PROLIFERACAO DE CELULAS TRONCO EM PLANARIAS SUBMETIDAS A RADIACAO
LASER NOS ESTAGIOS INICIAIS DE REGENERACAO TECIDUAL

Neila Maria Rocha Garcia®, Allison Gustavo Braz', Leandro Procépio Alves', Sandra
Cristina de Souza', Miguel Angel Castillo Salgado?, Viviane Pilla', Egberto Munin®

YInstituto de Pesquisa e Desenvolvimento — Univap — Av. Shishima Hifumi 2911
12244-000 Séo José dos Campos - SP,
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos
Av. Engenheiro Francisco José Longo 777, 12245-000 - Sao José dos Campos, SP, Brazil
neila@univap.br, fisiobraz@hotmail.com

Resumo - Recentemente, tem-se observado grande interesse cientifico a respeito da interacdo da radiagao
Optica com sistemas bioldgicos vivos. Este trabalho faz uso de planarias como modelo animal para estudos
in vivo da interagéo laser-tecido biolégico. O objetivo do trabalho foi avaliar a dindmica de proliferacao de
células tronco em planarias, mediante interacdo com radiagdo laser, nos estagios iniciais do processo de
regeneracdo tecidual. Para tal, foi utilizado um laser de diodo de 35 mW em 660 nm. 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 apdés amputagéo dos espécimes).
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Introducao

A reparacdo tecidos lesionados por processos
patolégicos ou traumaticos é considerada um
grande desafio para a ciéncia atual, constituindo
uma area de pesquisa extremamente dinamica.

Definimos a reparacéo tecidual como sendo um
processo sistémico e dindmico de reabilitacdo do
tecido biol6gico perdido e a regeneracao tecidual
corresponde a substituicdo de células da mesma
linhagem, com o propdsito de recuperar a
estrutura e a funcdo do tecido original (BLANES,
2004, CANDIDO, 2001).

Varios estudos demonstram que o processo de
regeneracdo tecidual estd sendo estudado em
varios modelos experimentais. Dentre eles, a
plandria de agua doce (Dugesia tigrina) é
considerada um excelente modelo devido as suas
caracteristicas regenerativas, pois a mesma
apresenta o mecanismo de modelagéo celular em
todo ciclo vital (REDDIEN and ALVARADO, 2004).

O estudo dos mecanismos celulares para a
regeneracdo de muitas espécies deste filo animal
contribui para a pesquisa biomédica nas areas de
regeneracdo tecidual, subsisténcia de células-
tronco e desordens degenerativas (ALVARADO et
al., 2002).

Atualmente, sao estudadas técnicas que visam
melhorar e acelerar a reparagdo dos tecidos
traumatizados. Os lasers nao cirlrgicos vém
sendo utilizados com muito sucesso na reparacao
tecidual de diferentes tecidos, como pele
(MESTER; MESTER, 1989), células do sistema
nervoso (ROCHKIND, et. al; 1989), tecido

muscular (WEISS e ORON, 1992) e d&sseo
(LOPES et al., 2005).

Alguns estudos demonstraram que o laser
estimula a sintese de colageno (ABERGEL,
1987), fatores de crescimento (YU, 1994) e
aumento da vascularizacdo tecidual (ROCHA;
2004).

A radiacdo Laser é absorvido pelas células
constituintes dos tecidos, promovendo um
aumento do metabolismo celular a partir do nivel
de ATP produzido pela mitocondria. A
biomodulacdo positiva causada pelo laser né&o
cirirgico ocorre em nivel molecular (ALMEIDA-
LOPES .et al; 2001), sendo que os efeitos
dependem do comprimento de onda, dosimetria e
intensidade do feixe (KARU, 1999).

Em nosso estudo recente (SOUZA et al., 2005),
foi observado o efeito biomodulador da radiagao
laser em 685 nm na regeneragdo de planérias
(Dugesia tigrina). Foi observado que a radiacédo
laser teve um papel importante na proliferacdo do
neoblasto (célula tronco em planéarias) quando
comparada as planérias nao irradiadas.

Neoblastos sdo células indiferenciadas, com
ndcleo grande e muito pouco citoplasma, que
estdo distribuidas por todo o corpo das planarias
adultas e de outros platelmintos (WAGNER 1890,
LEHNERT 1891, KELLER 1894). Possuem de 5 a
8 um de diametro, sao células. Morfologicamente
0s neoblastos representam de 25 a 30% de todas
as células das planarias (BAGUNA ET AL. 1989).

O objetivo deste estudo foi de avaliar
histologicamente o efeito de biomodulacéo
produzido pela radiacdo laser de baixa potencia,
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no processo regenerativo de planarias (Dugesia
tigrina) durante o estagio inicial da regeneracéo.

Materiais e Métodos

Para este trabalho, foram utilizados organismos
adultos de planarias da espécie Dugesia tigrina
coletados do seu habitat natural, uma represa
situada na cidade de Paulinia — SP — Brasil, e
mantidas em ambiente de Laboratério com
temperatura entre 19 a 21°C, em recipientes
plasticos contendo agua ndo clorada, sendo
alimentadas, uma vez por semana, com figado
bovino fresco fragmentado.

Foram selecionados 52 animais com perfeita
morfologia (0,5-1,5 cm). Para a anestesia dos
espécimes foi utilizado um dispositivo de
resfriamento, desenvolvido em nosso laboratdrio,
aqui no IPD, especialmente para este fim. O corte
dos especimens foi realizado na regido entre a
cabeca e o corpo (figura 1), com um bisturi e com
auxilio de uma lupa estereoscoépica acoplada a um
monitor de video (Figura 2).
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Figura 1: Representacdo esquematica do local do
corte.

Para o acompanhamento do processo
regenerativo foi utilizado o fragmento corpo de
cada animal, tendo sido descartado o fragmento
cabeca. Foram estabelecidos dois grupos
experimentais, um grupo controle ndo irradiado e
outro grupo irradiado por um minuto.

Figura 2: Equipamento para manipulacdo e
corte dos espécimes.

O laser utilizado na irradiac@o foi um laser de
diodo, da empresa MM Optics LTDA, modelo Twin
Laser (Figura 3).

Figura 3: Laser de diodo utilizado para
irradiacao dos animais (35 mW, 660 nm).

Os parametros da irradiacdo utilizados
seguiram protocolo anteriormente estudado. O
laser, com comprimento de onda de 660 nm, foi
ajustado para uma poténcia Optica de saida de
35 mW. A area iluminada no plano do animal foi de
0,385 cm’. e o tempo de irradiacdo foi de
60 segundos.

Imediatamente apés 0  seccionamento,
procedeu-se a fixacdo de 5 animais do grupo
controle e a irradiacé@o e fixacdo de 8 animais do
grupo irradiado. Durante o periodo experimental
determinado, o tratamento com laser foi aplicada a
cada 24 horas. Os sacrificios também ocorreram a
cada 24hs, sempre no mesmo hordrio.

Como procedimento de técnica histologica,
inicialmente obteve-se a fixagdo das amostras com
solucdo de Bouin, seguida da desidratacdo que foi
realizada adotando-se ordem crescente de
concentracdo dos alcoois (70%, 95%, 100%) por
15 minutos cada e a diafanizacdo por xilol por 20
minutos com uma troca nos primeiros 10 minutos.
A inclusdo em blocos de paraplast aconteceu apos
um periodo de impregnacdo de trés horas em
estufa. A coloragédo utilizada foi a de Hematoxilina-
Eosina (HE). Foram feitos cortes seriados, obtidos
através de um microtomo MICROM modelo HM
325 com espessura de 3 pum da regido sagital
mediana do animal em processo regenerativo. Foi
estudada histologicamente a regido cefalica
regenerada a partir do fragmento corpo. Na regido
regenerada foi quantificada a presenca de
neoblastos.

Para a quantificacdo de neoblastos foi
selecionado um campo da &rea em regeneracao
na imagem do corte histolégico obtida por cAmera
de video CCD e registrada pelo software LEICA
QWIN®, utilizando-se a objetiva de maior aumento
(x100). Essa andlise foi realizada em cada grupo
estudado, até o terceiro dia de regeneracéo.

Resultados
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Os resultados obtidos para a contagem de
neoblastos para os 3 primeiros dias de
regeneracdo estdo mostrados na figura 4. Os
pontos experimentais para o grupo controle estéo
unidos por uma linha do tipo spline. A curva
relativa aos dados do grupo irradiado corresponde
a uma exponencial simples.
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Figura 4: Resultados obtidos para a contagem
de neoblastos para os 3 primeiros dias de
regeneracao.

Discusséao

A andlise da figura 4 mostra que a dinamica de
proliferacdo de neoblastos em Dugesia tigrina
apresenta grande diferenca quando os espécimes
sdo submetidos a acdo da radiacdo laser em
660 nm. Enquanto no grupo controle ocorre um
aumento inicial na contagem, atinge um maximo
no dia 2 de experimentacéo e regride no dia 3, no
grupo irradiado observa-se um continuo aumento
em todo o periodo estudado. No atual momento
da pesquisa ndo se tem ainda uma explicacdo
para a reversdo da curva de proliferacdo celular
para 0 grupo ndo submetido & radiacdo laser.
Estudos adicionais sdo necessarios para dar
suporte a quaisquer hipétese que possa ser feita.

E interessante observar que a curva de
proliferacdo celular para o grupo irradiado segue
um modelo exponencial de crescimento, com 0s
seguintes pardmetros de ajuste de curva:
v°=0.226 e R*=0.9958.

O Unico relato cientifico, de conhecimento dos
autores, relatando os efeitos da radiacéo laser na
proliferacéo de células tronco em planérias aponta
uma contagem celular maxima no quarto dia
experimental (SOUZA et al., 2005). Entretanto,
como no referido trabalho o intervalo experimetal
entre as analises foi longa e apenas em 3 dias
experimentais (3% 7 % e 15 ° dias), ainda nao
existe uma exata determinacdo do dia em que
ocorre a maxima resposta proliderativa. O
presente trabalho teve como objetivo estudar a
dindmica de proliferacdo de neoblastos apenas no
estagio inicial de regeneracéo tecidual. Trabalhos

estdo em andamento em nosso grupo no sentido
de melhor determinar o tempo para maxima
resposta proliferativa destas células
indiferenciadas.

Conclusao

Em conclusdo, a dindmica de proliferacdo de
células - tronco em planarias Dugesia tigrina foi
determinada para o estagio inicial do processo
regenerativo. Os resultados indicaram que o laser
induz um crescimento exponencial na quantidade
de células na regido sob regeneracéo, durante o
periodo estudado (até o terceiro dia apos
amputacao dos espécimes).
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