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Resumo- As planarias de agua doce tém se apresentado como excelente modelo para estudo do processo
de regeneracdo tecidual devido as suas caracteristicas regenerativas. Este trabalho tem com objetivo
avaliar o processo regenerativo de planarias, da espécie Dugesia tigrina, no seu quarto dia regenerativo, na
presenca de tecidos impregnados com bioceramica Invel. As planarias (n=32) foram seccionadas
transversalmente na regido entre cabeca e corpo, ,e divididos igualmente em dois grupos experimentais, um
grupo controle e um grupo com ceramica Invel. Ap6és completado o periodo de 96hs procedeu-se a fixacdo
de todas as amostras em solugdo de Bouin, e a coloragdo com hematoxilina - eosina, para posterior

contagem dos neoblastos por estereologia..
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Area do Conhecimento: ENGENHARIAS
Introducéo

Enquanto a maioria dos cientistas procura
compreender 0s mecanismos da regeneracdo em
animais tradicionais de laboratério, alguns
pesquisadores estudam os animais que podem
regenerar de fato. Dentre eles, as planarias de
agua doce tém se apresentado como excelente
modelo devido as suas caracteristicas
regenerativas, cujos mecanismos de modelacéo,
ao contrario da maioria dos outros animais estao
presentes em todo ciclo vital.

O conhecimento da regeneracdo de partes
perdidas ou danificadas ¢é de fundamental
importancia para a compreensao e controle deste
processo e, conseqientemente, para O
desenvolvimento da engenharia tecidual, medicina
regenerativa, biotecnologia entre outras.

Sanchez Alvarado e outros que trabalham na
regeneracdo natural em organismos vivos, tais
como em planarias, argumentam que provas
moleculares obtidas a partir de suas pesquisas
podem ajudar cientistas a tentarem desenvolver
terapias em célula humana.

O tipo de célula mais peculiar nas planarias sao
as células totipotentes, chamadas neoblastos
(células-tronco). Elas s&o as Unicas células
dotadas da capacidade de se dividir e diferenciar
em qualquer tipo de célula de uma planaria adulta,
sendo assim responsaveis pelas habilidades
regenerativas das planarias. Em resposta a um
ferimento sdo sinalizados para divisdo e/ou
diferenciagdo, substituindo assim as células e
tecidos perdidos. Os neoblastos possuem um
grande nucleo e muito pouco citoplasma

Além dos neoblastos, outro aspecto que chama
a atencao para as pesquisas em planarias, é que,
embora sendo organismos simples, possuem
funcbes fisiolégicas completas tais quais sistema
nervoso central, sistema digestivo e um sistema
reprodutor hermafrodita complexo, tal como foi
detalhado por Sal6 (2006).

Os neoblastos constituem 25-30% de todas as
células das planarias (BAGUNA et al. 1989) e
podem se diferenciar em epiderme (SKAER 1965,
HORI 1983a, EHLERS 1992, NEWMARK &
SANCHEZ ALVARADO 2000), rhabdite cells
(LENTZ 1967, HORI 1978), musculos (SAUZIN
1967, HORI 1983b, MORITA & BEST 1984),
neurbnios e células germinativas (GREMIGNI
1974), entre outros.

A empresa INVEL, através de pesquisas,
conseguiu incorporar uma biocerdmica em
polimeros a tecidos de algoddo, poliamida e
elastano de forma que possibilitasse o
desenvolvimento de acessorios terapéuticos.

Este tipo de biocerAmica incorporada aos
tecidos pela empresa sdo termoativos, ou seja, 0
tecido impregnado com a bioceramica em contado
0 proprio calor do corpo é ativada, emitindo
radiacdo infravermelha longa.

A radiacdo emitida pela cerémica termoativa
esta na regido do infravermelho longo (IVL), entre
3 e 15 um. Efeitos terapéuticos tém sido atribuido
a este tipo de material quando aplicado de forma
topica (GORDON, BERBRAYER, 2002; RAO,
PAABO, GOLDMAN, 2004).

Dentre os materiais que vem surgindo no
mercado como potenciais irradiadores de IVL,
destacam-se notadamente as  ceramicas
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covalentes e alguns derivados de Oxidos
ceramicos puros.

Este trabalho tem com objetivo avaliar o
processo regenerativo de planarias no seu quarto
dia regenerativo, quando na presenca de tecidos
impregnados com bioceramica Invel.

Metodologia

Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Biofotonica e Optica n&o linear do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da UNIVAP -
Sao José dos Campos.

As amostras da espécie Dugesia tigrina foram
coletadas de raizes de plantas aquéticas de agua
doce do Rio Paraiba em Sao José dos Campos-
SP. Um total de 32 animais com comprimento na
faixa entre 0,5 e 1,5 cm e com perfeita morfologia
foram selecionadas, sendo descartados aquelas
em que apresentassem qualquer tipo de
fragmentacéo do corpo ou indicio de regeneracéo
anterior aos experimentos. Os espécimes foram
mantidos em laboratério com temperatura
ambiente e alimentados com comida de peixe trés
vezes por semana A alimentacdo foi suspensa
uma semana antes do secionamento dos animais.

Com o auxilio de um pincel, cada animal foi
colocado em um dispositivo de resfriamento,
desenvolvido no laboratério, sobre um papel filtro
umedecido com agua, para proceder o0
anestesiamento e posterior seccionamento
transversal no terco proximal a cabeca, com um
bisturi, tal como indicado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo esquematica do local do
corte.

ApOs a amputagdo, cada animal foi colocado
em uma placa de petri e randomicamente divididos
em dois grupos experimentais, um grupo controle
(GC) e um grupo com ceramica Invel (Gl) O GC
foi envolvido em um tecido negro nao impregnado
com bioceramica e o Gl foi envolvido em um tecido
negro, impregnado por bioceramica Invel.

Durante o periodo experimental as amostras
ndo sofreram manipulagdo, foram mantidas em
ambiente com temperatura e umidade controlada e
auséncia de luz. Ap6s completado o periodo de
96hs, procedeu-se a fixacdo de todos os animais
em solugdo de Bouin para posterior
processamento histolégico de desidratacdo e
inclusdo em Paraplast.

Com o0s blocos cortados com 3um de
espessura (os cortes foram realizados no plano
sagital dos animais) e as laminas coradas com
hematoxilina-eosina (HE), foi iniciada a captura
das imagens. As laminas eram colocadas em um

microscopio (Leica) equipado com uma camera
digital (Leica DFC280) com 17,5x de magnificacdo
acoplada a um microcomputador, mostrando em
tempo real a imagem observada no microscopio
na tela do computador. Todas as imagens foram
capturadas de forma padronizada com objetiva de
imersdo (100x) pelo software Image Manager 50
(Leica), assim que a imagem da amostra era
posicionada no local designado para a captura, na
regido medial e dianteira de cada planaria.

Para a andlise quantitativa dos neoblastos, foi
utilizada uma técnica estereoldgica, pois a
estereologia permite fazer relagdes de estruturas
que possuem 3 dimensdes (nheoblastos) em
materiais com 2 dimensdes (suas respectivas
laminas histologicas, neste caso com 3 pum de
espessura), tal como Russ e Dehoff (1999) e
Mandarim-de-Lacerda (2003) comentam.

Neste trabalho foi utilizado um sistema-teste
composto por um quadro com area de 660 pum?,
utilizado para quantificar a densidade de perfis por
area-teste, e por 36 pontos equidistantes (Figura
2), utilizados para determinar a ocupacao relativa
da estrutura na area-teste.

Figura 2 — Sistema utilizado na quantificacdo
cercado por 2 linhas continuas e 2 linhas
descontinuas (linha proibida). Todo neoblasto que
toca a linha proibida, ndo é contabilizado.

O sistema-teste foi calibrado sobre a imagem
de uma graticula micrometrada fotografada nas
mesmas condi¢Bes de aquisicdo das imagens das
amostras. ApoOs calibragem, o sistema-teste foi
sobreposto as imagens sendo que todas as
medidas foram tiradas em 15 campos por animal,
tal como mostra a figura abaixo (Figura 3).

Resultados

Com os resultados obtidos com a quantificacdo
pela estereologia, foi possivel observar os
percentuais das densidades de volume (Vv) de
neoblastos, musculos, intestino e intersticio
celular.

A Tabela 1 mostra as médias dos grupos GC
e Gl.
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Figura 3 — Foto de um corte de uma planaria
(3um) sob a objetiva de 100X, mostrando o
enquadramento do sistema-teste sobreposto a
imagem, utilizado para a quantificacdo dos
neoblastos.

Tabela 1 - Valores médios dos volumes
guantificados pela estereologia nas planarias do
experimento.

Vv GC Gl
Neoblastos 36,61% 40,11%
Mdusculos 2,46% 2,38%
Intestino 9,62% 8,80%
Intersticio  51,32% 48,71%

Os gréaficos das Figuras 4 e 5 mostram
estatisticamente os resultados obtidos. A Figura 4
mostra o grafico comparativo entre os grupos GC
e Gl dos neoblastos e intersticio, que sao os dois
tecidos mais abundantemente  observados
microscopicamente nos animais.

A Figura 5 compara graficamente os tecidos
musculares e intestinais dos grupos GC e Gl, que
sdo os dois tipos de tecido que foram menos
observados nos animais.
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Figura 4 — Grafico mostrando os resultados em
porcentagem da dimensao atingida pelos tecidos
analisados de cada grupo. O box em vermelho
mostra um discreto aumento dos neoblastos no
grupo Gl.
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Figura 5 — Comparacédo entre os grupos GC e Gl
em relacdo aos tecidos musculares e intestinais
dos animais. Nao houve diferenca entre os grupos.

Discusséo

Embora o Gl tenha apresentado um melhor
resultado na quantificacdo de neoblastos néo foi
possivel observar diferenca estatisticamente
significante entre o0s grupos no nivel de
significancia  p=0,05 (Anova). As outras
guantificacdes apresentaram uma diferenca ainda
mais sutil entre grupos.

Apesar da existéncia de relatos clinicos
apontando eficiéncia terapéutica das assim
chamadas bioceramicas (GORDON,
BERBRAYER, 2002; RAO, PAABO, GOLDMAN,
2004), o presente trabalho n&o acusou alteragdes
na quantificacdo celular de neoblastos em
plandrias expostas ao tecido com bioceradmica
incorporada. Este resultado pode ser devido ao
fato de termos escolhido um organismo aquatico
para o experimento, embora com este mesmo
organismo ja foi relatado que a radiacdo éptica no
espectro visivel produz alteracdes celulares
mensuraveis (Souza et al, 2005, Munin et al 2007).
Deve-se, neste caso, considerar que a agua nao
atenua de forma significativa a radiacao visivel,
mas absorve fortemente o infra-vermelho médio e
longo, faixas de emissdo da assim denominada
biocerdmica. Como os animais foram mantidos
em placas de Petri imersos em agua, é possivel
que o corpo do animal ndo tenha sido exposto a
radiacdo de forma suficiente para que qualquer
efeito estatisticamente significante tenha sido
produzido. No experimento, foram colocados
tecidos impregnados com bhioceramica sob e sobre
a placa de Petri. Para chegar até o corpo do
animal, a radiacdo IVL eventualmente gerada pelo
tecido situado debaixo da placa de Petri, além da
agua em que o0 animal estava imerso, estava
também submetida & espessura do préprio vidro,
provavelmente tipo borossilicato, o qual apresenta
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também forte absorcdo nas
infravermelho médio e longo.

Um aspecto relevante que deve ser
mencionado é que os relatos na literatura se
referem a seres humanos. Com aplicagdes topicas
nas quais os tecidos ficam em contato com o
corpo, as bioceramicas ficam submetidas a
temperatura corpérea de 36,6°C, aumentando a
eficiéncia de emissdo das mesmas. As planérias
séo organismos sensiveis, ndo tendo sido possivel
elevar a temperatura além da temperatura
ambiente do laboratério (~22 °C). Com a
temperatura mais baixa, € de se esperar uma
eficiéncia de emisséo reduzida.

regides do

Concluséo

Neste experimento, ndo foi possivel observar
alteracdes significativas em planarias expostas a
tecidos incorporados com cerémicas termo-ativas.
Entretanto, considera-se que o0 experimento nao
foi conclusivo quanto a comprovacédo dos efeitos
da biocerdmica em organismos vivos, devido a
interferéncias experimentais diversas.
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