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1. INTRODUÇÃO 

1.1. As Planárias 

As píanárias são acelomadas, possuem simetria bilateral, cefalização e, 

apesar de sua estrutura corporal relativamente simples, possuem células 

metabolicamente competentes, bem como tecidos e órgão especial izados. Elas 

apre~entam uma posição evolutiva destacável na base da árvore filogenética dos 

animais ditos superiores. Além disso, são os organismos mais primitivos a 

apresentarem três folhetos embrionários e são um dos poucos grupos ainda vivos 

que representam o marco inicial na complexificação da vida anirnal. 

Esses animais apresentam corpos pequenos, maturidade sexual precoce e 

não há cuidado parental. São carnívoros, consumidores d~ terceira ordem e 

alimentam-se de animais filtradores, tais como: rotíferos, ovos e larvas de insetos e 

restos de organismos em decomposição. As planárias também bioacumulam 

substâncias presentes no meio, tanto orgânicas quanto inorgânicas, as quais, em 

geral, são bastante sensíveis. Por esse motivo, a presença de planárias no ambiente 

indica a saúde do ecossistema ( Knakievicz, 2001 ). 

• As espécies endêmicas do Rio Grande do Sul habitam mananciais de água 

doce, tanto lóticos (águas paradas), quanto lênticos (águas correntes). 

Uma das características mais notáveis das planárias é a capacidade de 

regeneração. Uma parte do organismo, separada deste, é capaz de refazer o todo. 

Pode-se cortar um indivíduo adulto em mais de dúzia de pedaços, resultando que 

cada parte forme um novo indivíduo do tamanho aproximado do segmento cortado, 

mas com todos os órgãos funcionais (Hauser, 1984; 1985; 1986). 

Regeneração epimórfica em planárias, como em vertebrados, requer a 

formação do blastema (tecido em regeneração) que subseqüentemente cresce e 

diferencia nas partes que estão faltando. Regeneração em planárias começa com a 

formação de um epitélio de cicatrização dentro de horas depois da amputação. A 

dinâmica celular desse processo difere a partir dos vertebrados em que a cicatriz 
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não é convertida pela proliferação ativa das células epiteliais, mas através de séries 

de mudanças drásticas da morfologia e em propriedades migratórias das células 

tronco de planárias (Gremigni, 1981; Al·1arado e Newmark, 1998; Alvarado, 2000). 

Em planárias, células tronco residentes no parênquima (mesênquima) 

passam por uma pequena migração a partir do local da amputação para o epitélio de 

cicatrização e originam o blastema. Essas células tronco, ou neoblastos, compõem 

20%-30% da população de células em planárias adultas e são células mitoticamente 

ativas ao longo de toda a viaa somente nesses organismos (Bagunà, 1981; Bagunà 

e cais., 1989). Os neoblastos servem para dois propósitos. Primeiro, eles repõem as 

células diferenciadas não-proliferativas e mortas do organismo adulto. Segundo, eles 

compõem o volume do componente mesenquimal no blastema regenerante 

(Alvarado e Newmark, 1998). 

Há propostas de que o mecanismo de controle da mitogê1ese seja de origem 

neurosecretória (Baguna, 197 4; Friedel e Webb, 1979) e um desses neurohormônios 

seria a serotonina (Franquinet e Le Moigne, 1979; Martelly e Franquinet, 1984). 

Geralmente, o material para estudo cromossômico é esse tecido em regeneração, 

preparado pelo método de "squash" (Kawakatsu e cais., 1983). Em nosso 

laboratório, faz-se uma suspensão celular, similar às preparaçôes citogenéticas de 

tecidos de peixes, (Hochberg e Erdtmann, 1988) para observação de cromossomos 

mitóticos. 

As planárias são pertencentes ao phylum Platyhelmintes, classe Tubellaria a 

qual apresenta apenas vermes de vida livre. Estão contidas na monofilética ordem 

Tricladida, sendo o gênero Girardia (objeto de estudo deste trabalho) pertencente à 

infraordem Paludicola (água doce) e família Dugesiidae.· 

Apesar das planárias ainda terem muitos aspectos básicos a serem 

desvendados, principalmente as espécies brasileiras, elas detêm características 

especiais que as tornam especialmente recomendáveis para testes de 

genotoxicidade (Lau, 1998; Prá e cais., 2000): 

,., 

1. Apesar de sua primitiva posição filogenética, são organismos complexos, 

com especialização dos elementos histológicos anatômicos; 

li. Possuem grande capacidade de regeneração, onde um fragmento se 

regenera em um novo indivíduo completo e com todos os órgãos funcionais. A 

planária pode ser cortada em vários pedaços, podendo ser usada uma parte 
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do mesmo organismo em cada dose do tratamento e controle; assim, torna-se 

controle de si mesma, eliminando diferenças interindividuais; 

Ili. Quando cortadas, têm alto índice mitótico e poucos cromossomos; 

IV. Adaptam-se muito bem às condições de laboratório e seu cultivo, assim como 

a análise cromossômica, é barata e fácil; 

V. São altamente sensíveis a agentes genotóxicos e mostram resistência à 

toxicidade, sobrevivendo à indução de aberrações cromossômicas e quebras 

no DNA dúrante o tratamento com drogas e amostras ambientais de águas ou 

misturas complexas; 

VI. A espécie G. schubarti é endêmica do Sul do Brasil e facilmente encontrada 

na natureza, permitindo comparações dos resultados em experimentos 

controlados de laboratório com avaliações feitas diretamente no ambiente; 

VII. As planárias são bioindicadoras de qualidade da água, sendo que a espécie 

Girardia schubarti é muito sensível à poluição orgânica, só sendo encontrada 

em águas correntes, limpas e bastante oxigenadas; 

VIII. No laboratório, os testes controlados realizados com planárias simulam todas 

as condições de testes in vitro, só que são in vivo, pois são realizados com 

organismos íntegros, vivendo similarmente às condições naturais. Testes com 

planárias em laboratório parecem perfazer perfeitamente as condições dos 

testes in vitro e in vivo, com a vantagem da sua manutenção ser mais simples 

e barata do que as células em cultura. 

1.1.1. Gírardia schubarti 
' 

A espécie Girardia schubarti é endêmica do Sul do Brasil e facilmente 

encontrada na natureza em nosso Estado. Essa espécie habita águas correntes e 

adapta-se muito bem às condições de laboratório, aceitando condições idênticas de 

manutenção, o que permite o seu cultivo simultâneo. Possuem poucos 

cromossomos, facilmente identificáveis, sem bandeamento (Lau, 1998). 

É comum encontrar-se animais diplóides (2n=8), triplóides (3n=12) ou 

mixoplóides (2n/3n) de G. schubarti no Rio Grande do Sul. A linhagem mixoplóide 

por ser mais delgada, mais clara e menor que a diplóide, pode, sob o aspecto 
tJí·:ntiS ~ WBLIOTE(;~ 
l?~ST. rnoc;f:NCIAS 
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morfológico, ser classificada como outra espécie (Knakievicz, 2001 ). A ocorrência de 

mixoplóide também foi observada em outros continentes (Benazzi e Benazzi-Lentati, 

1976; Oki e cols., 1981; Hoshino e cais., 1991 ), incluindo exemplares pertencentes a 

outros gêneros. Mosaicismo é extremamente raro em vertebrados, mas ocorre como 

condição natural na espécie de tartarugas Platemys platycephala (Bickham e cais., 

1985; 1993), 

Todos os animais que apresentam triploidia total ou parcial e que foram 

avaliados c\togeneticamente se reproduzem assexuadamente por esquizogênese 

(fissão do corpo) ou por partenogênese (Knakievicz, 2001 ). As espécies diplóides, 

mesmo sendo hermafroditas com sistemas reprodutores adaptados à ferti lização 

interna e à deposição de casulos, têm sua autofecundação impossibilitada. Isso 

ocorre em parte, porque o movimento da massa espermática para fora do sistema 

masculino e a produção de fluido seminal dependem da ejaculação, que ocorre 

apenas durante a cópula (Barnes, 1996). Desta forma, as planárias realizam 

fecundação sempre cruzada. 

Alguns indivíduos esquizogênicos podem reproduzir-se sexuadamente. Esses 

espécimes apresentam alta fertilidade e sua prole é quase sempre esquizogênica, 

com· as mesmas características apresentadas pela geração parental. Benazzi 

(1981 ), a partir desses resultados, sugere que a esquizogênese é controlada por 

fatores genéticos. 

Por apresentar células diplóides e lriplóides em um mesmo indivíduo, a 

linhagem mixoplóide Girardia schubarti chama muita atenção como um organismo­

te$te. Adicionalmente por ser uma população clonai (reprodução por fissão), pode-se 

inferir que qualquer diferença existente entre as linhagens celulares, gerada pela 

exposição à um agente genotóxico, seja devido à uma diferença de sensibilidade, já 

que o metabolismo celular é o mesmo. 

1.1.2. O Uso de Planárias como Bioindicadores 

Um bioindicador é um organismo ou um conjunto de organismos que permite 

caracterizar o estado de um ecossistema e evidenciar tão precocemente quanto 

possível as modificações naturais ou provocadas. Em outras palavras, 
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bioindicadores são definidos como organismos ou comunidades que respondem à 

poluição ambiental, alterando as suas funções vitais ou acumulando toxinas (Martas 

e Maia, 1997). 

Esses organismos, cujas funções vitais se correlacionam tão estreitamente 

com determinados fatores ambientais, podem ser empregados como indicadores na 

avaliação de uma dada área. Os processos bioquímicos básicos são os mesmos em 

muitos organismos e por isso parece ser razoável utilizar organismos como 

bioindicadores, q"ue reagem mais rapidamente do que o homem, frente a toxinas 

ambientais. Esses organismos podE:m ser usados para detectar alterações 

ambientais provocadas pelas atividades humanas, as quais podem ser perigosas 

para o próprio homem (Lima, 2003;. 

A bioindicação existe quando valores atuais ou valores de entrada de um 

dado sistema se diferem de valores considerados padrões. Com freqüência, é 

desejável se reconhecer o efeito biológico de um fator antrópico em tempo hábil, a 

fim de se poder tomar providências de controle. Poluentes ambientais podem se 

caracterizar como estímulos e provocar respostas nos organismos vivos. Essa 

peculiaridade pode ser empregada como um critério ou indicação na determinação 

da presença de poluentes no meio ambiente. Quando organismos são usados como 

bioindicadores em propostas de monitoramento ambiental, eles funcionam como 

instrumentos (Lima, 2003). 

As planárias são bioindicadoras naturais de qualidade da água. A espécie 

Girardia schubarti é muito sensível à poluição orgânica, só sendo encontrada em 

águas correntes, limpas e bastante oxigenadas. Em laboratório, os testes com 

planárias simulam todas as condições dos testes in vítro, só que são in vivo, pois são 

realizados com organismos íntegros, vivendo similarmente às condições naturais 

(Lau, 1998), 
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1.2. Exposição a Genotóxicos 

No decorrer da evolução, todos os seres vivos vêm sendo expostos a uma 

infinidade de genotóxicos naturais que estão nos alimentos e bebidas, nas fumaças 

inaladas e nas irradiações diversas recebidas do meio ambiente (Lau, 1998). 

A intensidade do efeito dos agentes genotóxicos depende não só da 

quantidade a que um organismo é exposto, mas também de outros fatores, como o 

tamanho e espécie desse organismo, o seu estado nutricional e o modo de 

exposição. Assim, deve haver uma variação mensurável entre taxas e 

concentrações que não produzam efeitos detectáveis e aquelas que induzam um 

efeito máximo. A observação de um efeito, seja ele benéfico ou prejudicial, complica­

se pelo fato de que sistemas aparentemente homogêneos são, na verdade, 

heterogêneos. Mesmo dentro de uma mesma espécie, pode haver diferenças 

marcantes da resposta genotóxica entre diferentes indivíduos. Um efeito produzido 

em um indivíduo não será, necessariamente, repetido em outro, podendo, inclusive, 

ser de maior amplitude entre espécies de um mesmo gênero do que entre grupos 

filogeneticamente distantes. Assim, estimativas de significância do potencial 

genotóxico de um agente devem envolver métodos estatísticos de avaliação 

(Zakrzewski, 1991 ). identificando ao máximo possível as variáveis e parâmetros 

utilizados (Lau, 1998). 

Os genotóxicos podem induzir mutações em células somáticas e germinativas 

in vivo e, assim, conduzir ao câncer e a desordens hereditárié.ls, respectivamente. Os 

estudos dos efeitos biológicos de mutagênicos quími'cos e físicos sobre o DNA 

devem levar em conta o modo como esses efeitos se comportam em relação a 

pequenas e grandes variações na dose. A quantificação desses efeitos biológicos 

não é a mesma, tanto que modelos matemáticos diferentes têm sido usados para 

avaliações citogenéticas resultantes de exposição à radiação e/ou mutagênicos 

químicos (Bochkov e cais. , 1982). ,,, 
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1.2.1. Genotoxicidade Induzida por Radiações Ionizantes 

Com as explosões atômicas de Hiroshima e Nagasaki, a humanidade tomou 

consciência, brusca e assustadoramente, da eficiência destruidora das radiações e 

da amplitude dos efeitos biológicos por elas produzidos (Alcântara Gomes e Caldas, 

1969; Freire Maia, 1972). A partir da observação da grande importância desses 

efeitos, fez-~e necessário avaliar a quantidade de radiação às quais os organismos 

foram expostos. Mesmo em situações onde as medidas físicas de dose podem ser 

adotadas, uma estimativa por métodos biológicos é de grande utilidade, pois fornece 

dados próprios a cada indivíduo. A indução de aberrações cromossômicas, uma das 

várias respostas biológicas às radiações ionizantes, tem sido utilizada como um 

meio de se estimar a dose média de corpo inteiro recebida por um indivíduo 

superexposto, técnica essa denominada dosimetria biológica ou citogenética (Freire 

Maia, 1972), 

Os efeitos causados por baixas doses de irradiação diferem daqueles 

causados por altas doses de irradiação. Até o presente, pouco se conhecia sobre os 

efeitos a longo termo de exposição crônica de indivíduos e populações a baixas 

doses de irradiação. Esse pr-Jblema, particularmente, concentra pessoas que vivem 

em territórios altamente contaminados com material radioativo como na região em 

que ocorreu o acidente de Cht1rnobyl, ou habitantes de zonas que possuem 

radioatividade natural, tais como os que vivem em Guarapari, Araxá e Poço de 

Caldas no Brasil (Senyuk e cais., 2002). 

As radiações ionizantes induzem diferentes tipos de lesões no DNA: quebras 

simples, quebras duplas, danos em bases nitrogenadas e ligações cruzadas, entre 

DNA-DNA ou entre DNA-proteinas. As quebras duplas de DNA e os danos múltiplos 

localizados são genotóxicos para a célula e são a origem dos efeitos letais ou 

mutagênicos, das instabilidades genéticas e dos efeitos carcinogênicos e de 

transformação (Ramalho, 1993; Saffi e Henriques, 2003). .., 

A lesão pode surgir como um efeito direto da interação da radiação com uma 

macromolécula, como o DNA, ou indiretamente, quando a radiação transfere sua 

energia para uma outra molécula (por exemplo a radiólise c!a água); que sofre 

modificações estruturais e que, por excitação ou ionização, dá origem a uma série 

de espécies químicas bastantes difusíveis e reativas devido a elétrons não 
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pareados. Essas espécies químicas são os radicais livres, que irão reagir com o 

DNA, promovendo a sua transformação estrutural e modificando suas propriedades 

biológicas (Lau, 1998). 

As radiações ionizantes, por terem essa capacidade de causar quebras na 

molécula de DNA, são consideradas agentes clastogênicos (indutores de aberrações 

cromossômicas), que não dependem da fase S do ciclo celular (síntese do DNA) 

para promoção de quebras duplas. No entanto, o tipo de lesão produzida pode ser 

influenciada pela fase do ciclo celular na qual está a célula ao ser irradiada 

(Ramalho, 1993), 

Um exemplo de utilização terapêutica da radiação gama são pacientes com 

tumores malignos avançados que sofreram tratamento quimioradioterápico. Na 

Lituânia, os tecidos malignos foram ativados com baixas doses de radiação gama (6-

9 Gy), as qua_is causaram a morte desses tecidos. Este tratamento, chamado 

tratamento gamadinâmico (GDT), teve como resultados imediatos o 

desaparecimento completo de tumores e necroses significantes e parciais dos 

tecidos malignos (Bloznelyte-Plesniene e Stancius, 2002). 

As planárias, quando utilizadas para testes, são irradiadas durante o processo 

de regeneração, onde há um incremento do índice mitótico (Saló e Bagunà, 1984). A 

radiação gama possui baixo LET - Transferência Linea1· de Energia (Linear Energy 

Transference), produzindo danos qualitativamente diferentes daqueles causados por 

outros tipos de radiações ionizantes, como ex. e ~- Conforme aumenta a LET de 

radiação incidente, a média de aberrações cromossômicas também sofre um rápido 

incremento (Sachs e Brenner, 1993). 

1.3. Análise de Aberrações Cromossômicas 

Aberrações cromossômicas são quaisquer mudanças na estrutura., do 

cariótipo, que criam um novo contexto genético pela mov-imentação do DNA de um 

lugar para outro, diferente do original (Kirsch, 1993), 

Para se analisar aberrações cromossômicas, são conhecidas diferentes 

metodologias, as quais detectam alterações quanto ao número e estrutura dos 

cromossomos. Aberrações estruturais podem ser de dois tipos, cromossômicas 
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(também chamadas isocromatídicas) e cromatídicas (Carrano e Natarajan, 1988). 

Agentes físicos, como as radiações ionizantes, produzem mais aberrações do tipo 

cromossômica. Mutações cromossômicas e eventos relacionados são a causa de 

muitas doenças genéticas humanas, como, por exemplo, a síndrome de Fanconi e a 

síndrome de Bloom, as quais são características de instabilidade cromossômica 

(para revisão, ver Taylor, 2001 ). 

A análise de aberrações cromossômicas é um teste de uso generalizado para 

diversos si~temás e diferentes organismos e tecidos. Os testes podem ser 

conduzidos in vitro (por exemplo, linfócitos de sangue humano irradiados em_ cultura) 

e in vivo (por exemplo, células de humanos irradiadas acidentalmente). Os testes 

com mutagênicos necessitam estudos prévios e/ou concomitantes em populações 

controle, não expostas, tanto em experimentos in vitro quanto in vivo, para avaliação 

da taxa de mutação cromossômica espontânea. A freqüência de mutações 

espontâneas é particularmente importante para se identificar quais agentes 

exógenos possam estar atuando para alteração e variação da mesma. 

A indução de aberrações em cromossomos de eucariontes in vivo por 

qualquer agente, seja físico ou químico, além de avaliar a mutagenicidade, é um 

indicativo de que o mesmo também é carcinogênico, ao menos no sistema avaliado. 

Trata-se de uma avaliação citogenética clássica, internacionalmente aceita para o 

biomonitoramento. Segundo Ashby (1991 ), se um produto produz aberrações 

cromossômicas in vivo é muito mais potente na predição do câncer e na avaliação 

do mecanismo de ação de carcinogênicos conhecidos. Muitos :ompostos, que são 

positivos no teste de aberrações cromossômicas, são carcinogênicos em mamíferos; 

no entanto não há uma correlação perfeita entre esse teste e carcinogenicidade. A 

correlação é dependente da classe química (Carrano e Natarajan, 1988) e existem 

carcinogênicos não detectados por esse teste, porque eles parncem agir através de 

outros mecanismos, que não genotoxicidade (agentes não genotóxicos 

carcinogênicos) (Ashby, 1991; OECD Guideline, 1995). 
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1.4. Objetivos 

Os objetivos principais deste estudo foram: 

1. Avaliar a sensibilidade de células diplóides e triplóides, bem como a 

aplicabilidade da linhagem mixoplóide Gírardia schubarti para o teste de 

genotoxicidade. 

2. Definir o protocolo experimental e os parâmetros de análise de aberrações 

cromossômicas desta espécie, induzida pela exposição à radiação gama. 

,, 
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II. MÉTODOS 

11.1. Coleta das amostras 

A amostragem de planárias in loco foi realizada em Salvador do Sul, RS, 

sendo estocadas à 4°C. Foi mantido o cruzamento ao acaso em laboratório para 

preservar a variabilidade genética característica das populações no seu ambiente 

natural. 

11.2. Cultivo 

As planárias são mantidas em laboratório, dentro de recipientes plásticos 

atóxicos, em água reconstituída (aproximadamente 20 mi/! de carbonato de cálcio) 

segundo Cabridenc (1979), o que praticamente elimina qualquer variação na 

composição da água. A temperatura é controlada (21 ºC) e a alimentação é feita 

semanalmente com fígado de boi ou gema de ovo congelados. 

A água precisa ser mantida extremamente limpa, por isso é trocada 

juntamente com os recipientes, após a alimentação e novamente trocada 2 ou 3 dias 

depois, quando já se completou o processo de digestão e foram liberados dejetos 

orgânicos (Wirth e Heller, 1985). 

11.3. Exposição 

A irradiação das planárias foi realizada no Serviço de Radiologia do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), 24h antes do teste de aberrações 

cromossômicas, tempo no qual obtém-se o máximo efeito (Coco-Martin e cols., 
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1994).0 equipamento utilizado foi uma fonte de césio 137, com dosimetria de 3,85 

Gy/min, marca Gammacell, desen,olvida pela empresa Nordion, Canadá. 

Foram expostas à radiação gama 14 planárias/grupo tEstado, em doses de 

0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 Gy. 

11.4. Análise de Aberrações Cromossômicas 

As planárias são alimentadas durante três dias e cortadas no quinto dia, para 

estimular a proliferação celular (Baguríà, 1973; 197 4; 1976). A exposição é feita no 

nono dia, em relação ao primeiro dia de alimentação e, no décimo dia, usa-se o 

tecido regenerante colchicinado (0,2% durante 2h e 30min) para o preparo de 

suspensão celular (adaptado de Lau, 1998). A preparação das lâminas é feita 

somente no décimo primeiro dia (Fig. 1 ). 

Paralelamente à exposição das amostras, um grupo de planárias foi mantido 

em água de cultivo, sendo o controle negativo. 

• O preparo de suspensão celular foi realizado da seguinte maneira (Fig.2): 

a) hipotonização com KCI 0,075M durante 15min; 

b) material bem divulcionado com pipeta de Pasteur; 

e) centrifugação - 900rpm durante 5min, em microcentrífuga Sanyo, modelo 

MicroCentaur; 

d) descarte do sobrenadante e adição de glicerol (14:3:2:1 de água destilada, 

metanol, glicerol e ácido acético, respectivamente) por 5min; 

e) fixação do material com Carnoy por 1 hora; 

f) • centrifugação - 900rpm durante 7min.; 

g) fixação do material com Carnoy, over-night, 

h) 4 lavagens com fixador; 

i) pinga-se o material em suspensão sobre lâminas limpas e geladas; 

j) flambam-se as lâminas; 

k) coloração feita com Giemsa. 

As lâminas foram identificadas por código numérico e fez-se análise ao 

microscópio. As metáfases foram analisadas e classificadas conforme normais ou, 

quando anormais, especificadas quanto ao tipo, conforme classificação de Carrano e 
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Natarajan (1988). O número total de células analisadas depende da significância 

estatística dada pelo número de aberrações induzidas. Os dados foram expressos 

como número total de aberrações por 50 células de cada nível de ploidia. 

Com o intuito de verificar se havia relação dose-resposta dependente entre o 

número de aberrações cromossômicas e as doses de radiação gama utilizadas no 

tratamento, foi utilizado o teste Qui-quadrado (x2). A análise de resíduos do mesmo 

teste foi efetuada para averiguar se o número de danos das células diplóides e 

triplóides dif~ria dos valores esperados. 

o 8° 9° 10° 11° dia 

Alim. Alim. Alim. Corte Exp. Citog. Lâm. 

Figura 1 - Esquema de exposição e citogenética dos organismos amostrados . 
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Figura 2 - Protocolo esquematizado da técnica de citogenética adaptada de 

Lau (1998). 
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Ili. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

111.1. Avaliação da Sensibilidade das Linhagens Celulares da Espécie 

Mixoplóide Girardia schubarti 

A análise de aberrações cromossômicas (AC), bem como outros 

procedimentos mundialmente reconhecidos, como o teste cometa e micronúcleo, 

são os mais indicados para a avaliação da sensibilidade de um novo organismo­

teste, pois trata-se de testes de genotoxicidade muito sensíveis e bem 

estabelecidos, possuem ampla aplicabilidade e têm sido usados em vários 

organismos e tecidos (Betti e cols., 1994). A análise de aberrações cromossômicas, 

apesar de muito trabalhosa em relação a outros ensaios atualmente usados, é a 

mais informativa a respeito dos processos que ocorrem nos cromossomos das 

células somáticas após a exposição a agentes genotóxicos (Lau, 1998). 

No presente trabalho, a análise das aberrações cromossômicas foi baseada 

nos critérios de Carrano e Natarajan (1998). No entanto, no decorrer das análises, 

observou-se a presença de não-disj1mção mitótica em células diplóides, o que 

acarretaria a necessidade de se utilizar novas classificAções. Embora Lenham sido 

feitas essas constatações, esses resultados não foram aproveitados para as 

análises estatísticas, prevalecendo os critérios anteriormente estabelecidos. 

Em relação ao organismo teste escolhido, as plenárias mostraram-se 

altamente radiosensíveis. Os fatores que mais influenciam na sua radiosensibilidade 

são a existência e funcionalidade de mecanismos de reparo, o grau de diferenciação 

celular e a velocidade do ciclo celular (Alcântara Gomes e Caldas, 1969; Alcântara 

Gomes e Leitão, 1986). _, 

O número de danos em células diplóides e triplóides. de planárias mixoplóides 

Girardia schubarti, quando expostas às doses de radiação gama e em dose zero, é 

mostrado na tabela 1 e 2. Na figura 3, podem-se observar metáfases de células 

normais e seus cariótipos e células diplóides e triplóides com aberrações 

cromossômicas induzidas por radiação gama. 
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Tabela 1: Número total de aberrações cromossômicas (AC) em células 2n de 

planárias mixoplóides Girardia schubarti expostas à radiação gama. 

Doses (Gy) NºdeAC Células Anomalia de Total células 
aberrantes divisão analisadas 

Quebras Quebras Total % Não-disjunção 
cromat isocrom mitótica -~ 

0,00 2 1 3 5 o 60 
0,25 1 3 4 8 o 50 
0,50 1 6 7 14 o 50 
0,75 1 4 5 10 o 50 
1,00 3 8 11* 22 o 50 
1,25 1 1 2 4 4 50 

* P<0,05 em relação ao esperado 

Tabela 2: Número de aberrações cromossômicas (AC) em células 3n de 

planárias mixoplóides Girardia schubartí expostas à radiação gama. 

Doses (Gy) Nº de AC Células Anomalia de Total células 
aberrantes divisão analisadas 

Quebras Quebras Total % Não-disjunçao 
cromat isocrom mitótica -

0,00 o o o o o 60 
0,25 1 1 2 4 o 50 
0,50 o 4 4 8 o 50 
0,75 1 3 4 8 o 50 
1,00 o 2 2 4 o 50 
1,25 1 3 4 8 o 50 
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Figura 3: Metáfases e cariótipos de células normais e células diplóides e 

triplóides de Girardia schubarti mixoplóide com aberrações cromossômicas induzidas 

por ·radiação gama. Os painéis superiores mostram metáfases de células normais 

2n(A) e 3n(B) de Girardia schubarti mixoplóide e seus cariótipos. Os painéis 

inferiores representam células com aberrações cromossômicas após serem 

expostas à radiação gama deste mesmo organismo, 2n(C) e 3n(D). As setas indicam 

quebras isocromatídicas. 

Conforme os resultados obtidos, as células diplóides apresentaram valores 

estatisticamente significativos para a análise da curva de resposta, tendo um padrão 

de resposta dose-dependente (P=0,030) (Fig 4). Nota-se claramente um declínio na 

curva dose-resposta na dose mais elevada devido ao aumento da toxicidade, onde 

teve-se uma diminuição do número de aberrações cromossômicas (Tab 1 e Fig 4). 
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Já a linhagem celular triplóide não obteve o mesmo padrão de resposta, 

apresentando valores não-significativos para a análise estatística (P=0,305). 

À medida que foram aumentadas as doses de radiação, elevou-se 

concomitantemente a toxicidade celular, como pôde ser observado pelas células que 

tiveram o seu DNA pulverizado - altamente fragmentado (Fig 5). Essas células não 

foram levadas em consideração nas análises estatísticas, visto que nem sempre foi 

possível ter certeza de que se tratavam de células com esse padrão, podendo ser 

facilmente confundidas com eventuais sujeiras presentes nas lâminas analisadas. 

No decorrer do trabalho, também foram observadas células diplóides com não­

disjunção mitótica, mas que, por não constarem na classificação de Carrano e 

Natarajan (1988), não foram adicionadas nas análises (Tab 1 e Fig 6). 

De acordo com a análise de resíduos do teste Qui-quadrado, nota-se uma 

diferença significativa entre o número de aberrações cromossômicas das células 2n 

e o valor esperado para a dose de 1,00 Gy, (Raj=2,96), fato que pode ser explicado 

por uma maior sensibilidade das mesmas. Em relação às células 3n, nenhum dos 

valores obtidos diferiram significativamente dos valores esperados, mostrando uma 

maior resistência à radiação gama. A taxa de mutação espontânea também foi maior 

em células diplóide do que em triplóides, corroborando ainda mais esses resultados 

(Tab 1 e 2). 

300 

250 • íii 
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::i 200 :; 
(,) - 150 I') • o ... 

.?S. 100 ' (.) • <t 50 . 
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o 0,25 0,5 0,75 1,25 1,5 

Doses de Radiação gamma (Gray) 

• 2n 3n 2n/3n Polinômio (2n/3n) 

Figura 4: Efeito genotóxico diferencial da radiação gama em células 2n e de 

planárias G. schubarti mixoplóides avaliado pela análise de aberrações 

cromossômicas. 
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Figura 5: Célula de Girardia schubarti mixoplóide com DNA pulverizado 

exposta a elevadas doses de radiação gama. DP=DNA pulverizado, C= citoplasma. 

2n=9 

Figura 6: Célula diplóide de Girardia schubarti mixoplóide exposta à radiação 

gama com não-disjunção mitótica. 

A maior radiosensibilidade das células diplóides foi verificada pelo fato dessas 

apresentarem, em quase todas as doses, um número maior de aberrações 

cromossômicas após a exposição à radiação gama. Entretanto, se a presença de 

células com não-disjunção mitótica fosse levada em consideração nas avaliações, a 

linhagem diplóide teria maior incidência de aberrações cromossômicas em todas as 

doses a que foram expostas. Além disso, somente essa linhagem mostrou redução 
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do efeito na dose de 1,25 Gy, fato que enfatiza a maior sensibilidade dessas células 

(Tab 1 ). 

Para o teste utilizado, foram incluídas várias doses (0,25; 0,5; O, 75; 1,00 e 

1,25 Gy), pois muitas vezes foi citado na literatura a ausência da curva dose­

resposta em experimentos com linfócitos de humanos e primatas expostos a baixas 

doses de radiação (Takahashi e cols., 1982). Talvez, se ~ossem aumentadas as 

doses de radiação em nossos experimentos, as triplóides também apresentariam o 

mesmo padrão de resposta dose-dependente, já que as mesmas se mostraram mais 

resistentes. Devido ao fato de am:Jas linhagens celulares serem pertencentes a um 

mesmo organismo, pode-se relacionar essa diferença de respo~ta à radiação gama. 

Isso porque a relação dose-resposta não pode ser definida com segurança em 

populações heterogêneas, onde os efeitos da exposição podem diferir entre os 

indivíduos (Lutz, 2001 ). 

A linhagem diplóide, além de ser mais sensível ao tratamento, apresenta 

maior taxa de mutação espontânea, talvez por ter uma capacidade de reparo 

diferente da linhagem triplóide. O fato de as células 2n apresentarem decaimento na 

resposta em doses mais elevadas, devido à toxicidade, já aponta uma menor 

capacidade de reparação do DNA dessas células. 

Existe~ numerosos mecanismos de reparo do DNA nos quais as células 

estão envolvidas, incluindo reparo de emparelhamento incorreto de bases 

("mismatch repair''), por excisão de bases (BER), por excisão de nucleotídeos (NER) 

e recombinação (homóloga e não-homóloga) (Gros e cais., 2002). A resposta final 

ao _dano· será determinada não só por mecanismos de reparo, mas também por 

outras funções celulares, que facilitam a restauração da· lesão. Um exemplo clássico 

é o caso de lesões que induzem parada de cilco celular, permi':indo tempo à célula 

para entrar em morte celular programada (apoptose), ou fazer o reparo e, dessa 

forma, reduzir sua letalidade ou outras conseqüências genéticas após exposição a 

um determinado agente genotóxico (Pouget e Mather, 2001; Saffi e Henriques, 

2003). .., 

A habilidade celular em remover danos no DNA -pode estar correlacionada 

com a atividade proliferativa. Nesse caso, enzimas de reparo estão envolvidas no 

controle gênico do ciclo celular e, embora sejam as mesmas nos dois processos, a 

indução proliferativa não afeta a capacidade da célula na reparação de danos. Ao 

contrário, com a ativação do ciclo celular, os níveis de expressão de enzimas de 
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reparo aumentam consideravelmente. Entretanto, uma alto nível de eventos de 

reparo em células com proliferação ativada não necessariamente reflete uma maior 

capacidade desse mecanismo. O que pode ocorrer é que o processo de reparo 

esteja acontecendo com maior freqüência e não com maior eficiência (Mayer e cais., 

2002). 

Em relação aos estudos de genotoxicidade em planárias, foi observado que, 

durante o tratamento, quando os animais foram alimentados com o intuito de se 

aumentar o índice mitótico, a relação entre o número dG células 3n e 2n aumentou 

(dados não mostrados). De acordo com a constatação de que a atividade 

proliferativa pode estar associada com o sistema de reparo, as células triplóides, por 

apresentarem um maior índice mitótico, também podem estar sofrendo um maior 

número de eventos de reparo. Isso poderia explicar o fato dessas células 

mostrarem-se mais resistentes ao tratamento com radiação gama. Cabe ressaltar 

que isso não significaria necessariamente uma maior eficiência desses mecanismos. 

Outro aspecto a ser analisado é o fato de que, por essas células terem um maior 

número de cópias de DNA, teriam mais fitas-molde para a reparação de danos, ou 

seja, estariam sofrendo uma maior quantidade de recombinação. 

A diferença de sensibilidade entre as linhagens celulares de planárias 

mixoplóides Girardia schubarti em relação ao tratamento deverá ser analisada mais 

profundamente, com o intuito de se definir quais são as verdadeiras causas que 

proporcionam esse resultado. Para isso, estudos adicionais relacionados com o perfil 

da expressão gênica e atividade do sistema de reparo deverão vir a ser úteis no 

sentido de esclarecer a respeito de outros fatores possivelmente relacionados a essa 

diferença de sensibilidade. 

111.2. A Espécie Mixoplóide Girardia schubarti como Organismo-teste 

.,, 

A espécie mixoplóide Girardia schubarti mostrou-se muito adequada e 

sensível como bioindicador de genotoxicidade através do teste de aberrações 

cromossômicas. Lau (1998) já havia comprovado a eficiência de planárias diplóides 

Girardia schubarti e Girardia tigrina para a avaliação do potencial genotóxico de 

agentes químicos e físicos pela análise de aberrações cromossômicas e teste 
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cometa. Dessa forma, a espécie mixoplóide enfatiza a relevância das planárias como 

bioindicadoras de poluição ambinntal, devido a eficácia desses organismos em 

detectarem danos ao DNA, induzidos por diferentes agentes genotóxicos. 

Na padronização do teste de aberrações cromossômicas, a espec,e 

mixoplóide apresentou o maior pico mitótico em tempo distinto das espécies 

diplóides. Isso pôde ser observado ao utilizar-se o quinto dia de regeneração para a 

técnica de citogenética e verificar-se que eram obtidas mais células em metáfases 

do que com _três aias, como ocorria com as outras espécies. Devido a esse aspecto, 

houve a necessidade de se fazer uma adaptação do protocolo anteriormente 

estabelecido por Lau ( 1998). Após o corte dos animais, a técnica, que antes era 

realizada passados três dias de regeneração, teve procedência somente no quinto 

dia. Outras alterações foram relevantes para a obtenção de uma melhor qualidade 

dos cromossomos, como diminuição do tempo de uso de c.olchicina no tecido 

regenerante de 3h para 2h e 30min, hipotonização com KCI modificado de 20min 

para 15min, ausência de tripsina e adição de glicerol no processo de suspensão 

celular e alteração do tempo de centrifugação de 800rpm durante 5min para 900rpm 

durante 7min. 

Dados citogenéticos são cada vez mais importantes no estudo taxonômico 

dos tricladidos. Por causa da existência de formas sexuais e assexuais em 

populações diplóides e poliplóides em algumas espécies e de ocorrência de 

processos aberrantes envolvidos na mitose e na meiose, esse grupo de animais 

oferece aspectos interessantíssimos de pesquisa, em nível citogenético, taxonômico 

e evólutivo (Benazzi e Benazzi-Lentati, 1976; Sluys e Jong, 1984 ). Os dados obtidos 

neste trabalho, bem como em trabalhos anteriores (para revisão, ver Lau, 1998; Prá, 

2001 ), também fazem das planárias organismos muito apropriacios para a avaliação 

da genotoxicidade, tanto de corpos de águas naturais, quanto de efluentes de 

esgotos urbano-industriais. Sendo as planárias organismos com capacidade de 

metabolização desenvolvida, há a expectativa de que possam ser utilizadas com 

eficiência em testes de genotoxicidade em laboratórios, sob as mesmas condições 

dos testes in vitro, sem perder a vantagem de ser um teste in vivo. 
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IV. CONCLUSÕES 

No presente trabalho,,. foi avaliada a sensibilidade de duas linhagens celulares 

da espécie mixoplóide Gírardia schubarti, com o objetivo de validar e de determinar 

sua habilida_de e · sensibilidade na detecção do potencial genotóxico. Os resultados 

foram obtidos pela análise de aberrações cromossômicas, e os testes, real izados 

com planárias regenerantes, tratadas in vivo com a radiação gama como agente 

genotóxico. As principais conclusões foram: 

- A linhagem celular diplóide mostrou-se mais sensível à radiação gama do 

que a linhagem celular triplóide; 

- A maior resistência das células triplóides pode ser devido: a) a uma maior 

quantidade de eventos de reparo, já que apresentam maior índice mitótico; e/ou b) a 

um maior número de processos de recombinação; 

- A planária mixoplóide Girardia schubarti revelou-se um excelente organismo­

teste para uso em avaliações de aberrações cromossômicas e danos no DNA 

induzidos in vivo por radiação gama; 

- Os resultados obtidos garantem o valor préditivo dessa espécie como 

organismo-teste adequado para avaliações da gen0toxicidade ambiental, 

especialmente para amostras de água ou misturas complexas. 
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ERRATA 

No item 11.1 da página 17, onde está dito "A amostragem de planárias" e "estocadas 

à 4ºC", leia-se "A coleta de planárias" e "estocadas à 21ºC", respectivamente. 


