and by

reproduction.



1. Introducéo
1.1 Sistematica, habitat e nicho ecoldgico de G. tigrina e G. schubarti

O filo Platyhelminthes apresenta uma grande diversidade de organismos,
que gradualmente fazem uma transi¢cao evolutiva entre organismos de vida livre a
parasitos. Ele é, portanto, € um dos mais instrutivos em biologia funcional e
evolutiva (RUPPERT et al., 2005). Este filo inclui vermes chatos tanto de vida livre
(Classe Turbellaria), ectoparasitas (Classes Temnocephalidae) e parasitas

(Classes Trematoda e Cestoda).

O nome planarias é genericamente aplicado aos membros da classe
Turbellaria, que sado predominantemente aquaticos, havendo poucos terrestres
(SLUYS, 1989). As planarias de agua doce (infraordem Paludicola) sdo habitantes

de bentos de lagos, pogas, riachos e nascentes.

As planarias paludicolas que ocorrem na Ameérica do Sul pertencem a
familia Dugesiidae e ao género Girardia (VRIES & SLUYS,1991). As espécies de
planarias que ja foram coletadas no Rio Grande do Sul sdo Girardia (Cura)
schubarti (Marcus, 1946), Girardia tigrina (Girard, 1850), Girardia anderlani
(Kawakatsu et al., 1983), Girardia uroriograndeana (Kawakatsu et al., 1992),
Girardia arndti (Marcus, 1946) e Girardia biapertura (SLUYS et al., 1997). As duas
primeiras espécies, objetos de estudo desta tese, sdo as relativamente mais

abundandes e conhecidas.

As espécies G. tigrina e G. schubarti sdo organismos livre-nadantes e
habitantes de ecossistemas paludicolas |énticos (lagos e lagoas) e Ibticos
(nascentes de rios e riachos), respectivamente (KNAKIEVICZ et al., 2007). Assim,
as espécies de planarias possuem microhabitats especificos, o que pode levar a
diferencas em sua distribuicdo geografica, como pode ser observado para a
distribuicdo de G. tigrina e G. schubarti no Rio Grande do Sul (ver Figura 1).
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Figura 1. Distribuicao geografica e caridtipos de planarias paludicolas no Estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. Os pontos e setas indicam onde planarias dipldides e poliploides (tripldides ou
mixopldides) foram encontradas, respectivamente. (a) Regides morfogeolégicas do Rio Grande do
Sul (mapa adaptado de Ramgrab et al., 2000). Ocorréncia de planarias da espécie G. schubari (b)
e G.tigrina (c). Caridtipos 2n e 3n da espécie G. schubarti (d,e,); da espécie G. tigrina
(f,g)(modificado de KNAKIEVICZ et al., 2007).

Planarias s&o organismos de ciclo de vida simples, os quais sobrem
influencias das condigdes de alimentacdo, do tamanho populacional
(KOSTELECKY et al., 1989), das estacdes do ano (GAMO & NORENA-
JANSSEM, 1998) e da assimilacdo de poluentes (INDEHERBERG et al., 1999).
As planarias sao predadores de pequenos invertebrados e larvas de insetos,
detritivoros e servem de alimento a invertebrados e vertebrados predadores,
portanto ocupam diversos niveis da teia alimentar. Devido a essas caracteristicas,
planarias sdo bons candidatos como organismo-teste nativo alternativo para o uso

no monitoramento da poluicao aquatica.

1.2 Caracteristicas anatdomicas e fisioldgicas gerais das planarias

Planarias s&o animais pequenos, achatados dorso-ventralmente,

bilateralmente simétricos e acelomados, que tém o corpo coberto por uma



epiderme unilaminar, ciliada e glandular (RUPPERT et al., 2005). Nao apresentam
sistema circulatério, mas possuem protonefridios para a secrecdo e musculatura
bem desenvolvida. O sistema nervoso central (SNC) é composto por um cérebro
bilobular na regido anterior do animal e por dois corddes ventrais longitudinais
(AGATA, et al.,, 1998), com varias fungcbes e dominios estruturais definidos
molecularmente (MINETA et al., 2003, CEBRIA et al., 2002) que correspondem
aos fotoreceptores (ocelos), estatocistos (receptores de gravidade) e
quimioreceptores (auriculas, usadas na localizagéo de alimentos e de conjuges).
O cérebro participa do controle da reprodugdo sexuada (FAIRWEATHER &
SKUCE, 1995), da reprodugdo assexuada (MORITA & BEST, 1984) e da
regeneragao (MARTELLY & FRANQUINET, 1984).

Nas planarias, a cavidade digestiva é geralmente de fundo cego, sendo a
boca, equipada com uma faringe protraivel, usada tanto para ingestdao quanto
para egestdo (RUPPERT et al.,, 2005). Estes organismos sao principalmente
carnivoros e predam invertebrados (protozoarios, rotiferos, larvas de insetos,
crustaceos, lesmas e anelideos). Enzimas proteoliticas auxiliam na perfuragdo do
corpo da presa e o conteudo parcialmente digerido e liquefeito € bombeado para
o interior do trato digestivo pela peristalse faringea. As planarias liberam o
excesso de agua e, provavelmente, outros residuos metabolicos usando os

protonefridios, que estdo espalhados por todo o corpo.
1.2.1 Reproducéo e desenvolvimento

Muitas espécies de planarias consistem de ragas distintas, cuja definicao
esta tipicamente associada ao nivel de ploidia e ao modo de reproducéo
(D"SOUZA et al., 2004). Por exemplo, a espécie G. tigrina consiste de individuos
diploides (2n = 16) e tripldides (3n = 24), enquanto G. schubarti pode consistir de
individuos simpatricos dipldides (2n = 8), tripldides (3n = 12) e mixopldides (2n = 8
e 3n = 12) (ver Figura 1). Geralmente, individuos dipldides sdo sexuados e os
poliploides (tripldides e mixopldides) sdo assexuados (STORHAS et al., 2000).

Quando sexuadas, as planarias sao hermafroditas e reproduzem-se por

copula simultdnea e fecundacgao interna (RUPPERT et al., 2005). Companheiros



de cépula trocam quantidades similares de esperma e este fato pode ajudar a
explicar o estabelecimento e manutencdo do hermafrodismo, pois machos ou
fémeas puras poderiam ser desvantajosos ou deficientes em uma populagéo onde
os acasalamentos dependem da reciprocidade (VREYS & MICHIELS, 1998). O
desenvolvimento dos ovos fecundados é direto e estes ovos, juntamente com
goticulas de vitelo, sao envolvidos por uma capsula (RUPPERT et al., 2005). Por
serem animais pequenos, produzem poucos casulos (capsulas de ovos), que
contém também poucos filhotes (de 3 a 15) e sdo cuidadosamente fixados em
rochas. Ha uma correlagéao positiva entre o tamanho dos casulos e o0 numero de
filhotes, mas a correlagéo € negativa entre o numero e o tamanho dos filhotes em

uma mesma capsula (PREZA, 1995).

Quando assexuadas, as planarias podem ser partenogénicas ou
fissiparitarias (RUPPERT et al., 2005). Individuos partenogénicos geram filhotes a
partir de dvulos ndo fecundados, no entanto, sdo dependentes da copula pois os
ovulos partenogenéticos necessitam dos espermatozoides para a indugdo do
desenvolvimento embrionario (D"SOUZA et al., 2004). Planarias fissiparitarias, em
geral, dividem-se em duas partes e entdo regeneram as partes faltantes apés a
separagao, em um processo conhecido como arquitomia. O plano de fissao, com
frequéncia, se forma atras da faringe e a separagdo parece depender da
locomocgao: a extremidade posterior do verme prende-se ao substrato, ao passo
que a metade anterior continua a se mover para a frente, até que as regides se
separem. Sao conhecidos muitos fatores que controlam a frequéncia de fisséao,
incluindo a temperatura da agua, as condi¢des de alimentagdo e o ritmo
circadiano (HORI & KISHIDA, 1998; ITOH et al., 1999). Nos metazoas, a
correlagao entre a ocorréncia de fissiparidade e de regeneragao pode sugerir que
€esses processos surgiram juntos, ou seja, a regeneragao poderia ser uma co-
opcdo dos mecanismos de fissiparidade (SANCHEZ ALVARADO, 2000).

1.2.2 Regeneracao

A regeneragcdo € um dos mais fascinantes e interessantes problemas da
biologia, pois esta correlacionada com o desenvolvimento, isto é, aos processos

de proliferagdo celular, morfogénese e organogénese (SANCHEZ ALVARADO,



2000). Quase todos os filos possuem uma ou varias espécies capazes de
regenerar. A ampla variedade e as distancias evolutivas que existem entre os
animais capazes de realizar a regeneragcdo de partes perdidas do corpo e, em
alguns casos, de regenerar todo o organismo a partir de distintas partes de seu

corpo, sao realmente surpreendentes.

As estratégias utilizadas por cada animal para a regeneragao sao questdes
de grande interesse da pesquisa contemporanea. A regeneragdo nos Metazoa
pode ser classificada em morfalaxia e epimorfose. No primeiro caso, a
diferenciacdo de novas estruturas no regenerante surgem na auséncia de
proliferagdo celular, como, por exemplo, em hidras (HOLSTEIN et al., 1991). No
segundo caso, ha exigéncia de proliferacdo celular. A regeneracéo epimoérfica
estd dividida em duas categorias: a regeneragdo ndo-baseada no blastema
(regeneracao de anfibios e do figado e ossos humanos) e a regeneragao baseada
no blastema (regeneracéo de planarias) (SANCHEZ ALVARADO, 2000).

A regeneracdo blastemal envolve a formagdo de uma estrutura
especializada, conhecida como blastema de regeneragao, pela interagao dorso-
ventral de tecidos durante o fechamento da ferida por contragdes musculares
(KATO et al., 1999). Esta estrutura é similar em forma e organizacao aos brotos
embriolégicos dos membros durante a embriogénese de invertebrados e
vertebrados (SANCHEZ ALVARADO, 2000). Dependendo do organismo, o
blastema de regeneragao pode formar-se horas apés a amputagédo ou ferimento.
As partes perdidas sao regeneradas a partir da diferenciacdo do blastema, como
ocorre em planarias, moluscos, equinodermos e urocordatos e na regeneragao de
membros ou caudas de vertebrados. Essa similaridade observada entre
blastemas de diversos metazoarios pode ser explicada pela origem ancestral

comum dos processos de regeneragao.

As planarias apresentam capacidade de regeneracdo sem paralelo,
exibindo uma plasticidade excepcional no desenvolvimento, que permite que se
regenerem completamente quando cortadas transversal ou longitudinalmente ou
em pequenos fragmento, que podem ter apenas 1/279 do tamanho de seu corpo

(MORGAN, 1898). Quando uma planaria é cortada, a regido do corte é



rapidamente fechada por contragdes musculares (SCHUMANN & PETER, 1998).
Como consequéncia, a parte dorsal adere-se a parte ventral induzindo a
expressdo de genes especificos que sinalizacdo a formagdo do blastema
(epimorfose) (INOUE et al., 2004). No blastema n&o ocorre divisbes celulares,
somente migracado da progénie dos neoblastos do mesénquima (REDDIEN et al.,
2005). No blastema, entéo, estas células diferenciam-se em células especificas
utilizando-se das informagdes posicionais relativas do fragmento de origem
(REDDIEN & SANCHEZ ALVARADO, 2004). As estruturas interpoladas formadas
na regiao blastema/toco também coordenam a producéo de sinais moleculares
para o rearranjo dos padrdes do corpo (morfalaxia) através repadronizagao da
expressdo dos genes Hox ao longo do eixo dorso-ventral e do eixo antero-
posterior no novo organismo (INOUE et al., 2004). Além do fechamento da ferida,
a participacdo ativa do sistema nervoso € importante para a formacdo bem
sucedida do blastema (AGATA, 2002).

Recentemente, a investigagdo dos processos moleculares de diferenciagao
em planarias tem sido intensificada (ver, por exemplo, GONZALEZ-ESTEVEZ et
al., 2003; REDDIEN et al., 2005a; GUO, 2006), mas ha ainda muitas questdes

nao esclarecidas.

1.2.3 Neoblastos

Uma caracteristica fundamental das planarias € a presenga de uma
populacao relativamente grande (20 a 30% do numero total de células) de células-
tronco conhecidas como neoblastos (BAGUNA et al., 1989). Os neoblastos s&o
células pequenas e indiferenciadas, com pouco citoplasma e nucleo proeminente
(HORI & KISHIDA, 1998; SCHUMANN & PETER, 2001). A importancia dos
neoblastos na biologia dos turbelarios € amplamente reconhecida. Eles sao
responsaveis pelo restabelecimento de todos os tipos celulares durante o
desenvolvimento e, nos adultos, sdo as unicas células mitoticamente ativas,
originando todos os tipos de células diferenciadas durante a reposigao celular e a
regeneracao (GSCHEWENTNER et al., 2001; REDDIEN et al., 2004), incluindo a



linhagem germinativa (SATO et al., 2006).

No adulto, os neoblastos parecem estar dividindo-se regularmente e nao
permanecem quiescentes por mais de trés dias (SANCHEZ ALVARADO, 2000).
Entretanto, apdés alimentacdo ou corte, ha um rapido aumento na atividade
mitética dos neoblastos (BAGUNA, 1974). Apesar do estado dindmico da
renovacao celular de todos os tecidos, os neoblastos localizam-se exclusivamente
no mesénquima, um compartimento bem definido espacialmente (SALVETTI et
al., 2000), e migram ap0os proliferacdo para outras regides (por exemplo, a regido
anterior aos fotorreceptores, originalmente sem neoblastos), onde se
diferenciaram para substituir células mortas (SANCHEZ ALVARADO, 2000;
REDDIEN et al., 2005b). Durante a regeneracdo, a proliferacdo celular esta
restrita ao compartimento mesenquimal, ocorrendo no blastema somente
diferenciagao celular (SALVETTI et al., 2000).

Essas carasteristicas contrastam diretamente com a falta de flexibilidade
dos tecidos de Caenorhabditis elegans e de Drosophila melanogaster,
organismos-modelo para estudos de desenvolvimento, que carecem de células-
tronco somaticas. Assim, as planarias oferecem uma excelente oportunidade para
estudo tanto da biologia do desenvolvimento quanto, mais especificamente, das
células-tronco somaticas (SANCHEZ ALVARADO & KANG, 2005). O estudo de
células-tronco de planarias pode também servir como um modelo para as
investigacbes sobre células-tronco de organismos mais complexos, incluindo
seres humanos. Além disso, estudos genémicos em planarias podem contribuir
para a biomedicina, dado a dificuldade de manipulagdo experimental dos
platielmintos parasitas, através da identificacdo de genes especificos deste grupo
e assim colaborar na identificacdo de moléculas canditadas a interacéo
terapéutica (SANCHEZ ALVARADO et al., 2002).

1.3 Monitoramento Ambiental

O impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteragdo das
propriedades fisicas, quimicas ou biolégicas do meio ambiente resultante de

atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetem a saude, a seguranga e



0 bem-estar da populagdes humanas; das atividades sociais e econdmicas; da
biota; das condi¢des estéticas e sanitarias do ambiente e da qualidade dos
recursos ambientais (Resolugdo do CONAMA n.° 01 de 23/01/86). A avaliagao
preliminar de riscos ecoldgicos é realizada através do monitoramento ambiental
preventivo dos ecossistemas em risco. Em fungdo da grande diversidade de
impactos ambientais sobre os ecossistemas aquaticos, o controle ambiental de
riscos ecoldgicos deve envolver uma abordagem integrada, através do
monitoramento da qualidade fisica, quimica e biolégica da agua, bem como a
avaliacdo da qualidade estrutural de habitats (GOULART & CALLISTO, 2003).
Para atender a essa demanda, o uso de organismos bioindicadores é
recomendada. Bioindicador € todo e qualquer organismo, ou um conjunto de
organismos, que permitem caracterizar o estado de um ecossistema e evidenciar
tdo precocemente quanto possivel as modificagdes naturais ou provocadas neste
(NASCIMENTO, et al., 2006).

Nos ambientes aquaticos, vertebrados e invertebrados sao diretamente
expostos ao polutentes (VARGAS et al, 2001). Portanto, para o
biomonitoramento destes ambientes, recomenda-se a utilizacdo de espécies
nativas, em um numero minimo de trés: um representante dos produtores; um
representante dos consumidores primarios e/ou secundario; e um representante
dos consumidores secundarios e/ou terciarios (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).
O estudo ecolégico de invertebrados bentbnicos nativos como bioindicadores de
qualidade de agua, € amplamente utilizado na Australia, nos Estados Unidos, no
Canada e em diversos paises em diversos paises da Europa. No entanto, a
utilizagcado destes organismos em estudos de impacto ambiental ainda € incipiente

no Brasil (menos de 20 anos).
1.3.1 Testes de toxicidade ambiental

Os ensaios de toxicidade desenvolvidos em laboratorios sdo uteis e
necessarios para a caracterizacdo de amostras ambientais, embora diversos
fatores possam afetar os resultados. Por exemplo, pode haver divergéncias
relacionadas aos procedimentos experimentais, aos organismos-teste utilizados

ou a fatores ambientais. Assim, a utilizacdo de métodos padronizados é



recomendada para minimizar as variabilidades, melhorar a precisédo e a
reprodutibilidade dos testes e permitir que os resultados gerados em diferentes
laboratérios possam ser comparados entre si (ARAGAO & ARAUJO, 2006). Além
disso, a escolha dos organismos e a interpretacdo dos resultados devem ser
feitas criteriosamente. Por exemplo, os resultados de ensaios de toxicidade com
organismos aquaticos nao podem ser extrapolados para organismos de lodo, de
solo ou para organismos marinhos. Diversos ensaios de toxicidade ja foram
desenvolvidos e padronizados, pois é necessaria a disponibilizagdo de uma
grande variedade de teste para que sejam atendidas as demandas especificas de
cada ambiente a ser monitorado. (ZAGATTO E BERTOLETTI, 2006).

1.3.2 Ouso de planéarias no monitoramento de impactos ambientais

As planarias sdo amplamente distribuidas em nascentes de rios, riachos,
lagos e lagoas (KNAKIEVICZ et al., 2007), biomas extremamente vulneraveis a
degradacao antropica (SALA et al., 2000), as quais sao sensiveis tanto a poluicéo
organica (BEST & MORITA, 1991) quanto as modificagbes estruturais dos
ambientes (GAMO & NORENA-JANSSEM, 1998). Elas tém sido usadas como
organismos-testes para detecgdo de poluicdo ambiental deste 1940 (ERICHSEN
JONES, 1940), e ja foi demonstrado em diversas espécies de planarias de
diferentes partes do mundo que s&o orgnismos sensiveis a inumeros poluentes
ambientais, apresentando potencial para a deteccao dos efeitos associados a
exposicao a agentes toxicos, teratogénicos e genotdxicos (BEST, & MORITA,
1991; CALEVRO et al, 1998, 1999; PRA et al., 2005). Assim, dentre os
invertebrados bentdnicos aquaticos, as planarias permitem a avaliagao do efeito
dos poluentes através da analise de diferentes bioensaios, os quais detectam
efeito em distintos niveis da organizagao bioldgica, tais como molecular, celular,
morfoldgico e fisioldgico ou compartamental (BEST & MORITA, 1991, CALEVRO
et al.,, 1998, 1999, GUECHEVA et al.,, 2001), permitindo a obtencdo de
informagdes complementares partir de diferentes biomarcadores sobre a

toxicidade das amostras avaliadas.

Desta forma, as informagdes acima sugerem que as planarias séao

organismos promissores para 0 uso tanto como organismos-teste quanto como



organismos bioindicadores da qualidade dos ambientes aquaticos. Assim,
planarias potencialmente podem ser uteis na ecotoxicologia, a qual busca integrar
o monitoramento da toxicidade de poluentes e com a conservagdo visando

garantir a manutencéo integral da saude dos ecosistemas.



2. Objetivos

O filo Platyhelminthes apresenta uma composicéo filogenética bastante
interessante para estudos de evolugdo comparada, entre outros, mas ainda
carece de espeécies-modelo melhor caracterizadas que viabilizem o estudo do
desenvolvimento. Planarias surgem como os platelmintos de vida livre de escolha
para a realizagdo de uma ampla gama de estudos basicos, abrangendo desde
aspectos ecologicos até abordagens de biologia celular e molecular. Estes
organismos sao particularmente atrativos para a pesquisa cientifica, pois
apresentam grande capacidade de regeneragdo, a qual envolve processos
similares as observadas na embriogénese de vertebrados, tais como proliferagéo,
diferenciagcdo e migracao celulares, morfogénese e organogénese. Além disso,
devido a sua sensibilidade a poluentes ambientais, presta-se muito bem a estudos
ecotoxicoldgicos. Contudo, para a utilizagdo destes organismos como sistemas-
modelo tanto para estudos basicos de desenvolvimento como estudos aplicados
de ecotoxicologia, ha necessidade da disponibilizacdo de espécies e linhagens

com prévia caracterizacgao fisiologica.

O uso de planarias em ecotoxicologia, como organismos bioindicadores,
demanda conhecimentos prévios sobre 0 seu comportamento na natureza e no
laboratério (STOHLER et al., 2004), bem como a identificacdo de marcadores de
resposta bioldgica, i.e. biomarcadores, que demonstram desvios da normalidade
frente a poluentes ambientais ou compostos especificos (NASCIMENTO et al.,
2006). Uma vez identificados, os biomarcadores podem ser ferramentas uteis
para a caracterizacdo de fendtipos, etapa fundamental para a selegcdo de
individuos e populagdes com diferentes caracteristicas fisioldgicas e para o
estabelecimento de linhagens bem caracterizadas para estudos mais refinados,
em nivel celular e/ou molecular, por exemplo. O estabelecimento de linhagens de

planarias também pode contribuir para o aprimoramento de testes



ecotoxicoldgicos, uma vez que tais linhagens sao candidatas promissoras para o

biomonitoramento da poluicdo ambiental.

Considerando os aspectos mencionados acima, o presente trabalho teve
por objetivo principal caracterizar populagdes nativas de planarias G. tigrina e G.
schubarti do Rio Grande do Sul, cultivadas em laboratério e padronizar com elas

alguns testes de ecotoxicoldgicos para detecgao de poluentes aquaticos.

O estudo foi subdividido em duas areas, correspondendo a primeira delas
aos resultados descritos nos Capitulos | e IV e a segunda correspondendo aos
resultados descritos nos Capitulos Il e Ill. Os objetivos especificos de cada area

do estudo estao listados abaixo:

1 — Caracterizacado de ciclos de vida, modos de reproducdo e de processos de
regeneragao (Capitulo | e IV)

e Caracterizar o modo de reproducdo de G. tigrina e G. schubarti,
verificando as influéncias da ploidia, da densidade populacional, de
alteracgdes fisico-quimicas da agua de cultivo e da alimentacéo.

e Avaliar a capacidade regenerativa de G. tigrina e G. schubarti em
diferentes estagios de desenvolvimento e em diferentes condigdes
ambientais.

e Avaliar a longevidade das populagdes de G. tigrina dipldide (sexuada) e

de G. schubarti.mixoploide (assexuada).

2 — Caracterizar a suscetibilidade de G. tigrina e G. schubarti a agentes téxicos
(Capitulos Il e 111).
e |dentificar biomarcadores para exposicbes agudas ou crbnicas a
compostos toxicos, teratogénicos e/ou mutagénicos.
e Padronizar e validar o ensaio de micronucleos em neoblastos de G.
tigrina diploide e G. schubarti mixoploide
e Padronizar bioensaios para a avaliagdo dos efeitos de toxicidade aguda
de poluentes aquaticos em diferentes niveis da organizagao biolégica

(molecular, celular e sistémico) de G. tigrina.



3. Resultados

3.1 Capitulo | - Reproductive modes and life cycles of freshwater

planarians (Platyhelminthes, Tricladida, Paludicula) from southern Brazil

Tanise Knakievicz, Sabrina Moura Vieira, Bernardo Erdtmann, Henrique

Bunselmeyer Ferreira.

Artigo publicado em Invertebrate Biology 125: 212-221, 2006.



3.2  Capitulo Il - Planarian neoblast micronucleus assay for mutagenicity

evaluation

Tanise Knakievicz, Priscila Alves da Silveira & Henrique Bunselmeyer Ferreira.

Manuscrito submetido a revista Mutation Research



3.3  Capilulo Il - Evaluation of copper effects upon G. tigrina freshwater

planarians based on a set of biomarkers

Tanise Knakievicz & Henrique Bunselmeyer Ferreira.

Manuscrito submetido a revista Ecotoxicology and Environmental Safety



3.4 Capitulo IV - Avaliacdo da capacidade de regeneracdo e da

longevidade de G. tigrina e G. schubarti



3.4.1 Introducéo

Planarias sao organismos unicos no reino animal quanto a presenca de
uma populagdo especial de células totipotentes, os neoblastos (REDDIEN &
SANCHEZ ALVARADO, 2004). A importancia dos neoblastos na biologia dos
turbelarios €& amplamente reconhecida. Eles s&o responsaveis pelo
restabelecimento de todos os tipos celulares durante desenvolvimento,
crescimento, regeneracdo e reposigdo de células mortas. Para o estudo dos
mecanismos moleculares da manutengdo dos neoblastos das planarias, € pre-
requisito conhecer a longevidade das planarias e as alteracbes na capacidade
regenerativa e reprodutiva decorrentes do aumento da idade. A capacidade
regenerativa e capacidade reprodutiva s&o dois parametros indiretos que

permitem avaliar a homestase dos neoblastos ao longo da vida das planarias.
Para atingir os objetivos, este trabalho foi subdividido em duas etapas:

12 Verificar a capacidade de regeneracdo de individuos juvenis e adultos das
espécies e G. tigrina (GtPop1, linhagem sexuada) e G. schubarti (GsPop1,
linhagem sexuadas e GsPop2 e GsPop3, linhagens assexuadas) através da
quantificacédo do tempo regeneragcao da cabega em individuos previamente

decapitados.

22 Acompanhar o ciclo de vida da populagédo G. tigrina sexuada (GtPop1) e das
populagdes G. schubarti assexuadas (GsPop2 e GsPop3) para verificar o
efeito da longevidade sobre a reprodugdo sexuada através dos indices de
fertilidade e fecundidade e sobre a reproducao assexuada através dos indices

de fissiparidade, respectivamente.
3.4.2 Materiais e Métodos
3.4.2.1 Planarias

As espécies e populacdes de planarias estudadas foram G. tigrina, dipléide
adultas (GtPop1, com idade de de 3 a 4 meses e com 10 - 13 mm de

comprimento); G. schubarti, em dipldides jovem (GsPop1, com idade de 3 a 4



meses e com ~ 8 - 10 mm de comprimento), em dipléides adultos (com idade
superior a 18 meses e com 20 - 30 mm de comprimento) e em mixopléides
(populagéo fissiparitaria) (GsPop2 e GsPop3, com idade indeterminada e com ~

15 mm de comprimento).

3.4.2.2 Avaliacdo da capacidade regenerativa das planarias G. tigrina e G.

schubarti.

A capacidade de regeneracdo de G. tigrina (diploides) e G. schubarti
(dipléides e mixoploides) foi avaliada através da determinagdo do tempo
necessario para o surgimento das auriculas e ocelos apés decapitagdao, como
descrito no Capitulo | e através da mobilidade das planarias durante o processo
de regeneragdo, como descrito no Capitulo Ill. Durante os experimentos, as
planarias regenerantes eram mantidas em condi¢gbes padrdes de temperatura (21
+ 2°C), fotoperiodo (C:E, 12h:12h) e luminosidade (35 FC), ou em condi¢des
modificadas de temperatura (28 + 2°C), de luminosidade (0; 0,1; 8; 40,5 e 46,2
FC) de fotoperiodo, (claro constante, C:C, e escuro:escuro, E:E) ou na presenga
de campo eletromangnético (CEM) fraco (834 MHz, 32-54 V/m) por 8 h/dia

durante a periodo de regeneracao.

3.4.2.3 Avaliacdo da ciclo de vida das planarias G. tigrina.

A sobrevivéncia, a fertilidade e a fecundidade de populag¢des de G. tigrina
dipléides foram analisadas como descrito no Capitulo |, para avaliacdo do efeito
da densidade populacional, da quantidade de sais na agua de cultivo e da
longevidade. Para verificar o efeito da densidade populacional sobre a
reproducdo, populacdes com 20 a 60 individuos:L™' foram monitoradas por 14
semanas. Para verificar o efeito da quantidade de sais na agua sobre a
reproducgao e a longevidade, populagdes com inicialmente 60 individuos:L™" foram
monitoradas por ~189 semanas em agua com concentragcéo padrdo, com redu¢ao

de 50% e com acréscimo de 3x na quantidade de sais.

3.4.2.4 Analises estatisticas.

Os procedimentos estatisticos utilizados estdo descritos nos Capitulos | e



Ill, seccao Material and Methodos — 2.5 Mobility assay e 2.6 Regeneration assay.
3.4.3 Resultados

3.4.3.1 Avaliacio da capacidade regenerativa de planarias G. tigrina e G.

schubarti.

Em condi¢bes padrdoes, 21 + 2°C, fotoperiodo C:E (12h:12h) e
luminosidade de 35 FC, para planarias dipldides e adultas da espécie G. tigrina
planarias adultas foi observado que o surgimento de ocelos e auriculas no 3° ou
no 4° dia apds a decapitacao (Capitulo Ill, Table 4), assim como para planarias
jovens dipléides e as mixopldides da espécie G. schubarti (Figura 2E,D e 3E,D).
No entanto, para planarias dipldéides e adultas da espécies G. schubarti foi
requerido o dobro do tempo para a surgimento destas estruturas (ver Capitulo ).
Portanto para a espécie G. schubarti, os jovens dipléides e os mixopldides tém
similar capacidade de regeneragado e regeneram mais rapido do que os adultos

dipléides.

No entanto, alteragdes no tempo de regeneragdo podem ser introduzidas
por alteracdes das condi¢gdes ambientais. O efeito da luminosidade de 0 a 46,2FC
sobre o tempo de regeneragao da cabeca de planarias G. tigrina dipldides adultas
decapitadas foi avaliado. Nao houve diferencas significativas no tempo de
regeneragao nas luminosidades testadas (0,1 a 46,2). No entanto, luminosidade
constante (C:C) de 35 FC acelerou o tempo de regeneragao (Figura 4A),
enquanto que a auséncia total de luz (0 FC) retardou a regeneragdo em mais de 4
dias. As alteragdes na regeneragéo causadas pela presengca CEM foram similares
em G. tigrina e G. schubarti (Figura 4B). O aumento na temperatura levou a uma
reducado no tempo de regeneragao em G. tigrina (2n) (Figuras 4C e 4D) em G.

schubarti (2n/3n) (dados ndo-mostrados).
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Figura 2. Andlise de diferentes parametros para acompanhamento do processo regeneragéo de
G. schubarti 2n jovem (2 - 3 meses de idade). Os graficos da coluna da esquerda corresponde aos
fragmentos da cabeca, os da coluna central corresponde aos fragmentos do meio do corpo e os
da direita correspondem aos fragmentos da cauda. Pardmetros analisados: A) movimento dos
regenerantes (numero de linhas cruzadas por unidade de tempo); B) Tamanho dos regenerantes
(cm); C) Correlagdo de Pearson entre mobilidade e o tamanho dos regenerantes. D) Tempo
necessario (dias) para surgimento (detectado visualmente, em lupa) dos primeiros rudimentos dos
ocelos; E) Tempo necessario (dias) para surgimento (detectado visualmente, em lupa) dos

primeiros rudimentos das auriculas.
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Figura 3. Analise de diferentes pardmetros para acompanhamento do processo regeneracao de

G. schubarti mixopléide (populacéo clonal). Os gréaficos da coluna da esquerda corresponde aos

fragmentos da cabega, os da coluna central corresponde aos fragmentos do meio do corpo e os

da direita correspondem aos fragmentos da cauda. Parametros analisados: A) movimento (numero

de linhas cruzadas por unidade de tempo); B) Tamanho (cm); C) Correlagdo de Pearson entre

mobilidade e o tamanho dos regenerantes. D) Tempo necessario (dias) para surgimento

(detectado visualmente, em lupa) dos primeiros rudimentos dos ocelos; E) Tempo necessario

(dias) para surgimento (detectado visualmente, em lupa) dos primeiros rudimentos das auriculas.




Quanto ao tamanho do fragmento em regeneragcao, para G. tigrina nao
foram observadas alteragdes significativa no comprimento dos fragmentos
regenerantes (dados nao-mostrados), assim como para ambas as ragas
cromossémicas diploide e mixopldide de G. schubarti (Figura 4B e 5B,
respectivamente), independentemente da regido do corpo (regides cefalica, média
e caudal) regenerada. Portanto, em ambas as espécies durante o processo de
regeneragao foram formadas a(s) parte(s) perdida(s) e foi restabelecido o padrao

corporal sem alteragdes do comprimento dos regenerantes.
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Figura 4. Efeito da temperatura, do CEM e da temperatura sobre a regeneracéo de planarias. As
barras claras representam regenerantes G. tigrina dipldides e as barras pretas representam
regenerantes G. schubarti (mixopléide). A) Efeito do fotoperiodo; B) Efeito do CEM; C) Efeito da
temperatura sobre a regeneragéo dos ocelos e D) Efeito da temperatura sobre a regeneragéo das
auriculas.

Quanto a mobilidade dos regenerantes, foi observado para G. tigrina
(Capitulo Ill, Seccao Supplementary Material — Table 5S) e para ambas as ragas
cromossOmicas de G. schubarti (Figura 2A e 3A, respectivamente) que a
velocidade de deslocamento é retomada simultaneamente com o surgimento dos

ocelos e das auriculas. Para a ragca cromossémica dipldide G. schubarti, ha



correlagdo significativa entre a quantidade de movimento e o tamanho dos
fragmentos regenerantes da cabega, do tronco ou da cauda (Figura 2C).
Entretanto, para os mixopldides n&o ha correlagdo entre mobilidade e o tamanho
dos fragmentos regenerantes para quaisquer partes do corpo (Figura 3C). Essa
diferenca de mobilidade entre as racas sexuadas e assexuadas de G. schubarti
pode estar refletindo diferencas de pressdes adaptativas dos individuos diploides

e mixoploides.

3.4.3.2 Densidade e estabilidade populacional em G. tigrina.

Para verificar o efeito da densidade sobre a estabilidade populacional e a
reproducgao, populagdes de G. tigrina com 20 a 60 individuos/litros, de diferentes
idades, foram monitoradas por ~14 semanas. Foi observado que populacdes
jovens (3 a 6 meses) sdo menos férteis que populagdes com um ano ou mais de
vida (Figura 5A). E populagdes com > 60 individuos.L"' apresentam maior
mortalidade, estabilizando o nimero de individuos em ~ 40 individuos-L™" (Figura
5B). Também foi observado que os maiores e menores indices de Fc e Fr
ocorreram em populagdes menos e mais densas, respectivamente (Figura 5C e
5D).
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Figura 5. Efeito da densidade populacional sobre a reproducdo sexuada e a sobrevivéncia de G.
tigrina. A) Efeito da idade sobre a Fc (linhas representam o ndmero de casulos/individuo/semana);
B) Efeito da densidade populacional sobre a sobrevivéncia (linhas representam o numero de
individuos); C) Correlagao entre a densidade populacional e o Fc (n° de casulos/individuo/semana)

D) Correlacao da densidade populacional e o Fr (n° de filhotes/individuo/semana).

O cultivo de populacdes de G. tigrina pelo periodo de ~200 semanas de
2002 a 2007 foi monitorado. Nas duas populag¢des (Figura 6A e 6B) mantidas em
quantidade de sais padrdo, o aumento da idade dos individuos aparentemente
diminui a taxa de reproducao (Figura 6E e 6F), no entanto ndo ocorre diminuigéo

da produgao de gametas (dados n&do-mostrados).

A reducdo de 50% da quantidade de sais na agua de cultivo, causa uma
reducdo similar no n° de individuos (Figura 6C) e um aumento de 3x na
concentracao de sais reduz a longevidade das planarias a ~ 60 semanas (Figura
6D). No entanto, a concentragdo de sais parecem nao efeitar a Fc (Figura
6E,F,G,H). Dentro da janela de tempo monitorada, observou-se que o aumento da
idade dos individuos aparentemente diminui a taxa de reproducao (Fc)

independentemente da concentragao de sais da agua de cultivo.
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Figura 6. .A sobrevivéncia de G. tigrina e sua capacidade reprodutiva (Fc) foram monitaradas por
~200 semanas através do numero de individuos sobrevivéntes e de sua fertilidade (Fc). A e B)
sobrevivéncia de individuos cultivados em agua de cultivo com quantidade de sais padrdo, C)
sobrevivéncia de individuos cultivados em agua de cultivo com 50% de redugéo na quantidade de

sais, D) sobrevivéncia de individuos cultivados em agua de cultivo com 150% de acréscimo na



quantidade de sais. E, F, G e F) fertilidade de individuos cultivados nas condigdes descritas em A,
B, C e D, respectivamente.

Esses resultados sugerem que provavelmente uma procentagem dos
individuos de G. tigrina sdo mais lonvegos de outros. Portanto, a diminuicdo da
fertilidade observada, pode ser devido a reducado da viabiablidade da gametas

produzidos, € nao devido a sobrevivéncia diferencial dos individuos menos fertéis.



4. Discussao final

A caracterizagao bioldgica (ciclo de vida, modo de reprodugao e ploidia)
das populagdes nativas de G. tigrina e G. schubarti e o desenvolvimento de novos
métodos de diagndstico de fendtipos diferenciados (testes de toxicidade,
teratogenicidade e mutagenicidade) sao relevantes para o estudo das células-
tronco uma vez que estas sdo responsaveis, nao sé pela capacidade de
regeneracdo (BAGUNA et al., 1989), mas pela homeostase de todos os tecidos
destes organismos (REDDIEN et al 2005a; 2005b) e pela produgdo de suas
células germinativas (SATO et al., 2006).

A espécie G. tigrina apresenta duas ragas cromossOmicas, a dipldide e a
tripldide e a espécie G. schubarti apresenta trés racas cromossémicas, a dipldide,
a tripldide e a mixoploide. Em ambas as espécies, as racas tripldides e a raca
mixopldide da espécie G. schubarti distinguem-se das racas diploides por serem
exclusivamente fissiparitarias e terem tamanho corporal menor do que as racgas

cromossOmicas diploides (ver Capitulo 1).

E amplamente conhecido que mudangas no tamanho do genoma por
multiplicagdes do genoma causam diversidade morfolégica em animais e em
plantas (GREGORY, 2005). Em anfibios, o aumento da ploidia causa uma
simplicagdo do sistema neuronal e diminuicdo do numero de células nervosas
(GREGORY, 2003) e, em planarias, causa diminuigdo consideravel do tamanho
corporal, assexualidade e diferencas de adaptabilidade a temperatura ambiental
(ver Capitulo 1). Sabe-se que o numero de células nervosas de planarias esta
intimamente correlacionado com o tamanho corporal (OVIEDO et al., 2003) e com
a manutengdo do numero de células-tronco (GUO et al., 2006). Por exemplo, o
gene cintillo de S. Mediterranea é expressado em neurdnio sensoriais que variam
em numero proporcionalmente confrome o tamanho do animal (OVIEDO et al.,
2003). Além disso, HORI & KISHIDA (1998) observaram que a decapitagdo de



planarias acelera a frequéncia de fissiparidade, provavelmente devido ao
decréscimo nas concentracbes de neurotransmissores (YOSHIZAWA et al.,
1991). E provavel que a proporcdo de tecido especifico, nimero de células,
tamanho do genoma, tamanho do animal e condigdes ambientais sejam
intrinsecamente regulados. A interligagdo destes fatores pode ser parte do
mecanismo de determinagdo do modo de reproducido (sexuado ou assexuado)
em planarias. Como a interligacédo das fungdes-chave das células diferenciadas e
indiferenciadas, tais como heranca e adaptacdo, respondem a selegao natural
permanece a ser esclarecido (HSIN & KENYAN, 1999).

Além disso, sabe-se que individuos mixopldides da espécie G. schubarti o
aumento na disponibilidade de nutrientes aumenta a propor¢ado de células 3n,
entretanto um aumento na proporcao de células 3n parece nao afetar a freqléncia
de fissiparidade (Figura 7). Assim, os organismos mixopléides, nos quais as
células 2n e 3n compartinham o mesmo nicho, também podem ser uteis na
compreengao das inter-relagbes numero de células/tamanho do genoma, e os

processos de diferenciagao celular.

Figura 7. Flutuagdes na proporgéo de células tripldides (cinza) e dipldides (preto) em individuos G.
schubarti mixoploide (GsPop2). DN = Dieta normal, alimento fornecido semanalmente; RC =
Restricdo Caldrica, alimento fornecido a cada 20 dias; DC = Dieta caldrica, alimento fornecido a
cada 4 dias. (A) RC constante, de 1993 a 1996 (UFRGS); (B) RC constante, de 1983 a 2000
(UNISINOS). (C) DN, de 1996 a 1999; (D) DC, durante seis meses em 1999; (E) Populacao

amostrada em D, submetida a RC por 9 meses, 2001; (F) Populagcdo amostrada em D, sob DC por



mais nove meses, 2001. (modificado de Knakievicz, 2001).

Outra questdo interessante é as que envolvem a elucidagdo dos
mecanismos determinantes da longevidade dos organismos. Ha uma correlagao
positiva entre a propor¢ao tamanho do cérebro/tamanho do corpo e a longevidade
dos organismos, especialmente em mamiferos (MATTSON et al., 2002). Isso
sugere um papel para o cérebro na determinagao da longevidade, provavelmente
associado a capacidade do cérebro de estimular rotas de sinalizagc&o celular que
aumentam a resisténcia a estesses oxidativos (KARBOWNIK et al.,, 2001;
REITER, 2003) e/ou por sua interagdo com as células-tronco (GUO et al., 2006;
REUTER & KRESHCHENKO, 2004). Em C. elegans um aumento na longevidade
do organismo ocorre quando as células-tronco da linhagen germinativa sao
mortas (HSIN & KENYAN, 1999). Em G. schubarti, os individuos assexuados
(tripldides e/ou mixopldides) sdo mais longevos e menores do que os sexuados

(dipléides) (ver Capitulo I).

O aumento da idade, tanto para a G. tigrina sexuada (Figura 6) quanto para
a G. schubarti assexuada parecem ter pouco efeito sobre reproducdo (ver
Capitulo I). Provavelmente, planarias contam com mecanismos eficientes de auto-
selecdo de neoblastos normais e eliminagdo dos anormais (KALAFATIC et al.,
2004; ver Capitulo Il), os quais, podem compensar as desvantagens da
reprodugao assexuada a longo prazo (RICE, 2002). Se a proporgéo tamanho do
cérebro/tamanho do corpo e/ou tamanho/quantidade de células fazem parte de
mecanismos que regulam a manutengdo das células-tronco e sua progénie
(células germinativas e células somaticas) permanece para ser esclarecido.
Também devem ser investigadas as possiveis correlagdes de tais mecanismos
com o modo de reproducédo (sexualidade e/ou assexualidade) e a longevidade em

planarias.

Devido a excepcional capacidade de regeneragcdo das planarias e a
presenca de uma grande populacao de células-tronco proliferativas inclusive nos
organismos adultos, o uso destes organismos para avaliagdo dos riscos
bioldégicos dos poluentais tem se mostrado promissor (GUECHEVA et al., 2001,

2003; PRA et al., 2005). As planarias consentem informacées complementares do



efeito toxico, teratogénico, mutagénico e crénico das amostras avaliadas através

de bioensaios simultaneos (Ver Capitulo IlI).

Este conjunto de bioensaios, além ser uteis a ecotoxicologia, pode auxiliar
na obtencdo de fendtipos diferenciados (Figura 8) para o uso em estudos de
desenvolvimento. A obtencdo de fendtipos diferenciados bem caracterizados
aliado aos métodos avangados ja disponiveis para outras espécies de planarias,
tais como tais como RNAi (SANCHEZ ALVARADO & NEWMARK, 1999),
marcagao com BrdU, (NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO, 2000), bancos de
dados de EST (ZAYAS et al.,, 2005), microRNA (PALAKODETI et al., 2006) e
outras; podem ser recursos complementares uteis. Por exemplo, o conhecimento
dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de regeneragao da SNC de
planarias disponiveis (MINETA et al., 2003; INOUE et al., 2004) aliado a analise
comparativa do efeito simultédneo tdxico, teratogé€nico e/ou mutagénico de agentes
que interferem em rotas de sinalizagdo conhecidas podem auxiliar na obtengao de
linhagem sensiveis a poluentes ambientais especificos de interesse para a saude
humana ou dos ecossistemas. Desta forma contribuir ndo s6 para a pesquisa
basica dos mecanismos de regeneracao cerebral mas, também, contribuir para a

conservagao da saude dos ecossistemas.

Decapitacao

24h 48h 72h 96h
| | | | |

MN
exposicao

Figura 8. Esquema de exposicdo de planarias a substancias de interesse. A) Planarias
regenerantes (ii) sdo obtidas pela decapitacdo de planarias intactas (i) que completam a
regeneragdao em 72 h a 96 h (iii). B) Procedimento de exposi¢do de planarias intactas (A-i) ou
regenerantes (A-ii) e troca de solugio-teste a cada 24 h, seguida de anadlise de sobrevivéncia,

mobilidade, regeneracéao e/ou freqiéncia de MN.



Conhece-se pouco a respeito de como o ciclo celular de células-tronco
somaticas de planarias adultas pode ser regulado. No entanto, existe uma série
de evidéncias de que o ciclo celular dos neoblastos pode ser modulado, por
outros fatores além daqueles ativados pela regeneracdo (BAGUNA, 1976). A
proliferacdo dos neoblastos também responde a fatores ambientais, tais como
disponibilidade de nutrientes (BAGUNA, 1974; NIMETH et al., 2004), CEM (Figura
4A), luminosidade (Figura 4B), temperatura (Figura 4C e 4D) e ritmo circadiano.
Na regulagao pelo ritmo circadiano, a fase S do ciclo celular de neoblastos é
sincronizada com o periodo claro do dia ao menos para G. schubarti (dados nao-
mostrados), ao contrario do que é observado em vertebrados, (MATSUO et al.,
2003; MERROW & ROENNEBERG, 2004). Além disso, o ciclo celular de
neoblastos 2n e 3n de planarias mixopldides parece ser diferentemente modulado

pela disponibilidade de nutrientes (Figura 7).

As células-tronco de planarias, conhecidas como neoblastos, assim como
as de outros organismos apresentam varias caracteristicas unicas quando
comparadas com células diferenciadas, tais como a presenca de corpos
cromatdides (material citoplasmatico eletrodenso) (SHIBATA et al., 1999),
capacidade de proliferacdo (NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO, 2000), citosol
altamente basdfilo (SANCHEZ ALVARADO & KANG, 2005), além de
sensibilidade a raios X (AGATA, 2003; REDDIEN et al., 2005a). No entanto, a
relativa uniformidade morfolégica dos neoblastos totipotentes e da sua progénie
(Figura 10) dificulta a determinagdo da heterogeneidade existente nesta
populagdo celular (REDDIEN & SANCHEZ ALVARADO, 2004). Os corpos
cromatoides (ricos em RNAs que codificam enzimas modificadoras de cromatina)
dos neoblastos parecem estar comprometidos com o processo de diferenciacéo
celular tecido-especifico e posi¢cao-dependente, promovendo a transicdo da
cromatina inativa para a ativa em dominios cromossémicos especificos (ROSSI et
al., 2001; AGATA, 2003), os quais sao induzidos a se formarem por
neuropeptideos (HORI & KISHIDA, 2003). Recentemente, foi observado em
células-tronco germinativas de D. melanogaster que a heranga diferencial do
centrobmero assegura divisbes mitdticas assimétricas (SPRADLING & ZHENG,

2007). A retencdo permanente do centrdmero-m&e promove consideravel



estabilidade e longevidade a essas células, sugerindo que esse mecanismo pode
ser essencial a biologia das células-tronco. E provavel que os fatores
controladores da arquitetura da cromatina desempenhem um papel fundamental
na definicdo do destino de desenvolvimento da progénie dos neoblastos,
(SANCHEZ ALVARADO & KANG, 2005).

&8 E
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Figura 10. Neoblastos de planarias Girardia tigrina. Neoblasto eucromatico (A) e heterocromatico
(B). Os micronucleos (MN) pequenos (C), grandes (D) ou multiplos (E,F). Anomalias

cromossdémicas, pontes (H) ou mitoses C (G).

As planarias, provavelmente, contam com mecanismos eficientes de
eliminagao dos neoblastos anormais (KALAFATIC et al., 2004). Observamos em
ambas as espécies, que a frequencia de MN em neoblastos aumenta de 48 h a 96
apdés a exposicdo micronucleados. Depois deste periodo, apdés 120 h da
exposicao ao agente clastogénico, a frequéncia de neoblastos micronucleados
diminui a consideravelmente (ver Capitulo Il). Essa diminuicdo na frequéncia de
MN em neoblasto pode de dar ser via diferenciacao celular dos neoblastos
micronucleados e/ou por eliminagdo de neoblastos micronucleados (UNGER et
al., 1994; SABLINA et al.,, 1998; BAATOUT & DERRADII, 2004). Também
observamos, apesar da grande capacidade de regeneragao, poucos individuos
com crescimento desordenado de seus tecidos (Figura 11). O requerimento de
um compartimento especifico (mesénquima) para a manutengcdo das células-
tronco (SALVETTI et al.,, 2000; OGAWA et al.,, 2002; ORIl et al., 2005) e a

diferenciacdo da progénie dos neoblastos dependente de migragao tecido-



especifico (AGATA, 2003; REDDIEN & SANCHEZ ALVARADO, 2004),
provavelmente sejam importantes para a manutengcdo da homeostase de todos os

tecidos destes organismos.

Figura 10. Planaria G. tigrina com crescimento desordenado de tecidos. Planaria cultivada em
condi¢des-padrao, com 3 anos de idade. Permaneceu com o tecido anormal por 6 meses, sofreu
fissao desprendendo o tecido anormal (que se degradou) e regenerou-se as partes perdidas

dando origem a dois novos organismos normais.

Portanto, planarias sdo organismos promissores para a realizagdo de uma
ampla gama de estudos para investigar o papel das células-tronco pois
consentem multiplas abordagens experimentais. Planarias podem ser organismos
interessantes para o estudo das inter-relacdes entre proliferacéo celular, tamanho
genbmico e tamanho corporal, provaveis fatores responsaveis pela
modulagao/regulagdo da fissiparidade/assexualidade, e modo de reprodugao

(sexualidade e/ou assexualidade) e a longevidade.

As planarias podem ser Uteis para investigar a separacao fisioldgica das
funcdes das células indiferenciadas e diferenciadas as quais sofrem pressoes
operacionalmente opostos para produzir ganhos apropriados em adaptabilidade
respectiva. Elas também para o estudo das inter-relagdes entre compartimento
especifico os neoblastos e sua progénie, provaveis fatores responsaveis pela
manutencdo da homeostase de todos os tecidos. A compreensdo dos
mecanismos de manutencdo da homeostase celular nesses seres pode contribuir

para o desenvolvimento de terapias de interesse para a saude humana.



5. Conclusodes

Quando a ploidia e ao modo de reproducéo

- Em G. tigrina e G. schubarti, 0 modo de reprodugao correlaciona-se com
a ploidia; individuos dipldides sdo geralmente sexuados (em G. schubarti, ~20%
dos filhotes eclodidos de casulos foram mixopldide) e os individuos tripldides e

mixoploides sdo exclusivamente fissiparitarios.

- Em ambas as espécies, a progénie sexuada € maior (até ~ 14 vezes em
G. tigrina e ~ 2 vezes em G. schubarti) do que a progénie assexuada; no entanto,
a Fs (prole assexuada) nas planarias fissiparias € similar. Individuos mixopldides

da espécie G. schubarti morrem em temperaturas menores do que 6°C.

- G. tigrina e G. schubarti diferem entre si em relagdo a alguns aspectos
reprodutivos. Quanto as ragas cromossdmicas dipldides ou linhagens sexuadas,
G. tigrina é em torno de 10 vezes mais fértil e/ou fecunda do que G. schubarti. Os
casulos de G. tigrina sdo ~100% viaveis, enquanto que, em G. schubarti a
viabilidade dos casulos € de 77%. A frequéncia de malformag¢des em filhotes de

G. schubarti € ~ 4 vezes maior do que aquela em filhotes de G. tigrina;

- A frequéncia de reproducdo sexuada e a longevidade em ambas as
espécie sofre influéncia das condicdes ambientais, tais como concentracdo de
sais ,e aeragao da agua de cultivo, densidade populacional, tipo de alimento, no
entanto, nao foi observado troca de modos de reproducdo sexuada a assexuada

nos individuos.
Quanto a longevidade e fertilidade

- em ambas as espécies, a densidade populacional e o tipo de alimento
afetam a longevidade. Populacées dipldides de G. tigrina com ~ 40 individuos-L™

sao naturalmente estabelecidas por morte de individuos supernumerarios dentro



de algumas semanas de cultivo. Populagbdes diploides de G. schubarti sédo
estaveis com até ~ 50 individuos-L'1, no entanto o aumento da densidade

populacional acima de ~12 individuos-L™" leva a diminuicdo na fertilidade.

- ao menos em G. schubarti, as populagdes polipldides (com individuos
tripldides e mixoploides) sdo mais longevos do que os diploides em temperaturas

entre (13-21°C); e sdo sensiveis a baixas temperaturas (> 6°C);

- em populacdes mixopléides de G. schubarti, o aumento populacional
assexuada nao reduz a frequéncia de fissiparidade, no entanto densidade
aumenta até ocorrer a morte simultanea de praticamente todos os individuos da

populacio.

- em populacdes dipldéides de G. tigrina o aumento da idade diminui a Fc e
Fr, No entanto em populagdes mixoploides de G. schubarti, 0 aumento na idade

nao afeta a Fs.
Quanto a regeneracao

- planarias, de ambas as espécies, quando decapitadas regeneram suas
cabecas em ~ 4 dias, exceto para planarias diploides G. schubarti adultas (com
mais de 12 meses de idade e com 20 mm a 30 mm de comprimento) que

requerem o dobro do tempo.

- em ambas as espécies, durante a regeneragcdo os fragmentos de
qualquer parte do corpo (da cabeca, do tronco ou da cauda) mantém o

comprimento do fragmento inicial;

- em ambas as espécies, condicdbes ambientais, tais como temperatura,

intensidade luminosas e CEM afetam a regeneragao.

Quando a sustibilidade a agentes toxicos e a identificacdo de

biomarcadores.

- em ambas as espécies, G. tigrina e G. schubarti, os agentes

clastogénicos raios y, MMS e CP somente induzem aumento significativo na



frequéncia de formagao de MN em neoblastos de planarias regenerantes;

- em ambas as espécies, a exposicdo a agentes clastogénicos
concomitantemente com o inicio da regeneragao leva a um aumento signifitivo na

frequéncia de MN entre 72 e 96 h seguida de diminuigdo apds 120 h;

- G. tigrina quando exposta a solugao de sulfato de cobre, apresentou fluxo
dindmico de entrada e saida deste metal e permitiu avaliagdes multiplas de
toxicidade através dos bioensaios simultdneos de mortalidade/mobilidade, de
regeneragao e de MN; e da avaliagdo do desempenho reprodutivo. Este conjunto
de bioensaios demonstrou ser um método sensivel e facil para monitorar o efeito

da poluigao agudo e/ou crénica.



6. Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas:

- realizar a normatizacao dos testes ecotoxicoldgicos ja padronizados para

G. schubarti e G. tigrina de acordo com as normas técnicas da ABNT;

- caracterizar o ciclo celular normal de neoblastos de G. schubarti e de G.
tigrina e suas possiveis variagbes em fungdo do estagio de desenvolvimento,
idade ou ploidia, durante a regeneragédo e em diferentes condigdes nutricionais e

de fotoperiodo;
- padronizar do cultivo in vitro de neoblastos de G. schubarti e de G. tigrina;

- Estudar comparativamente o comportamento de neoblastos das duas

espécies em cultura;

- desenvolver ensaios de citotoxicidade, teratogenicicade e mutagenicidade

baseados em neoblastos em cultura;

- Realizar estudos de protedmica comparativa para identificar proteinas
expressadas diferencialmente em planarias intactas e regenerantes e/ou em

diferentes estagios de desenvolvimento.
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8. Anexos
8.1 Condicbes de cultivo, manutencao e teste

A seguir sado apresentadas as condi¢cbes otimizadas para a manutengao
das populacdes de planarias em laboratério e para a realizacdo de testes

ecotoxicoldgicos de curta e longa duragao.

Tabela 1A. Requerimentos para aceitabilidade de testes de toxicidade de 5
dias com planarias G. tigrina ou G. schubarti. (Lista de exigéncias compilada a
partir dos resultados obtidos durante os procedimentos para padronizagdo de
testes desenvolvidos na elaboragao dos resultados apresentados nos Capitulos |,

Il e lll da sec¢ao de Resultados).

1. A idade dos organismos-teste no inicio dos ensaios deve estar dentro dos limites requeridos

de 0 a 7 dias para filhotes recém-nascidos e de 3 meses para adultos.

2. Os niveis de dureza, alcalinidade, pH da agua de cultivo ndo devem variar mais do que 50%
durante os testes.

3. Mensalmente, ou no inicio de testes com poluentes, o lote de organismos utilizado deve ser
avaliado usando uma substancia toxica de referéncia (por exemplo, o sulfato de cobre). A
duracdo do teste podera se de 48 h. E aceitavel para utilizacgdo em testes o lote de

organismos onde houver sobrevivéncia de 90% dos organismos do controle (dgua de cultivo).

4. Temperatura da agua de cultivo deve ser medida diariamente, e semanalmente o pH da agua
de cultivo, dureza, alcalinidade e condutividade da agua de cultivo devem ser medidos

mensalmente.




Tabela 1A. Continuacao

10.

11.

12.

13.

14.

A qualidade dos alimentos (figado bovino congelado) e a contaminagdo da agua devem ser
caracterizadas se forem observados problemas na cultura dos organismos ou durante os

testes.

Medidas fisiolégicas, tais como idade da maturidade sexual e taxas de fertilidade e

fecundidade podem fornecer informagdes Uteis sobre a saude das populagbes cultivadas.
Todos os organismos em um teste devem ter a mesma origem.

E recomendavel o inicio dos testes o mais breve possivel apds a coleta das amostras de agua

no campo.

Todos os recipientes devem ter o mesmo tamanho e compartilhar o mesmo numero de

organismos e de volume de amostra.

Um controle negativo e controles positivos apropriados devem ser incluidos no teste. A média

de sobrevivéncia de planarias no controle dever ser maior ou igual a 80% no final dos testes.

Diariamentes, organismos mortos devem ser removidos dos recipientes testes e as solu¢des

devem ser renovadas.

A temperatura durante os testes deve ser a mesma da cultura das populagdes. A aclimatagao

dos organismos testes na agua teste é requerida.

A variagdo media diaria da temperatura teste dever entar entre + 1C° da temperatura
desejada. Alteragbes instantaneas podem osciliar em até + 3C° em relagdo a temperatura

desejada.

As caracteristicas fisico-quimicas naturais das amostras de agua coletadas para serem
testadas devem estar dentro dos limites de tolerdncia dos organismos-teste. Relacionado ao

item 8.




Tabela 2A. Resumo das condi¢cdes de cultivo de planéarias em laboratorio.

Condic¢des de cultivo

Recomendado

Sistema Semi-estatico
Temperatura 20+ 2°C
Qualidade da luz Luz fria, tipo fluorescente
Intensidade luminosa 35FC

Fotoperiodo

12 h luz;12 h escuro

Tipo/capacidade do recipiente

Recipente plastico de 2 L, com tampa fosca

Agua de manutencdo

Reconstituda com dureza de 0 a 2 mg CaCOgzL", pH 7,2 a
7,6 e condutividade de 62 a 63 mS-cm™

Volume de agua de manutengao

por recipiente

Aproximadamente 1000 ml

Aeragao

Nao

Troca de 4gua

1 vez por semana

N° de organismos/recipiente

40

Tipo de organismos/recipientes

Organismos matrizes ou organismos testes

N° de recipientes com organismos

matrizes

Minimo de 6, sendo que cada um dever conter organismos

de determinada idade, ou seja, de 3 a 48 meses

N° de recipientes com organismos

testes

Minimo de 3, sendo que cada um dever conter organismos

de determinada idade

Idade dos organismos

conhecida

Alimentagéao

Semanal, num mesmo dia da semana

Tipo e qualidade de

alimento/recipiente/ semana

Figado bovino congelado por no maximo durante um més

Duracgao das culturas

indeterminado

Controles diarios

Temperatura da agua e maxima e miminia do ar do ambiente

Controles no dias da troca de agua

sobrevivéncia dos organismos nas culturas, pH temperatura
da agua de manutencgao.
Contagem e remogé&o do n° de casulos para um recipitentes
datado. Os filhotes eclodidos dos casulos também s&o
contados e removidos para outro recipientes para inicio de

uma nova populagéo (matriz ou testes).

Controle da sensibilidade das

culturas

Teste mensal com uma substancia de referéncia. A CLg,
obtida de estar em um intervalo de + 2 desvios-padrédo em

relacdo aos valores médios anteriormente obtidos

Controles adicionais

Observagao periodica da presenca ou nao de contaminantes

por fungos ou outros organismos. Anotar estas datas




Tabela 3A. Resumo das condigcOes de testes de toxicidade aguda com

Girardia tigrina e G. schubarti

Condicdes-teste

G. tigrina G. schubarti

(dipl6ide sexuada) (mixopléide assexuada)

Sistema de teste

Semi-estatico

Duragao 24 a 96
Temperatura 20+ 2°C
Qualidade de luz Luz fria, tipo fluorescente
Intensidade luminosa 35FC

Fotoperiodo

12 h luz;12 h escuro

Tamanho do frasco-teste

Recipente plastico de 100 mL, com tampa

Volume da solugao-teste

20 mL

Renovagao da solugéo-teste

diaria

Idade dos organismos

Conhecida - filhotes (de 0 a 7
dias de vida) ou adultos (3

Nao estabelecido

) (tamanho de 7 a 10 mm)
meses de idade)

N° organismo/réplica 5
N° réplicas/concentracédo 4
N° de solugbes-teste 4 ab
Fator de diluicdo 0,30u0,5
Alimentacdo durante os teste Nao
Troca dos frascos-testes Nao
Aeracgao das solugoes-testes Nao

Agua de diluigéo

Reconstituida

Critérios de avaliagdo de efeito

Mortalidade, mobilidade, regeneragéo de cabega, frequiéncia de
MN

Biomarcadores (endpoint) de

exposicao aguda

Testes de mobilidade, regeneracéo e MN

Biomarcadores (endpoint) de

exposigao cronica

Avaliagdo da desempenho reprodutivo

Expresséao dos resultados

DLso, mClsp, rClsy Teste de MN, Fc e Fr (24 a 96 h)

Critérios de aceitacao do teste

> 80% de sobrevivéncia dos organismos-controles
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