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Proliferacdo de células-tronco em planarias submetidas a radiacao laser nos

estagios iniciais de regeneracao tecidual

RESUMO

Uma variedade de efeitos é atribuida a foto estimulacdo de tecidos,
como efeitos analgésicos e antiinflamatorios, estimulacdo da proliferacdo de
células de diferentes origens e estimulacdo de reparo de 0ssos. Algumas
pesquisas que fazem avaliacdes qualitativas, como cura de ferida e avaliagao
de dor e edema, podem ser efetuadas em humanos. Entretanto pesquisas mais
profundas dos mecanismos de acdo do estimulo de luz e outros trabalhos
guantitativos que requerem biopsias ou analise invasivas tém que ser feitas em
modelo animal ou em culturas de células. Este trabalho propfe o uso de
planarias da espécie Dugesia tigrina como um modelo para estudar a interacao
laser-tecido, devido a sua notavel capacidade regenerativa. A regeneracdo de
partes amputadas de seu corpo envolve células indiferenciadas chamadas
neoblastos. O estudo desse trabalho foi realizado com o objetivo de associar o
efeito bioestimulador do laser da baixa poténcia ao processo regenerativo das
planarias. Foram selecionados 52 animais, com o comprimento entre 1,0 e 1,4
cm, sendo todos secionados na regido entre cabeca e corpo, logo abaixo das
auriculas. Os animais foram separados em dois grupos: um grupo controle ndo
irradiado e um grupo irradiado por um minuto a cada 24 horas, utilizando laser
com comprimento de onda de 660 nm. A regeneracéao cefalica foi analisada nos
seguintes periodos: 0, 24, 48 e 72 horas, por meio de cortes histolégicos na
regido sagital do animal em processo regenerativo. Foi observado que a
radiacdo laser induziu um crescimento exponencial de neoblastos,

comportamento este ndo observado no grupo controle.

Palavras-chave: Lasers; Planaria; Regeneracgdo tecidual; Neoblastos.



Stem cells proliferation in planarians exposed to laser radiation in the

early regeneration stages

ABSTRACT

A variety of effects is attributed to the photo-stimulation of tissues, such
as analgesic and anti-inflammatory effects, stimulation of proliferation of cells of
different origins and stimulation of bone repair. Some of the research works
which make qualitative evaluations, such as wound repair, and study of pain
and edema, can be applied to humans. However, investigations to study the
mechanisms of action of the light therapy and other quantitative works which
requires biopsies or destructive analysis must be made in animal models or in
cell cultures. In this work, the use of planarians as a model to study laser —
tissue interaction is proposed, in view of the expressive regeneration ability of
such animals. In those organisms, the regeneration of lost body parts involves
undifferentiated cells called neoblasts. This works aims to investigate the
effects of the low power laser light in the regenerative process of planarians.
An amount of 52 worms were selected and cut in a transversal plane between
the head and the body, next to the auricles. The animals were separated in two
study groups: a nonvirradiated control group and a group treated with laser
radiation in daily sections of 1 minute, with a diode laser wavelength at the 660
nm wavelength. Sagittal histological cuts of the regenerating organisms were
performed and neoblast cells counted for the experimental periods of zero, 24,
48 and 72 hours after animal amputation. It was found that laser radiation
induced an exponential growth of neoblast cells, a behavior not found in the

control group.

Keywords: Lasers; planarians; Tissues regenerations; Neoblast.
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1 INTRODUCAO

Ao final do século passado e inicio deste, 0os avancos nas pesquisas visaram,
de uma maneira geral, a compreensdo de diferentes modalidades terapéuticas
investigando a possibilidade de melhorar as condicdes do organismo enfermo,
combatendo doencas com técnicas nao invasivas.

Recentemente, tem-se observado grande interesse cientifico na interacdo da
radiacdo Optica com sistemas biologicos vivos. A laserterapia vem sendo utilizada
com muito sucesso no tratamento de varios processos patolégicos, particularmente
na cicatrizacao de feridas e reparo tecidual [1, 2, 3]. A terapia laser modula varios
sistemas biol6gicos envolvidos no processo de reparacao tecidual, promovendo
modificacdes bioquimicas e elétricas, dentre outras.

O reparo tecidual € um fendmeno de fundamental importancia para os
organismos vivos, podendo ser considerado como um dos mecanismos primarios de
sobrevivéncia. Assim, novos conhecimentos sobre a capacidade de regeneracao
tecidual abrem caminhos para sua utilizacdo no reparo de tecidos e 0rgaos lesados.

O conhecimento da regeneracdo de partes perdidas ou danificadas é de
fundamental importancia para a compreensdo e controle deste processo e,
consequentemente, para o desenvolvimento da engenharia tecidual, medicina
regenerativa, biotecnologia dentre outras.

Nos dias atuais, uma surpreendente soma de recursos materiais e humanos é
destinada ao estudo das células-tronco e do seu potencial na regeneracdo de
tecidos ou de 6rgdos irremediavelmente lesados por doencas ou congenitamente
malformados.

As pesquisas realizadas com células-tronco, também denominadas células-
mae, pela sua capacidade de originar novas células, permitiram explorar uma via
terapéutica alternativa, baseada na reposicédo de tecidos ou 6rgdos danificados por
trauma ou por qualquer tipo de injuria, seja de natureza quimica, fisica, metabdlica,
infecciosa ou funcional. A reconstituicdo anatdomica (histolégica) e funcional de
determinados 6rgdos jA € uma realidade no caso da medula 6ssea e constitui uma
grande promessa no caso do miocardio e de outros 6rgaos e tecidos nobres, a partir
do emprego de células-tronco.

Os estudos desenvolvidos a partir das células-tronco representam um grande

avanco do conhecimento relacionado ao modo pelo qual um organismo complexo se
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desenvolve a partir de uma Unica célula. Representam também um enorme
progresso na observacéo de que células sadias podem substituir células danificadas
nos organismos adultos.

Hoje se sabe que um bom numero de tecidos possuem células-tronco de
reposicdo, uma espécie de reserva que o organismo utiliza para tomar o lugar de
células maduras desgastadas ou quando ocorre lesdo ou remodelacao de tecidos.

Pesquisas com as células-tronco suscitam questdes de naturezas variadas,
para as quais ainda ndo héa respostas satisfatérias. Os resultados sdo muitas vezes
expressivos, mas ainda néo se conseguiu explicar o que realmente acontece.

Embora a maioria dos interesses em medicina regenerativa focalizem os
beneficios potenciais do embrido ou de células-tronco adultas, existem outros
pesquisadores que utilizam uma abordagem diferenciada para o problema. Estes
pesquisadores acreditam, embora células-tronco possam oferecer alguns beneficios
para um futuro relativamente proximo, sera necessaria uma outra abordagem para
compreender todo o processo regenerativo. Para a busca desses conhecimentos,
deve-se primeiro aprender como a natureza jA tem resolvido o problema da
regeneracao e entdo usar esta informacéo para realgcar a capacidade regenerativa
em mamiferos. Estes estudos buscam entender a biologia da regeneracao,
especialmente os mecanismos celular e molecular que governam 0S processos
regenerativos.

Durante o século dezenove e por quase todo o século vinte, pesquisas sobre
regeneracdo focalizaram principalmente o processo regenerativo e suas bases
celulares. Muitas descobertas importantes foram feitas e conduziram, em parte, para
a concluséo geral de que células progenitoras sdo necessarias para a maioria dos
processos regenerativos. Entretanto, a origem dessas células progenitoras varia
entre sistemas regenerativos.

Alejandro, Sanchez, Alvarado e Emili Salé que trabalham na regeneracéo
natural dos organismos argumentam que evidéncias moleculares obtidas a partir de
suas pesquisas podem ajudar os cientistas no desenvolvimento de terapias celulares
em humanos [5, 6, 7, 8].

Sabe-se hoje que alguns organismos, como as planarias e as hydras,
conservam populacdes de células-tronco durante sua vida, e que sdo mobilizadas
guando necessarias. Diferente das células-tronco “adultas” encontradas em tecidos

humanos e mamiferos, que tem uma capacidade relativamente restrita para
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desenvolvimento em diferentes tipos de células, as células daqueles animais
conservam a habilidade de regenerarem muitos dos tecidos do corpo. Em ambos os
tipos de organismos, planarias e hydras, procura-se identificar o local em que as
células envolvidas adquirem suas instrucdes, e também quais sdo 0s genes e as
proteinas que estdo envolvidas no processo regenerativo.

As planarias de agua doce tém se apresentado como excelente modelo
animal experimental devido a sua capacidade regenerativa, capacidade esta que, ao
contrario da maioria dos outros animais, esta presente em todo ciclo vital. As
células-tronco quiescentes estédo distribuidas ao longo do seu corpo e quando um
dano acontece, as células proximas ao local danificado realizam reparos especificos
neste local.

Se para humanos, as lesbes do sistema nervoso deixam pouca esperanca de
recuperacao, para as planarias, um organismo capaz de regenerar um individuo
inteiro a partir de um pequeno fragmento, lesdes e amputacdes sdo 0os menores dos
problemas. Por isso, tornam-se alvo de interesse para diversos estudos, pela busca
de respostas as questbes que envolvem a origem, o desenvolvimento e
reestruturacdo de seus tecidos perdidos.

Esta questdo apresenta uma intrigante possibilidade: pesquisas em planarias
devem revelar como reativar seletivamente os genes e proteinas que conduzem o
inicio do desenvolvimento dos mamiferos, e entéo induzir a regeneracao em tecidos
humanos danificados ou perdidos.

Embora muitos dos estudos mntenham apenas hipéteses sobre os eventos
celulares e / ou moleculares relacionados as experiéncias especificas, muitas das
observagdes séo ainda fundamentais ao entendimento do processo da regeneracéo.
Porém, é interessante notar que, mesmo depois de mais de 250 anos de estudos, a
maioria das perguntas biolégicas sobre a regeneracao permanece sem resposta.

Diversos trabalhos cientificos relatam o uso do Laser de Baixa poténcia (LBP)
em tecidos biolégicos. A aplicacdo do laser de baixa poténcia ao estudo com
animais que podem se regenerar completamente ainda necessita de referéncias na
literatura cientifica. Associar a luz laser com estes animais pode ser o caminho para
desenvolvimentos importantes na engenharia de tecidos e na medicina
regenerativa [1]. Desta forma, neste trabalho estudamos a interagéo laser-tecido em
planarias da espécie Dugesia tigrina com 0 objetivo de quantificar o processo

regenerativo cefalico desses organismos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Regeneracéao

A regeneracgdo é a organizacgdo tecidual com substituicdo das células mortas
ou lesadas por novas células, idénticas as originais, promovendo a restituicdo da
integridade anatémica e funcional do tecido. E um atributo fundamental de quase
todos os seres vivos, mesmo que seja apenas uma restauracao simples do tecido ou
a recolocacao completa das partes perdidas do corpo tais como 0s membros, cauda,
ou cabeca [4].

Os diversos modos pelos quais a regeneracdo € realizada sdo muito
interessantes quanto a sua distribuicdo entre os diversos grupos taxonémicos. Sabe-
se gue é um processo altamente conservado ao longo da evolugcdo, ou seja, se
visualizar a escala evolutiva pode se observar que em todos os filos ha organismos
com capacidade de regeneracdo, embora essa capacidade regenerativa seja
variavel entre os diferentes seres vivos [5] (Figura 1).

Espécies mais primitivas na escala evolutiva tém, em geral, maior capacidade
de regeneracdo que os mais diferenciados. Fragmentos de alguns celenterados
colocados na areia em agua do mar formardo animais completos. Quando uma
planaria é cortada em pedacos, cada um destes se regenera, formando um novo
animal. Estrelas-do-mar e outros equinodermas regeneram bracos ou outras partes
perdidas. Extremidades pares de caranguejos e outros crustaceos e a cauda de
algumas salamandras e lagartos podem soltar-se do corpo quando sob tenséo e
posteriormente o animal regenera a parte perdida.

Os mamiferos exibem habilidades regenerativas limitadas em comparacao
com a de outros filos, considerando a alta reestruturacao celular destes. A cada dia
estima-se que o corpo humano substitui mais de 10 bilhdes de células perdidas por
ferimento ou por tarefas domésticas celulares ordinarias. O figado humano, por
exemplo, tem a habilidade de regenerar até 70 % de seu tecido. Mais draméticas, as
salamandras, as planarias, e as hydras, dentre outros organismos, crescem partes
do corpo inteiramente novas quando estas sdo perdidas por ferimento ou

amputacao [6].
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Figura 1: Distribuicéo filogenética de regeneragdo em organismos multicelulares. Os animais
gue possuem capacidade regenerativa estdo sombreados. Os animais ndo marcados, ndo possuem
capacidade regenerativa ou sua presenca é desconhecida.

Fonte: [5]

Desde a época da Grécia antiga a regeneracdo de uma parte perdida do

corpo e orgaos danificados tem sido objetos de atengdo. A profunda origem dessa

precoce fascinacdo pode ser vista na mitologia grega. As muitas cabecas de Hydra

guase derrotaram o her6i Hercules por crescer duas novas cabecgas por cada uma

gue ele cortava, e o figado de Prometeu, devorado por uma aguia voraz toda noite,

regenerava-se todas as manhas. Aristoteles, que viveu de 384 -322 AC, notou que
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as caudas de lagartos e cobras, assim como os olhos de andorinhas, podiam
regenerar [9].

Alguns invertebrados, que estendem suas cabecas e outras partes do corpo a
partir de tubos e buracos projetores e as retraem rapidamente sao, com freqiiéncia,
mordidos por predadores de passagem. A cicatrizacdo dos ferimentos e a
regeneracao dos 6rgdos perdidos sdo comuns entre estes seres e tais perdas de
partes corporais tipicamente ndo resultam em morte e quase sempre se regeneram.
Estas criaturas notaveis podem carregar informacfes importantes para
investigadores que desenvolvem terapias celulares humanas, mas as conexdes sO
estdo comecgando agora a serem feitas. Surpreendentemente, sabe-se pouco sobre
0S mecanismos moleculares que suportam este fendmeno notavel. Na realidade, de
todos os problemas biologicos existentes hd muito, a regeneracdo € um dos que
menos se conhece.

O mecanismo de regeneracdo vem sendo estudado ha mais de dois séculos,
conforme demonstrado nos relatos de Abraham Trembley em 1740 em seus estudos
com a hydra, onde observou que estes animais quando decapitados poderiam
regenerar cabecas inteiras B, 9, 10], experiéncia que foi considerada por muitos
como o nascimento da biologia experimental. Peter Simon Pallas em 1766 em seus
estudos com planérias [6, 9, 7, 11], Lazzaro Spallanzani em 1768 que publicou que a
hydra poderia formar dois organismos inteiros quando divididas ao meio, girinos de
anfibios eram capazes de regenerar suas caudas e que salamandras podem
regenerar as suas mandibulas, membros, rabos e olhos respectivamente [9, 12].

Em 1901, apds a publicacdo de 12 artigos sobre regeneracdo em planaria,
Thomas Morgan chegou a definicdo classica: “Regeneracdo € o processo biolégico
gue consiste no reparo do tecido ap6s uma lesdo” e considerou a regeneracao uma
propriedade fundamental dos seres vivos, permitindo a eles sobreviver as

"agressdes" ambientais e se manterem fisiol0gica e estruturalmente. [6 - 9, 13, - 19].

2.2 A Planéaria como um Organismo Modelo

As planarias de agua doce tém sido usadas como modelo experimental
classico para o estudo do processo de desenvolvimento e regeneracdo. Sua

elevada capacidade regenerativa, com a presenca de células-tronco totipotentes,
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capazes de se diferenciar em qualquer tecido no sistema dos metazoarios, fornece
um modelo ideal para o estudo de regeneracdo, sendo mais apropriadas que 0s
outros modelos experimentais tradicionais (insetos, nematelmintos, peixes, anfibios
e mamiferos).

Do ponto de vista evolutivo, os platelmintos representam um ponto de
transicdo, um divisor de aguas decisivo (Figura 2). Possuem inovacoes
determinantes no caminho da evolucdo. As planarias mostram-se mais evoluidas
gue os animais dos filos poriferas e coelenterata por terem simetria bilateral, com
diferenciacdo antero-posterior e dorsoventral; com o0 corpo organizado com uma
extremidade anterior ou cabeca, onde se concentram 0s 6rgdos sensoriais e 0
sistema nervoso, capazes de coordenar movimentos e comportamentos simples,
com ganglios cerebréides anteriores dilatados de onde partem corddes nervosos
gue se estendem ao longo do corpo, mesoderma como um terceiro folheto
germinativo produzindo musculos e outros 6rgaos entre o ectoderma e endoderma,
camadas e feixes de musculos possibilitando movimentos variados, gbnadas
internas com ductos reprodutores permanentes e 0rgaos copuladores. Em outras
palavras, as planarias possuem caracteristicas anatébmicas, morfolégicas e estrutural
chaves que poderiam ter sido plataformas para a evolucdo dos tecidos e érgaos
altamente organizados encontrados em organismos mais evoluidos [6, 20, 21].

Por sua vez, a planaria esta sempre em processo continuo de reposicao de
células, de crescimento tanto no volume quanto no comprimento dependendo das
circunstancias externas, estando sempre pronta para restaurar-se completamente ou
mesmo que seja um fragmento minusculo de seu corpo. Pode se dizer que, ao
contrario da maioria dos outros animais, 0 mecanismo de modelacao das planarias €

sempre ativo enquanto o animal estiver vivo [5, 6, 8] (Tabelal).
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Tabelal: Modelo do sistema de regeneragéo

Espécies ou Capacidade Regenerativa Genoma
Grupos Sequenciado
INVERTEBRADOS
Hydras Todos tecidos e 6rgaos. N&o
Planarias Todos tecidos (neurdnios, mausculos, epitélios) e
orgaos (Sistema digestivo, muscular). Sim
Ascidios Todos tecidos e 6rgaos. Sim
VERTEBRADOS
Salamandras Membros, caudas, coragdo, olhos, medula espinhal,
mandibula, retina, células de pélo da orelha interna. Né&o
Axolotis Membros, cauda, coracdo, medula espinhal, cérebro. Nao
Ras Membros pré-metamorficos, calda, retina, células de Sim
pélo da orelha interna.
Zebrafish Barbatanas, cauda, coracdo, figado, corddo espinhal, Sim
células de pélo da orelha interna, linha lateral.
Pintainhos Células de pélo da orelha interna. Sim
Camundongos Figado, digitais dos dedos. Sim
Fonte: [5].

A escolha das planarias como um modelo animal para o estudo de
regeneracao baseia-se na sua notavel plasticidade, na rapidez de sua resposta
regenerativa, na populacado de células-tronco que Ihes da capacidade regenerativa e
na facilidade de serem cultivadas em laboratorio.

A maioria das espécies de planérias habita o mar e a agua doce, mas existem
algumas espécies que ocorrem em solos Umidos, rochas e gravetos, apresentando
preferéncia por locais sombreados. S&o membros comuns da fauna intersticial.

Varias espécies de planaria receberam maior atencéo, dentre elas a Dugesia
japonica e Schmidtea mediterranea [5, 6]. A Dugesia japonica tem sido usada para o
estudo da regeneracdo na Uultima década e tem gerado grande avanco,
principalmente dos processos ativados durante a regeneragdo do sistema nervoso
ap6s decapitacao R1, 22, 23], no estudo de presenca de proteinas nos olhos e
auriculas [24], no estudo do sistema muscular [25], na regeneracao espontanea de
ocelos supernumerarios [26], na utilizacdo da imunohistoquimica [27], dentre outros.
Alvarado e Newmark tém estudado a Schmidtea mediterranea e ja caracterizaram
um grande numero de genes, e a conclusdo do genoma estd proximo, o que pode
sinalizar os principais caminhos usados na embriologia destes animais. O
desenvolvimento de técnicas para reproducdo de Schmidtea mediterranea em

condicbes de laboratério pode proporcionar uma oportunidade sem igual permitindo
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uma nova compreensdo da embriogénese destes organismos, o que pode ajudar

nas investigacdes de processos regenerativos em Metazoarios [16].

2.2.1 Taxonomia

Os Platyhelminthes s&@o considerados por muitos por ocupar uma posicao
importante na evolucao dos Metazoarios [20].

As Planarias de agua doce pertencem ao Filo: Plathyhelminthes, atualmente
considerados, como um grupo Lophotrochozoa B, 9, 13, 16, 19, 21, 28 - 32] por
possuirem simetria bilateral, o grupo principal do Protostomes, o blastéporo orificio
da gastrula formard a boca [6, 9, 21, 30, 33]; da classe Turbellaria por ser um
organismo de vida livre; da ordem Tricladida por possuir faringe tubular, direcionada
posteriormente e sistema intestinal dividido em trés ramos [14, 20, 28, 30, 31, 33];
sub-ordem Paludicola [LO] referente ao habitat em que ocupa, Familia: Dugesiidae
[11], Geénero: Dugesia (Girard, 1851) e Espécie: Girardia tigrina (Girard, 1850),
também conhecida como Dugesia tigrina.

2.2.2 Planaria Dugesia Tigrina

As planérias, Girardia tigrina (Girard, 1850), também conhecida como Dugesia
tigrina (Ball, 1974) (Figura 3), sdo animais pequenos de vida livre, que habitam
locais de &gua rica em matéria organica, incluindo cérregos, lagos e rios, onde
aderem a superficie inferior de plantas submersas, como as raizes de macrofitas
(por exemplo, Eichornia sp), rochas e gravetos, sempre evitando a luz. Estao

mundialmente distribuidas.
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Figura 3: Fotografia de uma planaria Dugesia tigrina usada neste trabalho de pesquisa

2.2.3 Morfologia e Anatomia

A Dugesia tigrina € um verme achatado, esguio e mole, tem o comprimento
variando de 3 a 15 mm, com extremidade anterior ou “cabec¢a” em forma de triangulo
obtuso e um corpo afilado que vai do cinza a varios tons de marrom com manchas
de pigmento escuro. S&o metazoéarios de vida livre, simetria bilateral [33 - 36],
possuem uma regido anterior, uma posterior, uma dorsal e uma ventral, apresentam
0 corpo alongado e achatado, com aspecto de uma fita. S8o animais triblasticos
(formam trés folhetos embrionérios: ectoderma, mesoderma e endoderma), todavia
ainda se mostram acelomados, o espaco existente entre a musculatura e os 6rgaos
internos sdo preenchidos pelo parénquima, de origem mesodérmica [8, 33, 34, 36].

O sistema esquelético é inexistente B] e a Unica estrutura de suporte é a
membrana basal elastica situada abaixo da epiderme (Figura 4). O esqueleto
intracelular € uma camada em forma de teia de filamentos de actina (teia terminal)
dentro da propria epiderme, camada que aparentemente ajuda a suportar 0s

estresses na epiderme.
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O corpo é revestido pela epiderme constituida de uma Unica camada de
células cuboides, que repousa em uma membrana basal elastica que se constitui de
trés elementos estruturais, uma zona eletroluscente, uma camada limitante e uma
camada microfibrilar [L1, 37]. A epiderme ventral € em grande parte revestida com
cilios que servem para locomocao (Figura 4). Uma caracteristica importante é a
presenca de numerosas células glandulares, que podem encontrar-se
completamente na epiderme ou submersas no interior ou abaixo das camadas
musculares, com somente o colo das glandulas penetrando na epiderme. Tais
glandulas tém funcédo de adesao, secre¢cdo de muco. O muco produzido por estas
glandulas exerce um papel muito importante, pois reveste o substrato por cima do
gual o animal rasteja e ajuda na captura e degluticdo das presas [6, 8].

Abaixo da membrana basal ha camadas de fibras musculares circulares,
longitudinais, diagonais e também dorsoventrais (Figura 4). A mais externa €
circular, a mediana é diagonal e a mais interna é longitudinal, atravessando o
parénquima, nota-se ainda os feixes musculares que compdem a musculatura dorso-
ventral [7, 8, 11, 25, 34], que ndo sdo usadas para locomocado, que é feita pelo
epitélio ventral ciliado [7, 8].

As células parenquimais sao diversas, sendo as mais importantes as células
de reposicao epidérmicas (células que migram do parénquima para a superficie
corporal e repbe quaisquer células epidérmicas danificadas ou destruidas, meio
necessario em virtude de auséncia de mitose na epiderme), as células formativas
livres, os neoblastos (populagcdes de células totipotentes que sédo fundamentais na
cicatrizagcdo e na regeneracdo dos ferimentos, sendo as responsaveis pela formacao
do blastema celular que originara os tecidos perdidos acidentalmente ou por
amputacao), as células parenquimais fixas e algumas células pigmentares [21].

O sistema digestivo compreende boca, faringe protréactil e intestino e a falta de
anus caracteriza o sistema digestivo incompleto (Figura 4). A boca, situada na
superficie ventral e mediana, € o orificio de saida da faringe. A faringe tubular é
pregueada, com paredes musculares, e direcionada posteriormente podendo ser
estendida para capturar alimentos. A faringe é utilizada tanto para ingestdo como
para egestdo de alimentos. A cavidade digestiva, ou intestino, é tipicamente um saco
cego e muito ramificado, assim nenhuma célula esta muito longe do tubo digestivo,
aumentando a area de digestédo e a distribuicdo eficaz dos alimentos. Sua parede

tem camada Unica e é composta de células fagocitarias e glandulares, constituida
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por um epitélio simples cilindrico de origem endoblastica, e se divide em trés ramos
principais, um anterior e dois posteriores e cada um desses ramos, por sua vez, tem
muitos diverticulos laterais. O ramo anterior percorre medialmente o corpo
terminando na cabeca, 0s dois outros ramos se encurvam para tras, ladeiam a bolsa
faringea e terminam na extremidade posterior. Os trés ramos emitem numerosas
ramificagoes irregulares e terminam em fundo cego [7, 8, 11] (Figura 4).

As planarias sdo animais carnivoros e necréfagos, ingerindo pequenos
animais, vivos ou mortos. Quando famintas locomovem-se ativamente, reunindo-se
rapidamente em torno do alimento, seja ele pequenos crustaceos, larvas de insetos
OuU mesmo pequenos animais em decomposicdo. Quando uma comeca a se
alimentar, outras sdo logo atraidas, por substancias difundidas do alimento ou pelos
sucos digestivos. O alimento é aprisionado em muco por elas secretado e entéo, a
faringe muscular é protraida na direcdo do alimento, que através de movimentos de
succdo e acdo de enzimas secretadas por células glandulares permitem a
penetracdo progressiva nos alimentos. As particulas alimentares séo levadas ao
intestino que também funciona como cavidade gastrovascular, desde que serve para
a circulacdo dos alimentos. A digestédo é dupla: extracelular e intracelular. A digestéao
extracelular ocorre na luz intestinal e decompde apenas as gorduras. As substancias
protéicas e os hidratos de carbono séo fagocitados e digeridos por células da parede
do intestino, responsaveis pela digestdo intracelular. Os produtos da digestéo
passam, gradualmente, por difusdo para os demais tecidos. Os materiais nao
digeridos sdo eliminados pela propria boca, pois ndo possuem anus. De acordo com
as condi¢cdes ambientais, como por exemplo durante periodos de fome prolongada,
planarias reduzem o seu tamanho [20, 35, 38]. Esta mudanca em tamanho de corpo
€ devida a uma reducédo global em numero total de células, ao invés de uma reducao
em tamanho das células, certos 6rgdos degeneram e sao utilizados como fonte de
energia para o organismo.

As planarias sdo desprovidas de sistema circulatorio B], a distribuicdo dos
nutrientes € realizada pela ramificacbes do intestino, por difusdo nas células da
parede intestinal [6, 11]. Nao existe também sistema respiratério [8], a respiracao é
aerobia, as trocas gasosas ocorrem diretamente entre a epiderme e o meio externo,
e grande parte dos residuos metabdlicos, como a amoénia, € eliminada por difuséo,

pela superficie corporal.
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As planarias s90 0s primeiros animais da escola zooldgica que apresentam
um sistema excretor, que € constituido por duas redes de tdbulos situados no
parénquima, percorrendo lateralmente o corpo. As ultimas ramificagbes dos tubulos
terminam nas células flama, enquanto outros tdbulos atingem a superficie dorsal,
onde se abrem através de minusculos poros excretores. As células flama ou
solendcitos sdo elementos fundamentais do sistema excretor [6]. E uma célula
alongada, percorrida por um canaliculo no qual existe um tufo de cilios vibrateis [8].
A porcédo terminal da célula € alongada e contém o nucleo. O solendcito absorve
catabolitos e o0 excesso de agua, funcionando, portanto, também como elemento de
equilibrio osmético. O batimento dos cilios provoca correntes liquidas que enviam as
substancias coletadas para o sistema de tubulos e finalmente poros excretores.
Funcionam ainda como elementos excretores as células endodérmicas que
revestem o intestino.

Quanto ao sistema nervoso, este € bem desenvolvido, sendo os primeiros
organismos da escala zoologica dotados de sistema nervoso central. Quando
comparada com um celenterado, mostra muito mais coordenacédo na acdo de suas
partes. Isto resulta do desenvolvimento superior do sistema nervoso, auxiliado pelas
estruturas sensitivas espalhadas na epiderme, particularmente na regiao cefélica. A
complexidade das fibras musculares, dirigidas pelo sistema nervoso, possibilita
maior variedade de movimentos. O sistema nervoso é do tipo ganglionar e mais
diferenciado do que o primitivo sistema difuso dos celenterados. Possuem a
tendéncia evolutiva de agrupar células nervosas na regiao anterior do corpo, nos
ganglios cerebrais, conhecida como cefalizacdo. Na regido cefalica, "cabeca”,
distingue-se um cérebro primitivo constituido por dois ganglios cerebréides,
fusionados, entre duas manchas ocelares pretas, médio-dorsais, os ‘0lhos”, e de
cada ganglio sai um corddo nervoso ventral longitudinal. Os dois corddes nervosos
ligam-se transversalmente através de comissuras nervosas e emitem numerosos
nervos periféricos (Figura 4). Estudos realizados evidenciam uma grande
capacidade de responder a estimulos luminosos (fototactismo); corrente de aguas
(reotactismo); alimentos (quimiotactismo) e a estimulos mecanicos (tigmotactismo)
[7,11, 19, 21, 35].

Os estimulos externos séo recebidos por células sensoriais finas e alongadas,
os fotorreceptores, situadas no lado ventral do corpo entre as células epidérmicas.

Os 0Orgdos sensoriais mais tipicos sao os olhos rudimentares e do tipo "calice
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invertido", denominados ocelos, estruturas compostas por células fotorreceptoras,
responsaveis pelo comportamento fotonegativo das planarias. Os ocelos consistem
de duas células: uma célula de nervo bipolar com uma haste transparente com uma
estrutura fotorreceptora e uma estrutura em forma de “xicara” que contém as células
de pigmento. A célula bipolar conecta diretamente com o ganglio cefalico por uma
fibra do nervo que cuza parcialmente o ganglio contrario e produz um cruzamento
otico parcial. Nao existe cristalino (lente ocular), a epiderme que recobre o olho nao
€ pigmentada, facilitando a passagem da luz, mas nao formam imagens [19, 24, 25,
26, 39].

Podem apresentar trés tipos de estratégia reprodutiva: assexuada, sexuada
ou ambas. Reproduzem-se assexualmente por fissdes transversais ou sexualmente
por fecundacédo cruzada [7, 11, 20, 40]. A reproducdo assexual acontece através de
fendimento transversal, normalmente posterior a faringe e os pedacos perdidos séo
regenerados, por outro lado, sdo hermafroditas, reproduzem sexuadamente por
fecundacdo cruzada. Algumas espécies combinam estas duas modalidades,
podendo alternar entre reproducéo sexual e assexual durante estacfes climaticas e
sazonais, enquanto outros utilizam um Unico modo de reproducdo [L1]. Os érgaos
sexuais sO aparecem no animal adulto, formados a partir das “células formativas” do
parénquima. O genital masculino consta de centenas de testiculos pequenos e
esféricos, distribuidos em dois grupos laterais. Dos testiculos partem canaliculos,
denominados vasos eferentes que desembocam nos dois grandes vasos deferentes
gue percorrem longitudinalmente e lateralmente o corpo. Dos vasos deferentes saem
os dois ductos deferentes de maior calibre, que se unem e formam a vesicula
seminal, para guardar espermatozdides. Da vesicula sai o pénis, um tubo muscular
situado no atrio genital, uma espécie de bolsa que envolve a porcdo terminal dos
sistemas genitais e se comunica com o exterior através do poro genital. O genital
feminino compreende um par de ovarios esféricos situados anteriormente, na base
da cabeca. Cada ovario liga-se a um oviduto que percorre 0 corpo ventralmente.
Durante o seu longo trajeto, os dois ovidutos recebem numerosas glandulas
vitelogénicas que produzem as células vitelinicas que acompanham o évulo; os dois
ovidutos terminam na vagina, mediana e ligada a uma dilatacdo, o receptaculo
seminal. A abertura da vagina também se da no atrio genital [8] (Figura 4).

No processo sexuado ocorre a troca de gametas masculinos entre os dois

animais, com deposicdo de capsulas de ovos ap6s a fecundacdo dos gametas
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femininos. As capsulas sao fixas ao substrato através de um pedulnculo que termina
em um disco adesivo. Nao ha nenhuma fase larval, consequientemente, o resultado

da embriogénese sao pequenas planarias no casulo [11, 40].

2.2.4 A Regeneracdo em Planarias

Ha muito tempo os bidlogos perceberam que as planarias possuem um
desenvolvimento excepcional que permite a estes metazoarios simples se regenerar
completamente quando cortadas tanto transversal como longitudinalmente ou
mesmo em fragmentos mindsculos. Elas possuem propriedades regenerativas
notaveis que lhes fazem um dos modelos classicos para o estudo de regeneracéo,
sua habilidade de recompor um corpo inteiro de um punhado de células parece
guase milagrosa, ja é conhecida por quase dois séculos, mas ha uma compreensao
limitada de como ocorre.

Os estudos do processo de regeneracdo datam do trabalho do naturalista
aleméo Peter Simon Pallas (1741-1811) que, em 1766, foi o primeiro a descrever
como um pedaco de cabeca dissecado de uma planaria poderia se regenerar em um
organismo completo. Esta observacéao foi confirmada poucos anos depois por Shaw
e por Draparnauld, que notaram a habilidade destes animais de se reproduzir
assexuadamente por fissdo. Porém, a analise experimental de regeneracdo em
planarias comeca com o trabalho de Dalyell em 1814 e Johnson em 1822, que
infligiram incisdes parciais ou completas para averiguar a capacidade regenerativa
destes animais [11, 19]. Os resultados destas experiéncias levaram Dalyell a concluir
gue planarias poderiam ser consideradas “imortais debaixo do fio de uma lamina”.
Em 1897 Harriet Randolph [41], mostrou uma variedade de modos nos quais cortou
as planarias, para desafiar as suas habilidades de regeneracdo. Randolph cortou os
animais transversalmente, longitudinalmente, transversalmente e longitudinalmente e
transversalmente em oito partes, em a maioria dos casos, cada um dos pedacos
obtidos foi capaz de regenerar animais completamente normais e que um pedaco
pouco visivel ao olho nu poderia regenerar uma planaria completa. Morgan em 1898
usou as experiéncias de Randolph como ponto de partida para seu proprio trabalho
e mostrou que um fragmento 1/279° de tamanho do organismo original € competente

para regenerar um animal inteiro, 0 que corresponde a aproximadamente a 10.000
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células, confirmando assim e estendendo os resultados de Randolph (igura 5). [6,

9,11, 14, 42]
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Figura 5: llustragéo original do trabalho de Randolph e de Morgan que mostra a extraordinaria
plasticidade das planarias. (a) Corte transversal, (b) Corte longitudinal, (c) Corte em oito fragmentos e
0s numeros indicam a ordem de amputacdes, (d) Fragmento pouco visivel a olho nu, e) Restauragéo
de propor¢éo apropriada para fragmentos regenerantes. Os numerais romanos de | a V indicam a
amputacdo dos fragmentos descritos a esquerda. O periodo de observagdo € indicado para cada
coluna com o fragmento | acima e o fragmento V abaixo.

Fonte: [6].

Esta capacidade de regeneracdo deriva de uma populacdo de células

gue permanece mitoticamente ativas ao longo da vida.

Estas células sao
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chamadas de neoblastos, sdo as Unicas células mitéticas destes organismos na fase
adulta, e servem para substituir células perdidas durante o curso de vida e manter o
animal intacto.

Sabe-se hoje que quando uma planaria € cortada ou ferida, a epiderme
adjacente avanca sobre o ferimento e o sela. Esta massa em forma de domo de
células ndo-especializadas (neoblastos), chamada blastema de regeneracdo, é um
broto regenerativo sem pigmentacdo, que se forma debaixo da epiderme.
Finalmente, as partes perdidas do corpo se diferenciam a partir destas células no
interior do blastema [8, 19, 29, 36].

N&o h& certeza quanto a origem do blastema, mas algumas hipodteses séo
aceitas, uma delas € que suas células indiferenciadas podem surgir de células
diferenciadas, tais como as células musculares, por meio de um processo de
reversao da célula ao seu estado indiferenciado embrionario totipotente; uma outra
hip6tese sugere que se origina a partir de um conjunto permanente de células
indiferenciadas totipotentes, tais como os arquedcitos das esponjas ou as células
intersticiais dos cnidarios; ou ainda had quem acredite na combinacdo dos dois
processos [7].

Até a década de 50, acreditava-se que a primeira hipétese ndo poderia ser
possivel, a célula, uma vez diferenciada, ndo teria como desdiferenciar. Mas hoje ja
nao se pensa mais assim, por varias razfes, e uma delas seria 0 processo de
clonagem, que foi feito com a ovelha Dolly. Neste caso, foi utilizado um nucleo
somatico de uma célula adulta, de uma ovelha adulta, uma célula de uma glandula
mamaria e ao fazer o transplante do nucleo desta célula para um ovécito que foi
enucleado fez com que genes que estavam inativos voltassem a ser ativados em
uma certa sequéncia de tal forma que produziu uma ovelha adulta.

Por razbes descritas anteriormente, a biologia da planéria favorece a hipotese
da desdiferenciacdo. A evidéncia da desdiferenciacdo é baseada em estudos
histolégicos e de microscopia eletrénica onde células perdem a sua morfologia
e participam da regeneracdo, entretanto outros estudos usando métodos
similares falharam. Além disso, estudos de diferenciacdo em planarias tém sido
complicados pelas limitacbes metodologicas que causam dificuldades na
interpretacdo dos resultados. Possivelmente o argumento mais forte para a
ocorréncia de desdiferenciacéo é fornecido pelo trabalho de Gremigni et al [7, 8, 22,
43].
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Para Hori, 1998, a regeneracdo do blastema consiste de trés tipos de células:
as indiferenciadas, as regenerativas e as diferenciadas. Mudancgas quantitativas s
destas células dentro do blastema oferecem importantes indicios sobre o processo
de regeneracao [44].

E interessante notar que, nas planarias, as partes regeneradas ja surgem com
a forma padrdo encontrada no animal integro, assemelhando-se a uma "miniatura”
da parte original perdida. Com o decorrer do tempo, as regides em regeneracao
crescem, atingindo as dimensdes originais e proporcionais ao restante do corpo.
Formam-se, portanto, dois hovos organismos de tamanho e formato similares ao que

Ihes deram origem.

2.2.5 Neoblastos

Ja faz algum tempo que os embriologistas se interessam pelo estudo das
células indiferenciadas que estédo distribuidas por todo o corpo de planarias adultas
e outros platelmintos, especialmente porque a proliferagdo celular, tanto em
planarias inteiras como em amputadas, é restrita a esta pequena populacdo de
células indiferenciadas chamadas de neoblastos [45, 46].

Wagner 1890, Lehnert 1891, Keller 1894 ja mostravam um grande interesse
por estas pequenas células (5-10 um de diametro), que sao extremamente
distintas, altamente indiferenciadas, com um grande nucleo e muito pouco
citoplasma, conhecidas como neoblastos, um termo primeiramente usado por Harriet
Randolfh (1897) [41] para descrever um tipo de células particular no anelideo
Lumbriculus, e posteriormente adotado para descrever células similares em

planarias (Figura 6).
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Figura 6: Fotomicrografia de corte histologico da planaria Dugesia tigrina. Seta aponta para o nicleo
de um neoblasto (objetiva 40x, HE).

Os neoblastos séo os responsaveis pelo potencial regenerativo das planarias.
Em resposta a um ferimento s&o sinalizados para dividir-se e/ ou diferenciar-se,
deste modo substituindo as células perdidas. Eles constituem 25-30% de todas as
células das planéarias e podem-se diferenciar em epiderme, musculos, neurdnios e
células germinativas, entre outros [7, 8, 10, 15].

Sabe-se que neoblastos sdo células indiferenciadas que se dividem nas
planarias, sdo células-tronco totipotentes, sdo as Unicas células mitéticas que
servem como fonte celular durante a regeneracédo, e que apds a amputacdo, sao
sinalizadas para proliferar localmente, e seu aumento da origem ao blastema de
regeneracdo [15]. Um botdo regenerativo formado por uma massa celular sem
caracteristicas proprias, que apds algum tempo, sofre modificacbes e da origem as
partes perdidas dos animais, mas ainda ndo esta claro como a amputacdo pode
ativar a resposta proliferativa, ja que existem poucos marcadores especificos e sua
morfologia relativamente uniforme torna dificil determinar a extensdo da
heterogeneidade que pode existir nesta populacdo de células B7]. Experimentos
com o marcador BrdU revelam importantes aspectos da dinamica da populagéo de
neoblastos [6, 7, 8, 13, 47], como por exemplo, que uma grande sub-populacédo de
células na fase G2 (segunda fase de crescimento, em preparacdo para a divisao
celular) ndo existe no organismo intacto. Tal sub-populacdo foi usada no passado
para explicar a antecipacdo do pico mitotico que acontece entre 5-12 hs iniciais da
regeneracgdo [7, 13]. Porém, ainda ndo esta claro, como a amputacdo pode ativar a

resposta proliferativa dos neoblastos. Além disso, até mesmo em animais intactos,
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uma média de 6 % de todos o neoblastos sdo marcados com uma unica aplicacao
de BrdU, sugerindo a presenca de neoblastos na fase S (fase em que o DNA é
replicado) [7]. Embora experiéncias com o marcador BrdU comecassem a esclarecer
os parametros de ciclo dos neoblastos, este s6 ndao pode elucidar se a proliferacéo
dessas células nas planarias € composta de um ou multiplos tipos de células-tronco.
E ainda possivel que a totipoténcia aparente dos neoblastos possa refletir na
combinacao de atividades de tipos multiplos de células-tronco.

Os neoblastos tém muito pouco citoplasma, e € dificil pensar que tais células
se movem ativamente em resposta para sinais de ferida. De fato, tem sido proposto
gue os movimentos dos neoblastos sdo resultados de uma difusdo lenta e indireta
causada por um movimento casual vinculado a proliferacdo de células. Entretanto,
células com uma morfologia similar aos neoblastos tém sido observadas migrando
para uma area em frente dos fotoreceptores e a faringe, sugerindo que os préprios
neoblastos poderiam ser capazes de migracdo apesar de ndo estar diferenciado
morfologicamente. Além disso, migracdo de células-tronco com uma morfologia
similar a neoblastos tem sido observada em outros organismos, assim como 0
movimento de células-tronco hematopoéticas da medula O6ssea até a corrente
sanguinea. Dubois & Wolff executaram uma série de engenhosos experimentos no
final dos anos 40 envolvendo irradiacdo parcial de planarias que suprem a mais
obrigatéria evidéncia para datar que neoblastos podem migrar [48, 49].

Kato et al do RIKEN Centro de Desenvolvimento biolégico em Kobe, Japéao,
mostraram que 0s neoblastos de planarias se baseiam em sinais provenientes de
tecidos vizinhos aqueles danificados para definir sua localizacdo - e
consequentemente fazer os reparos necessarios. Neoblastos de uma Dugesia
japonica foram mortos utilizando-se raio X. Uma fatia do espécime irradiado foi
transplantada de forma invertida para um segundo espécime, substituindo-se a parte
correspondente deste. Neoblastos intactos presentes nas vizinhancas do tecido
enxertado se aproximaram do tecido transplantado e produziram nestes, células que
eram consistentes com a orientacao invertida do segmento inserido. Os resultados
convencerem que indicadores provenientes de células diferenciadas, presentes no
meio local, s&@o essenciais para instruir 0os neoblastos a se regenerarem
corretamente [50].

Quando uma planaria é amputada transversalmente, sdo gerados dois

fragmentos que sdo capazes de regenerar através do blastema de regeneracdo que
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se diferenciara dorso-ventral, antero-posterior e polaridade apropriada. O termo
polaridade tem sido usado para descrever o fato de que a regido da cabeca
regenera a cauda e a regiao caudal regenera uma cabeca, segundo Morgan: “Algo
no préprio fragmento determina que uma cabeca ira desenvolver em uma superficie
anterior do corte e uma cauda em uma superficie posterior do corte”. Este "algo" é
chamado polaridade” [7, 15].

2.3 Laser

Os efeitos de luz coerente e ndo-coerente em tecidos biologicos e células
vém chamando a atencdo de investigadores ao redor do mundo. Os efeitos
fotoquimicos podem ser benéficos ou destrutivos em células e tecidos.

Os lasers tiveram sua aplicacao inicial na area cientifica, no setor bélico,
comunicacdes e foram rapidamente introduzidos na area médica. As aplicacbes em
oftalmologia e dermatologia foram as que primeiro incorporaram a tecnologia laser.

Véarios estudos demonstraram que a irradiacdo com laser ndo cirurgico,
na regido visivel e infravermelha do espectro, contribui para a biomodulag&o positiva
nos tecidos biologicos. Pesquisas relatam efeitos positivos da terapia laser no
reparo de lesdes em tecidos como: musculares; nervosos; 6sseo e cutaneo [2, 3, 51,
52, 53]. Pesquisas in vitro foram feitas utilizando fibroblastos, células cancerosas e
bactérias [54 - 57].

Desde a sua concepcao, os lasers encontraram uma aplicacdo imediata na
medicina, e particularmente na cirurgia, porém em estudos mais recentes, 0s
pesquisadores voltaram-se para as possiveis aplicacdes clinicas das interacdes

atérmicas da luz do laser com os tecidos [58].

2.3.1 Historico

Durante muito tempo o sol foi a uUnica fonte de luz intensa de que se tinha
conhecimento. Varios séculos de evolugcédo da ciéncia, bem como muitos estudos a
respeito do mecanismo de interacdo entre luz e matéria, foram necessarios para
gue, com base no postulado de Einstein sobre a emissdo estimulada de radiagao,

fosse obtido, por um processo puramente fisico, um raio colimado, de alta preciséo e
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de grande poténcia, o raio LASER (do inglés: “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation™).

A base cientifica do Laser teve inicio em 1900, com a teoria Quantica
proposta por Max Planck, a qual analisava as relagbes entre a quantidade de
energia liberada durante processos atbmicos. Em 1917, Einstein discorreu sobre a
interacdo de atomos, ions e moléculas com a radiacdo eletromagnética para
absorcéo e emissao de radiacéo, concluindo que a radiacao eletromagnética deveria
ser produzida por um processo atdmico, culminando em seu postulado da "Emisséo
Estimulada” de radiacéo.

Somente em 1953, com base na teoria de Einstein e os principios discutidos
por Nikolay Basov e Alexander Prokhorov, do Lebedev Institute of Physics, foi
construido por Townes, o primeiro aparelho de emissdo estimulada, um oscilador
gue operava na banda de ondas milimétricas, que foi chamado de MASER,
"Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation" [58].

Em 1958, Schawlow publicou os principios da amplificacdo de microondas por
emissao estimulada da radiacdo que originou pela primeira vez os conceitos de
monocromaticidade e coeréncia [59].

Schawlow e Townes propuseram o desenvolvimento do “maser optico”, porém
o primeiro a construi-lo foi Theodore Maiman, em 1960, enquanto trabalhava no
laboratorio Hughes em Malibu, Califérnia, USA, produzindo um raio de luz vermelha
a partir de um cristal de rubi, com um comprimento de onda de 694,3 nm, com
caracteristicas diferentes da luz do sol ou de lampada incandescente B0]. Desde
entdo, uma infinidade de lasers tem sido inventada, mas apenas um pequeno
namero foi viabilizado para aplicagBes praticas na ciéncia, industria, comércio, e
militares.

Em 1961 foi fundado, na Universidade de Cincinnati, por Leon Goldman, o
primeiro laboratério de laser para aplicacbes médicas, onde as primeiras
experiéncias em animais foram realizadas.

Em 1962, Patel desenvolveu o laser de Hélio-Nebnio (He-Ne), primeiro laser
de onda continua, com comprimento de onda de 632,8 nm [61]. O que foi
considerado apenas um objeto de muita curiosidade, posteriormente descobriuse
ter uma infinidade de aplicagbes. Da pesquisa béasica até o uso em medicina,

atualmente o laser faz parte de nosso cotidiano.
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2.3.2 Caracteristicas Fisicas da Radiacao Laser

O laser possui algumas caracteristicas que diferem da radiacdo gerada por
outras fontes (por exemplo, lampadas comuns), sao elas:

Monocromaticidade: que quer dizer “uma soO cor”, a luz emitida
possui, idealmente, um Unico comprimento de onda. O comprimento de onda
determina os efeitos terapéuticos especificos da laserterapia, portanto este
parametro determina quais sao as biomoléculas especificas que absorverdo a
radiacdo, ocasionando uma interacao fotobiologica;

Colimacédo: Os fotons que compdem o laser caminham
paralelamente entre si; é também chamada de unidirecionalidade. Esta
propriedade é responsavel pela elevada densidade de poténcia do feixe de
luz laser;

Coeréncia: ocorre 0 sincronismo entre o tempo (coeréncia
temporal) e o espaco (coeréncia espacial) dos fétons emitidos pelo laser.
Porém ao penetrar nos tecidos, esta propriedade se perde nos primeiros
estratos. Isso ocorre devido ao carater fortemente espalhador da luz nas
estruturas biolégicas. Apesar da perda de coeréncia da radiacdo luminosa no
interior dos tecidos, esta € absorvida pelas células gerando altera¢des no seu

metabolismo tanto em tecidos superficiais como profundos;

Estas caracteristicas permitem que grande quantidade de energia seja
focalizada em uma area diminuta, obtendo-se uma elevada densidade de poténcia e
intensidade, o que permite procedimentos terapéuticos precisos e sem forca
mecanica para destruir o tecido, sendo esta a propriedade basica da utilizacdo do
laser, como instrumento terapéutico e cirargico.

A radiacéo laser pode ser refletida, transmitida, absorvida ou espalhada pelo
tecido. A monocromaticidade do laser determina a absorcao seletiva por parte dos
cromoforos, com resposta afim a um ou a varios comprimentos de onda, fenémeno
conhecido como ressonancia a uma determinada frequéncia. Cada comprimento de

onda, portanto, tera um tipo diferente de interacédo segundo o tecido alvo.
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Os lasers podem ser divididos em Laser de Alta Poténcia (cirdrgico) e Laser
de Baixa Poténcia (néo-cirargico), e pode trabalhar com diferentes meios ativos:

sélido, liquido, gasoso ou semicondutor (diodo).

2.3.3 Efeitos Primarios da Interacdo Laser com a Matéria

Efeito Bioguimico: o laser pode provocar a liberacdo de substancias pré-
formadas como a histamina, a serotonina e a bradicinina, bem como modificar
reacdes enzimaticas normais, tanto acelerando como retardando essas reacoes.

Efeito Bioelétrico: a radiacdo laser proporciona aumento na producao de ATP,
0 que promoveria um aumento na eficiéncia da bomba sédio-potassio, com isso a
diferenca de potencial elétrico existente entre o interior e o exterior da célula é
mantida com melhores resultados.

Efeito Bioenergético: defende-se que o aporte energético da radiacao laser
tem capacidade de normalizar o contingente energético que coexiste com 0

contingente fisico dos individuos.

2.3.4 Laser de Baixa Poténcia

Lasers de baixa poténcia (LBP) séo lasers que possuem baixa energia, sem
potencial fototérmico, sendo utilizados para biomodulacdo. Os mais usados estao na
faixa do vermelho e infravermelho préximo (632 a 830 nm), com fétons de energia
inferior a 2,0 elétronvolt (eV), portanto, inferior a energia da ligacdo das moléculas
biologicas e do DNA, néo podendo quebrar ligacdes quimicas e ndo sendo capazes
de induzir mutacao e carcinogénese.

A possibilidade de focalizacdo em pequenas areas e a alta densidade de
energia presente no feixe fazem do laser um instrumento de grande interesse e
importancia para aplicacbes nas areas biomédicas, tanto no diagnéstico como na
terapia.

O efeito produzido pela irradiacdo com LBP se baseia na capacidade de
modulagdo de diversos processos metabolicos em diferentes sistemas bioldgicos,
mediante a conversdo da energia luminosa aportada pelo laser através de processos
bioquimicos e fotofisicos, os quais transformam a luz laser em energia Util para a

célula, sendo sua acao terapéutica, na reparacgao tecidual, bastante complexa pela
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inducdo de efeitos locais e sistémicos. A radiacdo 6ptica penetra no interior dos
tecidos, € absorvido pelas células, provoca reacdes nas mitocondrias, com um
aumento do metabolismo celular a partir do nivel de ATP produzido pela mitocéndria,
aumento do consumo de glicose celular, aumento dos teores de célcio intracelular e
do numero de mitocéndrias celular p2]. Acredita-se que existem foto-receptores
celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda, que, ao absorverem
fétons, desencadeiam reacfes quimicas. Desta forma o LBP acelera, em curto
prazo, a sintese de ATP e em longo prazo a transcricdo e replicacdo do DNA.
Portanto, a biomodulagéo positiva causada pela luz ocorre em nivel molecular e seu
efeito € dependente do comprimento de onda e da dosimetria.

O laser de baixa intensidade estimula a sintese de colageno, de fatores de
crescimento, 0 aumento da vascularizacao tecidual, a proliferagcdo de macrofagos, o
aumento do numero e de granulacdo de mastocitos, aumento da mitose de
fibroblastos, melhora da epitelizacdo e da proliferacdo celular. A literatura relata
auséncia de efeito térmico e presenca de efeito sistémico no estimulo a cicatrizacao
de tecidos [58].

As primeiras aplicacdes clinicas com laser operando em baixa poténcia foram
relatadas em 1966 por Mester, de Budapeste - Hungria, que apresentou os primeiros
relatos de casos clinicos sobre "Bioestimulacdo com Laser" de Ulceras crbnicas de
membros inferiores usando lasers de rubi e de argbnio. Ele produziu um grande
volume de trabalhos cientificos, clinicos e experimentais, tendo o laser de He-Ne,
como tema central [54].

Em 1973, seguindo a mesma linha de Mester, Heinrich Plogg de Fort
Coulombe - Canad4, apresentou um trabalho sobre "O uso do laser em acupuntura
sem agulhas", para atenuacdo de dores B8]. A partir do final dessa década, a
tecnologia de lasers de semicondutores recebeu grande impulso. As vantagens
destes sobre o laser de He-Ne é que, além da menor dmensao, apresenta maior
penetracdo no tecido bioldgico. Outra vantagem é que este dispositivo pode operar
de forma continua ou pulsada, enquanto que o He-Ne s6é opera em modo continuo.

A partir dos anos 90, diferentes materiais semicondutores foram introduzidos
para obtenc&o de diodos laser gerando uma larga faixa de comprimentos de onda.
Com estes dispositivos tém-se hoje aparelhos pequenos, de facil transporte e

manuseio, com baixa frequiéncia de manutencao além do baixo custo.
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O laser operando com baixa poténcia tem sido utilizado com muito sucesso
nos mais diversos tipos de tratamentos de varios processos patologicos, visando sua
acdo terapéutica sobre os diferentes tecidos bioldgicos, principalmente por seus
efeitos na reparacéo tecidual, melhorando a regeneracgao e cicatrizacao de tecidos,
tanto em feridas crbnicas ou agudas. Seu efeito pode gerar manifestacdes
bioquimicas, fisiolégicas e proliferativas de diversas enzimas, células nos tecidos,
além da sintese de colageno, liberacdo de fatores de crescimento das células p4]
em diferentes 6rgdos do organismo, dependendo do comprimento de onda,
dosimetria e intensidade do feixe [63].

O comprimento de onda € fator determinante na interacdo laser-tecido.
Corresponde a distancia percorrida pela onda em uma oscilagcdo completa, sendo
medida em nanometros (nm) e a frequéncia de suas oscilacbes em Hertz (Hz).
Geralmente, é o meio ativo, que da o nome ao laser, determina sua pureza espectral
e seu comprimento de onda, conferindo caracteristicas diferentes de emisséo e de
possivel acdo bioldgica.

A energia entregue ao tecido altera, através de diversas rea¢des bioquimicas,
0 metabolismo usual da regido tratada. A exposicao dos tecidos a radiacdo laser na
regido do vermelho aumenta a taxa de formacao do reticulo endoplasmatico e do
complexo de Golgi, como também o tamanho e o numero de mitocondrias.
Somando-se a isso, existe um acumulo de material fibrilar no citoplasma de
fibloblastos. Estas mudancas estdo associadas a ativacdo do metabolismo e a
sintese protéica, acelerando a cicatrizacao [54].

A energia laser tem sido investigada como alternativa de tratamento nos
processos de regeneracdo dos tecidos biolégicos. Diversas pesquisas
desenvolveram-se perante a evidente necessidade de se reduzir o tempo de
reparacao dos tecidos, principalmente em doencas consideradas incapacitantes.

A aceleracdo do processo cicatricial foi o primeiro efeito benéfico do laser de
baixa poténcia que foi estudado, por isso o efeito ficou inicialmente conhecido como
bioestimulacdo. Entretanto como se percebeu que poderia haver tanto estimulacéo
como também inibicdo da atividade celular, mudou-se a termologia; o termo
bioestimulacédo foi substituido por biomuduacao, enfatizando o mecanismo nao
térmico [54].

Os lasers de baixa poténcia, cada dia mais estdo ampliando o seu campo de

atuacao em terapias tanto para os seres humanos como para os animais. Possuem



um efeito eminentemente analgésico, antiinflamatério e bioestimulante, sendo
utilizados nos casos de aftas, eczemas, herpes labial, cicatrizes, queldides,
necroses, artroses, bronquites, asma, edemas, tendinites, pré e poés cirurgico,
queilite angular, trismos, parestesias, hipersensibilidade dentinaria, pos-intervencdes
endodénticas, gengivites, periodontites, sinusites, dores em geral. Tém seu
comprimento de onda variando na regido do espectro visivel e infra-vermelho
préximo, destacando-se os lasers de He-Ne (632,8nm), AlGaAs (630 — 670 nm) e
GaAs (904 nm) como os mais usados [64].

Com a crescente utilizagcdo do laser de baixa intensidade na area clinica
visando reduzir o tempo de reparo em lesdes dermatolégicas como Ulceras e lesdes
abertas, sendo estas condi¢bes patologicas incapacitantes, as pesquisas buscam
condicdes e parametros mais favoraveis e comprimentos de ondas mais adequados
para o tratamento destas condi¢cbes patoldgicas. Isso motivou diversos trabalhos
experimentais visando descrever os efeitos do laser utilizando diversos parametros e
lasers para promover uma melhor resposta no processo de reparacéao tecidual.

Entretanto resultados conflitantes a respeito da eficacia da laserterapia na
reparacdo foram descritos por diversas pesquisas. Uma das justificativas
encontradas vai ao encontro das afirmacfes de Rigau, pois estes estudos indicam
gue devido a escolha de parametros Opticos variados, utilizando-se de fluéncias
baixas ou extremamente elevadas podem ter causado os efeitos indesejados nos
achados [65].

O fator primario do mecanismo de acdo do Laser € a estimulacdo da
mitocdndria. Estudos em cultura de célula tém verificado que foto-receptores
(citocromos, flavo-proteinas) absorvem a energia do Laser, a qual estimula a sintese
de ATP via fosforalizac&o oxidativa.

A laserterapia € indicada principalmente naqueles quadros patoldgicos onde
se pretende obter melhor qualidade e maior rapidez do processo reparacional
(quadros de pés-operatorio, reparacéo de tecido mole, 6sseo e nervoso), quadros de
edema instalado (em que se busca uma mediacdo do processo inflamatorio), ou nos
guadros de dor (crbnicas e agudas).

A reparacao tecidual € um processo complexo que envolve atividade local e
sistémica do organismo, sendo os fibroblastos um dos tipos celulares diretamente

envolvidos nesse complexo processo.
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As alteracOes resultantes da acdo Laser nos processos de regeneragéo ainda
constituem objeto de pesquisa, e, portanto, 0s mecanismos de acao ainda nédo estédo

completamente esclarecidos.
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3 OBJETIVO

Estudar a proliferacdo de células-tronco em planarias regenerantes
submetidas a acdo da radiacdo laser de baixa poténcia, em 660 nm, nos estagios

iniciais do processo regenerativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da Pesquisa

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biofoténica e Optica n&o Linear
do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da UNIVAP - S&o José dos
Campos e no Laboratorio de Histologia do Departamento de Biociéncias e

Diagndstico Bucal da UNESP — S&o José dos Campos.

4.2 Obtencdo de Amostras

As amostras da espécie Dugesia tigrina (Figura 7) foram coletadas pelo
processo de lavagem de raizes de plantas aquaticas de dgua doce em um lago

situado na cidade de Paulinia /SP.

Figura 7: Alguns espécimes que foram objetos de estudo desse trabalho, acondicionados em placa
de Petri.
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4.3 Selecao das Amostras e Condi¢bes Laboratoriais

Cada espécime foi selecionado de acordo com a perfeita morfologia
apresentada, sendo descartados aqueles nos quais houvesse qualquer tipo de
fragmentacdo do corpo ou sinais que evidenciassem regeneracgao, tais como sinais

ou marcas de alteragbes morfologicas, padronizando sempre 0 comprimento entre
1,0 e 1,4 cm, aproximadamente, conforme Figura 8.

Figura 8: Sele¢do de espécies de acordo com morfologia e tamanho

Para a observacdo dos animais foi utilizada uma lupa estereoscépica com
fator de magnificacdo de 30x e cada animal foi acondicionado em placa de Petri com
3 ml de agua néo clorada, utilizando-se para a manipulagdo das amostras pincéis de
pélo de marta (Figura 9).

Figura 9: Lupa estereoscopica acoplada a um monitor de video
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As amostras foram mantidas em laboratoério com temperatura controlada, que
variou entre 19° e 21°C, separadas individualmente em recipientes plasticos abertos,
contendo agua nao clorada. As amostras ficaram protegidas da incidéncia direta de

radiacdo luminosa durante o experimento.

A alimentacgéo foi realizada com figado bovino fresco fragmentado uma vez
por semana, e foi suspensa uma semana antes do seccionamento dos animais,
conforme protocolo utilizado usualmente em experimentacdo com planarias [43].

4.4 Grupos Experimentais

Foram utilizados 52 animais sendo todos seccionados na regido entre a

cabeca e a faringe, logo abaixo das auriculas, para procederem a regeneragao

(Figura 10), seguindo protocolo utilizado em trabalho anterior publicado pelo nosso

grupo de pesquisa [1].

Figura 10: Representagcdo esquematica do local do corte

Os espécimes foram separados aleatoriamente e colocados em recipientes
plasticos individuais(Figura 11), contendo agua, e estes foram acondicionados em
estantes apropriadas para separacdo dos grupos que permaneceram em ambiente

com auséncia de luz.

Foram constituidos dois grupos experimentais, um grupo controle (C) néo
irradiado e um grupo irradiado (I), separados de acordo com o protocolo

experimental, conforme Figura 11.
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Figura 11: Sistema utilizado para acondicionamento dos espécimes com as respectivas rotulagdes
dos grupos

Os animais do grupo irradiado () foram irradiados nos tempos de 0, 24, 48 e

72 horas ap6és o seccionamento.

ApoOs cada periodo experimental os animais foram sacrificados conforme
Tabela 2.

Tabela 2: Grupos experimentais, nimero de animais por grupo e periodos experimentais

PERIODOS EXPERIMENTAIS

Grupos OHoras 24 Horas 48 Horas 72 Horas
CONTROLE 5 5 5 5
IRRADIADO 8 8 8 8

4.5 Seccionamento das Amostras e Irradiacéo

A mais comum das técnicas de anestesia nestes espécimes é o uso de placas
de gelo cobertas por papel absorvente, onde o gelo reduz a temperatura,
imobilizando-o, e o papel absorvente impede a aderéncia dos espécimes na placa
de gelo.

O principal problema ro uso de placas de gelo durante a manipulacédo é a
perda da planicidade da placa com o tempo de manipulacdo e temperatura do
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ambiente. A manipulacdo do espécime em um mesmo local da placa de gelo
durante poucos segundos provoca derretimento com formacdo de cavidades que
ficam recobertas com a agua proveniente do gelo, dificultando a estabilizacdo da
amostra durante o procedimento e consequentemente prejudicando a padronizacéo
do experimento. A condigdo ideal para anestesia e manipulagdo destes animais
seria uma superficie plana e pouco rugosa que mantivesse as caracteristicas iniciais

e com controle de temperatura.

Visando alcancar a condicao ideal foi utilizado um dispositivo que simula a
técnica acima descrita, especialmente para este fim e fixado em uma lupa
estereoscoépica acoplada a um monitor de video (Figura 12).

Figura 12: a) Dispositivo fixado em uma lupa estereoscépica. b) Instrumental para seccionamento

Com o auxilio de um pincel, cada animal foi colocado no dispositivo de
resfriamento sobre um papel filtro umedecido com agua e seccionado na regiao

cefalica determinada no protocolo experimental, conforme descrito anteriormente no
tépico 4.4 com um bisturi (Figura 13).
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Figura 13: Espécime ap6s corte

451 Irradiacdo

O laser utilizado na irradiacdo foi um laser de diodo (AlGalnP), da empresa

MM Optics LTDA, modelo Twin Laser, comprimento de onda em 660 nm (Figura 14).

Figura 14: Laser de diodo, da empresa MM Optics LTDA, modelo Twin Laser
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4.5.2 Parametros de Irradiagédo

Os parametros da irradiagao foram definidos conforme descrito por Souza et all [1],
0s quais estéo reproduzidos na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros que foram utilizados na irradiacao

|(nm) P(mW) Area (sz) Tempo (S)

660+1 35+1 0,385+0,05 60

Imediatamente apds cada periodo experimental procedeu-se a fixacao
histolégica dos espécimes. Assim no grupo 0 horas, 5 espécimes do grupo controle
(C) foram imediatamente fixados apds o corte e 8 animais do grupo irradiado (1)
foram submetidos a irradiacdo com laser vermelho, com comprimento de onda de
660 nm por um periodo de um minuto e logo apos procedeu-se a fixacao histoldgica,
procedimento que se repetiu a cada 24 horas durante o periodo experimental

determinado.

4.6 Histologia

Para a realizagdo do estudo histolégico, utilizamos a técnica modificada por
Souza et al em que houve uma alteracdo dos tempos utilizados rotineiramente [66]

Como procedimento inicial da técnica histologica, realizouse a fixagcéo
dos espécimes com solucdo de Bouin, sem previa anestesia, preparada conforme

Tabela 4.

Tabela 4: Solucdo de Bouin

SOLUCAO DE BOUIN Volume (ml)
Solucéo saturada de Acido Picrico 75
Formaldeido 25

Acido Acético Glacial 5




Em seguida os exemplares foram desidratados adotando-se banhos
sucessivos de ordem crescente de concentracdo do Alcool etilico (70%, 95% e
100%) por 15 minutos cada e diafanizados em xilol por 10 minutos. A incluséo em
blocos de resina Paraplast (Oxford Labware, EUA) aconteceu apés um periodo de
impregnacao de trés horas em estufa a 60 °C. Posteriormente, foram feitos cortes
seriados, obtidos através de um micrétomo MICROM, modelo HM 325, com
espessura de 3 um e corados com Hematoxilina-Eosina (HE).

Os cortes histolégicos assim obtidos foram estudados com auxilio de um
microscopio de luz (Leica, DM LB2) usando como referéncia a presenca da faringe.

Foi estudada a regido cefélica regenerada a partir do fragmento corpo. Nesta
regiao foi quantificada a presenca de neoblastos. Para a quantificacdo de neoblastos
foi selecionado um campo da regido em regeneracdo na imagem do corte
histologico, obtida por camera de video CCD e registrada pelo software LEICA
QWIN®, utilizando-se a objetiva de maior aumento (x100). Essa analise foi realizada

em cada grupo estudado, em cada periodo experimental.
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5 RESULTADOS

No presente trabalho foram analisados cortes histol6gicos da regido cefalica
regenerada a partir do fragmento do corpo de planarias Dugesia tigrina, em que foi
guantificada a presenca de neoblastos. A analise foi realizada através de
fotodocumentacao dos cortes histolégicos.

A Figura 15 mostra o aspecto morfolégico da regido cefalica em processo de
regeneracao de planarias Dugesia tigrina ap0s 72 horas para os grupos (a) controle
e (b) irradiado. Foram feitos cortes histoldgicos sagitais, latero-laterais, da regido
mediana do animal, tendo sido estudada a regido cefélica sob processo de
regeneracdo a partir do fragmento do corpo, tomando como referéncia a faringe

mediana.

Figura 15: Fotomicrografia, aspectos morfolégicos, da regido cefalica regenerada da planaria Dugesia
tigrina, no periodo de 72hs. dos grupos (a) controle e (b) irradiado, (Objetiva 10x), e (c)
Fotomicrografia, aspectos histolégicos, evidenciando a regido cefalica regenerada (quadrado) e a
faringe (seta) da planaria Dugesia tigrina, no periodo de 72 horas. do irradiado (Objetiva 5x).
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Nas Figuras 16 a 19 sdo apresentados o0s registros histolégicos
representativos de cada grupo, registradas com a objetiva de 100x de magnificacéo

para caracterizacdo histomorfométrica.

Figura 16: a) Fotomicrografia da regido regenerante, correspondente a O hora para a espécime do
grupo (a) controle e (b) irradiado (Objetiva 100x)

Figura 17: Fotomicrografia da regido regenerante, correspondente a 24 horas para a espécime do
grupo (a) controle e (b) irradiado (Objetiva 100x)
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Figura 18: Fotomicrografia da regido regenerante, correspondente a 48 horas para aespécime do
grupo (a) controle e (b) irradiado (Objetiva 100x)

Figura 19: Fotomicrografia da regido regenerante, correspondente a 72 horas para a espécime do
grupo (a) controle e (b) irradiado 72 horas (Objetiva 100x)
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Na Figura 20, pode-se observar 0s neoblatos presentes, células
indiferenciadas com um ndcleo muito grande, que adquire cor azulada quando
coradas com H-E.

Os cortes histolégicos evidenciaram na regido cefdlica em processo
regenerativo grande numero de neoblastos com ndcleo vesiculoso que apresenta

basofilia fraca e cromatina finamente granulada.

Figura 20: Fotomicrografia de uma planaria tratada com radiacéo laser, no tempo experimental de 72
hs ap6s a amputagdo. A seta mostra um nicleo do neoblasto. (objetiva 100x, HE)

Para comparacao dos resultados foi realizada a contagem absoluta dos
neoblastos de cada imagem registrada (Tabela 6 e 7, Apéndices). Foi mensurada a
area contendo tecido para cada campo de contagem e, por esta, foi dividido o valor
absoluto de neoblastos encontrado para cada imagem, resultando assim em uma
densidade de neoblastos (Tabela 8 e 9, Apéndices).

Os resultados obtidos para a contagem de neoblastos no periodo
experimental estudado estdo mostrados ma Figura 21 obtido pelo software Microcal
Origin. Os pontos experimentais para 0 grupo controle estdo unidos por uma linha do
tipo spline. E a linha solida, relativa aos dados do grupo irradiado, corresponde a

uma fungéo exponencial simples, do tipo:

n= A+Be’c )

onde n é a contagem de neoblastos nos tempos experimentaist. A, B e C sdo 0s parametros de
gjuste da funcdo [63]. Paraos resultados da Figura 21, A=0,716, B=5,97 e C=3,09.
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Figura 21: Curva representativa da distribuicdo dos neoblastos nos diferentes grupos e nos periodos
estudados
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6 DISCUSSAO

Quando uma planaria é cortada ou ferida, a epiderme adjacente se espalha
sobre o ferimento e o sela, esta massa em forma de domo, rica em células n&o-
especializadas, conhecidas por neoblastos, € chamada blastema de regeneracéao,
um broto regenerativo sem pigmentacéo, que se forma por baixo da epiderme, onde
as partes perdidas do corpo se diferenciam B, 19, 29, 36]. Estas células que se
fazem presentes no blastema de regeneracdo, os neoblastos, sdo extremamente
distintas, altamente indiferenciadas, com um grande ndcleo e muito pouco
citoplasma [7]. Experimentos com o marcador BrdU mostram informacdes chaves na
dindmica da populacdo de neoblastos [6, 7, 8, 13, 47]. Kato et al mostraram que as
células-tronco de planarias se baseiam em sinais provenientes de tecidos vizinhos
agueles danificados para definir sua localizacdo e consequentemente fazer os
reparos necessarios [50].

A laserterapia vem sendo utilizada com muito sucesso no tratamento de
varios processos patologicos, particularmente na cicatrizacdo de feridas e reparo
tecidual [L, 2, 3]. A energia entregue ao tecido altera, através de diversas reacdes
bioquimicas, o metabolismo usual da regido tratada. A exposi¢cdo dos tecidos a
radiacdo laser na regido do vermelho aumenta a taxa de formacdo do reticulo
endoplasmatico e do complexo de Golgi, como também o tamanho e o nimero de
mitocondrias [54].

O estimulo observado na proliferacao celular, sob a acdo do laser, pode ser
explicado frente aos principios aceitos na literatura de que a radiacdo laser tem a
capacidade de modulacdo de diversos processos metabdlicos em diferentes
sistemas biologicos, mediante a conversao da energia luminosa aportada pelo laser
através de processos bioquimicos e fotofisicos, os quais transformam a luz laser em
energia Util para a célula, sendo sua acdo terapéutica, na reparacdo tecidual,
bastante complexa pela inducéo de efeitos locais e sistémicos [58].

As aplicacdes do Laser na biomedicina tém-se intensificado nos ultimos anos.
Diversos tipos de lasers com diferentes comprimentos de onda vém sendo
estudados, promovendo varias reacoes fototérmicas nos tecidos biolégicos. Varios
estudos foram feitos “in vivo” e “in vitro”, mas falta modelos e métodos que possam

ser facilmente e frequientemente reproduziveis.
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A maior parte dos estudos desenvolvidos em modelos experimentais sugerem
gue o laser de baixa poténcia desenvolve processos celulares e fisiologicos
promovendo a regeneracdo de diferentes tecidos biologicos. A Planéria permite a
obtencéo de resultados em periodos de tempo curtos, devido ao seu metabolismo
bastante acelerado e é um modelo animal “in vivo” de facil manipulacdo em
ambiente de laboratorio.

Neste trabalho foi feita a contagem do neoblastos, em dois grupos
experimentais, com objetivo de investigar a dinamica de proliferagcdo de neoblastos
em planarias regenerantes submetidas a acdo da radiacdo laser de baixa poténcia
nos estagios iniciais do processo regenerativo.

Os resultados mostrados na Figura 21 evidenciam que a dinamica de
proliferacdo de neoblastos em Dugesia tigrina apresenta expressiva diferenca
guando os espécimes sao submetidos a acédo da radiacéo laser em 660 nm. Outras
pesquisas também relatam efeitos positivos da terapia laser no reparo de lesdes em
tecidos como: musculares; nervosos; 6sseo, cutaneo [2, 3, 51, 52, 53]. Estudos “in
vitro” foram relatados utilizando fibroblastos, células cancerosas e bactérias [54 - 57].
Souza et al, Albertini et al e Mello et al também encontraram diferencgas significativas
em estudos de reparacéao tecidual associado a radiacéo laser [1, 2, 3].

Neste trabalho no grupo controle ocorre um aumento inicial na contagem,
atinge um maximo em 48 horas de experimentacao e regride em 72 horas, no grupo
irradiado observa-se um continuo aumento em todo o periodo estudado, conforme
verificado por Souza [1]. No atual momento da pesquisa ndo se tem ainda uma
explicacdo para o efeito bioldgico que resulta na reversao da curva de proliferacédo
celular para o grupo ndo submetido a radiagdo laser. Estudos adicionais séo
necessarios para dar suporte a quaisquer hipéteses que possam ser feitas.

E interessante observar que a curva de proliferagdo celular para o grupo
irradiado segue um modelo exponencial de crescimento, com um bom coeficiente de
correlacdo: R?=0.996 (coeficiente fornecido pelo software Microcal Origin).*

O estimulo observado na proliferacdo celular, sob a acdo do laser, pode ser
explicado frente aos principios aceitos na literatura de que a radiacdo laser tem a

capacidade de modulacdo de diversos processos metabdlicos em diferentes

! Coeficiente de correlagdo é um fator que descreve o quo perfeito é o ajuste do modelo tedrico aos pontos
experimentais. Quanto mais proxino de 1 melhor é a concordancia entre a curva tedrica exponencial e os pontos
experimentais.
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sistemas biolégicos, mediante a conversdo da energia luminosa aportada pelo laser
através de processos bioquimicos e fotofisicos, os quais transformam a luz laser em
energia util para a célula, sendo sua acgdo terapéutica, na reparacdo tecidual,
bastante complexa pela inducdo de efeitos locais e sistémicos. A radiacdo Optica
absorvida pelas células provoca reacdes foto-induzidas nas mitocdndrias, levando a
um aumento no metabolismo celular com conseqliente aumento na sintese
de ATP [62].

O JUnico trabalho cientifico relatando os efeitos da radiagdo laser na
proliferacdo de células-tronco em planarias aponta uma contagem celular maxima no
guarto dia experimental [1]. Entretanto, como no referido trabalho o intervalo
experimental entre as andlises foi longa @2, 72, e 152 dias), ainda ndo existe uma
exata determinacdo do periodo em que ocorre a maxima resposta proliferativa. O
presente trabalho teve como objetivo estudar a dinamica de proliferacdo de
neoblastos apenas no estagio inicial de regeneracédo tecidual. Trabalhos estdo em
andamento em nosso grupo de pesquisa no sentido de melhor determinar o tempo
para maxima resposta proliferativa destas células indiferenciadas.

As planérias se apresentam como um modelo animal in vivo de facil
manipulacdo em ambiente de laboratorio para investigar os mecanismos de a¢éao do
laser de baixa poténcia e a resposta fotobiolégica em organismos vivos. A avaliacdo
da velocidade de regeneracdo nagueles organismos submetidos a radiacdo laser
nao foi o objetivo do presente trabalho, mas esta pode ser uma questao interessante
a ser estudada. Em adicdo a facil manipulacdo em ambiente de laboratorio, as
planarias ndo possuem nenhum estagio definido em seu ciclo de vida em que
ocorram os principais eventos de formacao e estdo sempre em processo continuo de
reposicao celular, e do ponto de vista evolutivo possuem inovacgdes determinantes,
como simetria bilateral, presenca de mesoderma, sistema nervoso central, digestivo
e excretor, 0s quais representam um ponto de transicdo na evolucdo para
organismos mais complexos.

Nossos achados sugerem que o efeito biomodulador da radiacéo Optica pode
ser de grande interesse para os pesquisadores que trabalham no campo de células-
tronco, bem como para aqueles que estudam a biologia dos processos regenerativos

em planarias.
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7 CONCLUSOES

Em concluséo, a dindmica de proliferacdo de células - tronco em planarias Dugesia
tigrina foi determinada para o estdgio inicial do processo regenerativo. Os
resultados indicaram que o laser induz um crescimento exponencial na quantidade
de células na regido sob regeneracao, durante o periodo estudado (até o terceiro dia

apos a amputacao dos espécimes).
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Anexo

Tabela 5: Contagem absoluta de neoblastos do grupo controle

Média 59,8 73,1 97,4 61,1
Desvio Padréo 19 17 7,2 10

Tabela 6: Contagem absoluta de neoblastos do grupo irradiado

Corte 34 80
Média 46,4 57,4 85,2 91,0
Desvio Padrao 9,0 20 23 12




Tabela 7: Densidade de neoblastos do grupo controle
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CONTROLE 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas
Corte 1 5,405446 12,5458 9,993005 18,7089
Corte 2 4,566435 9,532092 11,38117 10,02471
Corte 3 6,112522 10,77483 12,54332 7,151057
Corte 4 4531231 9,992506 12,08799 6,760325
Corte 5 6,028074 10,19996 11,04739 7,611011
Corte 6 8,141245 9,497247 12,43809 8,529215
Corte 7 7,20411 8,704108 12,30172 7,588195
Corte 8 8,130645 11,45962 7,029045
Corte 9 9,864912 10,75079 6,510319
Corte 10 9,734219 7,04395
Corte 11 10,27887

Corte 12 10,00141

Corte 13 10,57471

Média 7,73 10,2 11,6 8,69
Desvio Padrao 2,2 1,2 0,86 3,7
Tabela 8: Densidade de neoblastos do grupo irradiado.

CONTROLE 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas
Corte 1 5,594946 12,58986 19,70126 16,77417
Corte 2 5,37584 14,06579 17,90132 16,199
Corte 3 7,213711 12,53649 12,75968 15,03988
Corte 4 5,913221 7,439694 12,75996 14,24006
Corte 5 6,816177 9,370578 10,75 13,62423
Corte 6 8,60011 9,021357 13,05049 12,85917
Corte 7 6,191853 14,49396 18,64183 13,56453
Corte 8 6,620265 9,719717 15,02506 13,80718
Corte 9 6,402516 9,365314 11,63121 11,36946
Corte 10 6,619931 10,30379 8,316092 13,0332
Corte 11 7,207455 5,930925 6,878213 18,34238
Corte 12 9,666998 9,548848 15,36872 13,29185
Corte 13 8,412565 9,426168 9,46724 14,31995
Corte 14 8,190624 6,792499 10,4705 15,18502
Corte 15 9,028986 6,801743 13,53436 16,60115
Corte 16 6,772035 8,191464 12,10646 15,30316
Corte 17 6,007449 7,693662 10,29571 16,01014
Corte 18 4,304414 7,737284 11,9812 17,33094
Corte 19 6,000582 6,660964 11,82832 14,81657
Corte 20 -0,09298 6,248156 9,050957 14,48636
Corte 21 6,426522 7,613028 11,80933 13,76486
Corte 22 7,158436 6,910924 9,741828 19,84109
Corte 23 5,192992 9,110234 10,8474 19,168
Corte 24 7,545792 7,300577 15,01661
Corte 25 6,959436 7,691977 18,77191
Corte 26 7,568177 6,690681 19,79602
Corte 27 8,655246 6,148686 20,24496
Corte 28 10,75522 9,182003 19,7758
Corte 29 8,322753 15,8537
Corte 30 10,05305 16,37713
Corte 31 23,83255
Corte 32 23,02875
Corte 33 20,0393
Corte 34 17,97539
Média 6,98 8,73 12,4 16,5
Desvio Padrao 2,0 2,3 3,2 3,0






