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Isolamento, caracterização e biomodulação com laser de baixa intensidade em cultura de 
neoblastos isolados de Girardia tigrina  

Resumo: Planárias pertencem ao filo Platyhelminthes, classe Turbellaria, Ordem Tricladida, 
são modelos bem estabelecidos de regeneração, consideradas excelente modelo in vivo 
para estudo da biologia de células tronco. A laserterapia de baixa intensidade (LLLT) tem 
papel importante na modulação celular e diferenciação, devido a essas características tal 
terapia é uma valiosa ferramenta para estudo de células tronco. Células-tronco têm 
apresentado aplicações importantes na engenharia de tecidos; entretanto é necessária uma 
melhor compreensão do comportamento dessas células após LLLT. Este estudo levanta a 
hipótese da ação da irradiação com laser de baixa intensidade na ativação ou inibição da 
diferenciação em neoblastos de Girardia tigrina e de humano, assim foram estabelecidos os 
seguintes objetivos: (a) obter cultura de neoblastos de G. tigrina; (b) realizar o fracionamento 
da cultura de células; (c) caracterizar os neoblastos e avaliar a fotobiomodulação e (d) 
comparar a ação do laser de baixa intensidade em neoblastos e em células-tronco 
humanas. Para obtenção de neoblastos, espécimes de G. tigrina foram desintegrados por 
digestão enzimática e isolados com centrifugação em gradiente de sacarose. Dois 
gradientes de neoblastos foram obtidos e irradiados com um laser diodo de 685 nm, com 
fluência de 1,2 J/cm2 usando densidade de potência de 13 mW. Três irradiações foram 
realizadas com intervalos de 24 horas. Os neoblastos foram caracterizados pela marcação 
DAPI e Calceína AM para verificar a influência da ação do laser de baixa intensidade em 
neoblastos e nas células-tronco humanas (MEL-1). Para o cultivo das células MEL-1, cultura 
de células HFF-1, derivadas do tecido conjuntivo do prepúcio humano, foram utilizadas 
como uma monocamada alimentadora.  As células MEL-1 foram irradiadas com InGaAlP 
685 nm, potência de 30 mW e área de 0,5 cm2 local. Os neoblastos foram irradiados com os 
mesmos parâmetros usados anteriormente. Foram realizadas três sessões de irradiação 
com intervalo de 24 horas cada. Para verificar a viabilidade celular optou-se pelo método de 
exclusão de azul de Trypan. Após a irradiação realizou-se a avaliação do potencial 
pluripotente da linhagem MEL-1 e dos neoblastos, por meio da marcação com anticorpo 
Oct-4 e Clone 9E 3.2. Os resultados indicaram que a desintegração na solução de tripsina e 
antibiótico foi eficiente na temperatura de 18°C, o meio IMDM suplementado com soro fetal 
bovino foi adequado para o estabelecimento de cultura primária de células. A irradiação 
favoreceu proliferação acentuada de neoblastos do grupo experimental quando comparado 
ao grupo controle. Os resultados também demonstraram o anticorpo Oct-4 é um bom 
marcador para neoblastos, evidenciando pluripotência conservada evolutivamente. A 
biomodulação resultou no aumento das populações de neoblastos e de outros tipos 
celulares. A LLLT favoreceu a proliferação e manutenção do estado indiferenciado dos 
neoblastos, e ainda, sugere a possível influência da irradiação de baixa intensidade na 
sinalização de células-tronco por meio de diferentes vias. 

 

Palavras-chave: Terapia Laser de Baixa Intensidade; Planárias; Cultura Primária de Células; 
Células-tronco. 
 
 

 



Isolation, characterization and biomodulation with low intensity laser in culture of 
neoblasts isolated from Girardia tigrina  

 
Abstract: Planarians belong to the phylum Platyhelminthes, Turbellaria class, 
Tricladida order, are well established models of regeneration, considered excellent 
model in vivo for study of stem cell biology.Low intensity laser therapy (LLLT) plays 
an important role in cell modulation and differentiation, because of these 
characteristics such therapy is a valuable tool for stem cell study. Stem cells have 
presented important applications in tissue engineering however, a better 
understanding of the behavior of these cells after LLLT is necessary. This study 
raises the hypothesis of the action of low intensity laser irradiation on the activation 
or inhibition of differentiation in Girardia tigrina and human neoblast, thus the 
following objectives were established: (a) to obtain culture of G. tigrina neoblasts; (b) 
performing fractionation of the cell culture; (c) characterize the neoblast and evaluate 
the photobiomodulation and (d) compare the action of the low intensity laser in 
neoblast and human stem cells. To obtain neoblast, specimens of G. tigrina were 
disintegrated by enzymatic digestion and isolated with sucrose gradient 
centrifugation. Two gradients of neoblast were obtained and irradiated with a diode 
laser of 685 nm, with creep of 1.2 J/cm2 using power density of 13 mW. Three 
irradiations were performed at 24 hour intervals. Neoblasts were characterized by the 
DAPI and Calcein AM marking to verify the influence of low intensity laser action on 
neoblast and human stem cells (MEL-1). For cultivation of MEL-1 cells, culture of 
HFF-1 cells, derived from the connective tissue of the human foreskin, were used as 
a feeder monolayer. MEL-1 cells were irradiated with 685nm InGaAlP, 30mW 
potency and 0.5cm2 local area. The neoblasts were irradiated with the same 
parameters used previously. Three irradiation sessions were performed with each 24 
hour interval. To verify cell viability, we opted for the Trypan blue exclusion method. 
After irradiation, the pluripotent potential of the MEL-1 and neoblast lineage was 
evaluated by means of Oct-4 and Clone 9E 3.2 antibody labeling. The results 
indicated that the disintegration in the trypsin and antibiotic solution was efficient at 
the temperature of 18° C, the IMDM medium supplemented with fetal bovine serum 
was suitable for the establishment of primary cell culture. The irradiation favored a 
marked proliferation of neoblasts of the experimental group when compared to the 
control group. The results also demonstrated that the antibody Oct-4 is a good 
marker for neoblasts, evidencing evolutionarily conserved pluripotency. 
Biomodulation resulted in increased populations of neoblasts and other cell types. 
LLLT favored the proliferation and maintenance of the undifferentiated state of the 
neoblasts, and also suggests the possible influence of low intensity irradiation on the 
signaling of stem cells through different pathways. 
 
 
Keywords: Low-intensity laser therapy; Planaria; Primary Cell Culture; Stem cells. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese, apresentada na forma de artigos científicos, teve como objetivos: 

(a) estabelecer uma cultura de células de Girardia tigrina; (b) avaliar o efeito da 

biomodulação em cultura de neoblastos de G. tigrina e (c) realizar um estudo 

comparativo da laserterapia de baixa intensidade em células-tronco de planárias e 

humanas. 

 

Capítulo 1 – Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells 

Girardia tigrina neoblast culture.  

 

Capítulo 2 – Low-intensity laser biomodulation in neoblast culture isolated of Girardia 

tigrina. 

 

Capítulo 3 – Comparative study of Low Level Laser Therapy in human and planarian 

stem cells.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A regeneração é um processo baseado na reconstrução de partes perdidas 

ou autotomizadas (GOSS, 1969), presente em vários animais metazoários, desde 

cnidários até vertebrados. Apresenta diferenças marcantes entre os taxa, 

evidenciando nuances dos aspectos evolutivos (WENEMOSER; REDDIEN, 2010) e 

a conservação desse processo, a qual é observada em nível gênico, como por 

exemplo: Pou, Piwi e Pax (SHI; JIN, 2010; ÖNAL et al., 2012; CALLAERTS et al., 

1999). Assim, o gene POU5f1 codifica o fator de transcrição Oct-4, o qual pertence à 

família de fatores de transcrição POU. Os papéis desempenhados pelo Oct-4 são: 

controle da manutenção do estado indiferenciado e proliferação das células-tronco. 

Dentre os taxa pertencentes ao grupo dos metazoários, ressalta-se que tanto as 

planárias quantos os mamíferos possuem este fator de transcrição (ÖNAL et al., 

2012). 

As planárias são organismos amplamente estudados por apresentarem um 

reservatório de células indiferenciadas durante toda a vida, sendo que essas células-

tronco são denominadas neoblastos, que conferem capacidade regenerativa às 

planárias. Os neoblastos possuem diversas características que os diferenciam de 

outros tipos celulares, quais sejam: elevada relação núcleo citoplasma, ribossomos 

livres, nucléolo grande, cromatina dispersa e corpo cromatóide (BELY;SIKES, 2010; 

PELLETIERI; ALVARADO, 2007; ROSSI; IACOPETTI; SALVETTI, 2012).  

As células-tronco realizam mitose em alta escala. Portanto, uma alternativa para 

potencializar esse processo poderia ser a utilização da terapia laser de baixa 

intensidade (TLBI), que promove a estimulação do metabolismo celular por meio da 

ativação da cadeia respiratória mitocondrial, assim elevando a velocidade da cadeia 

transportadora de elétrons.  A ação do laser de baixa intensidade (LBI) vem sendo 

estudada na neoformação óssea, cicatrização de ferimentos e em linhagens 

celulares separadamente, como queratinócitos, células-tronco, células endoteliais 

entre outras.  

Dessa forma, devido à relevância do entendimento da biologia das células-

tronco e à utilização do LBI como uma estratégia para propiciar o aumento da 

população celular, ressalta-se a importância do desenvolvimento de estudos em que 

sejam utilizados modelos experimentais. Tais modelos geralmente são organismos 

que pertencem a espécies mais simples, no que se diz respeito à escala evolutiva. 



15 

 

Contudo, faz-se necessário que invariavelmente possuam a conservação de 

domínios gênicos responsáveis pelo estado indiferenciado. Assim, há um caminho 

para o entendimento das cascatas de sinalização envolvidas. No presente estudo 

propôs-se utilizar a planária da espécie Girardia tigrina como modelo experimental 

para averiguar o efeito da fotobiomodulação sobre os neoblastos. 

 

1.1 Objetivo Geral 
 

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito da 

fotobiomodulação em cultura de neoblastos de Girardia tigrina. 

 

1.2 Objetivos específicos  
 

Estabelecer cultura primária de células de Girardia tigrina. 

Realizar o fracionamento da cultura primária de células totais de G. tigrina 

para obtenção do gradiente rico em neoblastos. 

Caracterizar os neoblastos presentes na cultura de G. tigrina.  

Verificar a influência do laser na proliferação e diferenciação de neoblastos. 

Comparar a ação do laser de baixa intensidade em neoblastos e nas células-

tronco humanas.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Regeneração  
 

O processo regenerativo, por definição, é a reconstrução de uma parte do 

corpo perdida ou autotomizada (GOSS, 1969). A regeneração ocorre em vários taxa 

dentre eles: platelmintos (invertebrados), peixe zebra e mamíferos (vertebrados) (fig. 

1) (NACHTRAB; POSS, 2012; SILVA, 2011; ISAEVA et al., 2009), sendo tal 

capacidade variável em relação à posição ocupada na escala evolutiva, envolvendo 

a complexidade organizacional ou filogenética de cada grupo, por exemplo: nos 

metazoários basais é mais frequente se comparada aos mamíferos (WENEMOSER; 

REDDIEN, 2010;TASAKI et al., 2011).  
 

Figura 1 - Distribuição das potencialidades regenerativas no reino animal. Árvore 
filogenética de espécies que exibem um potencial regenerativo após a lesão. 

 
Fonte: Galliot e Ghila (2010). 

 

Além da dependência relacionada à posição evolutiva, é possível verificar 

uma relação com o período de desenvolvimento, como observado no anuro do 

gênero Xenopus. O ciclo de vida do Xenopus laevis é constituído de 66 estágios, 

que compreendem desde o zigoto até o adulto (JAMES-ZORN et al., 2013; BOWES 
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et al., 2008). Alguns estágios podem ser caracterizados: no estágio 48, por exemplo, 

verifica-se o surgimento dos brotos dos membros anteriores; do estágio 54 ao 57, 

observa-se a ossificação do crânio, diferenciação dos primeiros elementos do 

esqueleto apendicular anterior, carpo, metacarpo, e formação da cintura peitoral 

(TRUEB; HANKEN, 1992).  Os girinos nos estágios de 50 a 54, submetidos à lesão 

da coluna vertebral, conseguem regenerá-la. Para que esse processo aconteça é 

necessário que o espécime metamorfoseie-se, resultando em alterações 

compensatórias iniciadas por meio dos axônios relacionados com os apêndices 

locomotores (GIBBS; SZARO, 2006; ROURKE, 2007). Entretanto, nos estágios de 

desenvolvimento mais adiantados esta capacidade é perdida (NACHTRAB; POSS, 

2012).  

A regeneração é compreendida desde a cicatrização até a expressão do 

padrão das estruturas perdidas. Para a sua realização, ocorrem a sinalização e 

proliferação celular (WENEMOSER; REDDIEN, 2010; TASAKI et al., 2011). A 

dinâmica da regeneração apresenta muitas lacunas relacionadas à biologia das 

células-tronco e aspectos da biologia celular e molecular envolvidos nesse processo. 

A fim de sanar esses hiatos, atualmente inúmeros estudos evidenciam a 

manutenção da capacidade regenerativa multifilética distribuída entre os 

metazoários, baseada em um ancestral comum, com regulação das vias 

moleculares. Geralmente a expressão gênica norteia a rota a ser seguida nas vias 

de sinalização e, a julgar pela especificação celular e o processo regenerativo, é 

relevante citar os genes Pax e Hox.  

O Pax-6 é um gene que controla a morfogênese e a evolução dos olhos, 

desde cnidários até vários animais bilaterais em diferentes níveis de complexidade, 

além de possuir organização genômica e função bem conservadas. Há expressão 

do Pax-6 em diferentes filos de metazoários (cnidários, artrópodes – insetos, 

equinodermos, cordados - cefalocordados, mamíferos), indicando que a 

conservação está no sistema nervoso central, no desenvolvimento dos olhos e 

outros órgãos cefálicos. No início da morfogênese dos olhos de alguns animais 

invertebrados (cefalópodes, turbelários, poliquetos e nemertíneos) acontece a 

expressão do Pax-6 e existe uma possibilidade de que os olhos dos animais sejam 

derivados de um olho ancestral dependente de Pax-6 (CALLAERTS et al., 1999; 

ERCLIK et al., 2009; KOZMIK, 2008; SALÓ, 2006). 
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Os genes Hox fazem parte de um subgrupo de genes homeobox, os quais 

são genes reguladores que atuam no desenvolvimento embrionário e determinam o 

padrão do eixo corporal. Os genes Hox codificam uma família de fatores de 

transcrição que regulam o padrão anterior/posterior em muitos filos de animais 

bilaterais. Participam também da morfogênese reparadora em planárias, peixes 

zebra, salamandra entre outros (NOVIKOVA et al., 2013; SALÓ, 2006).  

Ambos os genes, Pax e Hox, são conservados nos metazoários, indicando a 

possibilidade de estes genes serem preservados a partir de um ancestral comum 

dos protostômios e deuterostômios. Sabe-se que as mudanças ambientais e 

ecológicas, de certa forma, interagem com os organismos, acarretando-lhes 

alterações ao longo do tempo. Tais alterações acontecem em diferentes níveis de 

organização, resultando em mudanças nos módulos moleculares, por meio de 

substituições, adições, e colaborando para interações que podem resultar em 

aspectos evolutivos (ALVARADO, 2004).  

Atualmente são utilizados modelos experimentais para viabilizar o estudo das 

células-tronco. O uso de modelos experimentais para o estudo do processo 

regenerativo deve atender primordialmente dois aspectos: animal metazoário deve 

possuir baixa complexidade e que seja de fácil manejo experimental (ALVARADO, 

2004). 

Nesta perspectiva os animais invertebrados apresentam potencial como 

modelos experimentais, principalmente os representantes dos acoelos e 

platelmintos. Salienta-se a existência do reservatório de células-tronco adultas 

durante toda a vida nestes animais, favorecendo o estudo sobre a biologia celular e 

molecular dessa linhagem celular (BELY; SIKES, 2010). Para os platelmintos 

(planárias), salienta-se a facilidade de manutenção em laboratório, simplicidade no 

que diz respeito à complexidade organizacional e elevada capacidade regenerativa, 

e sucesso reprodutivo de Girardia tigrina em condições controladas (CARVALHO, 

2013). 

 

2.1.1 Planárias  
 

Para situar as planárias na imensa diversidade de espécies encontrada entre 

os animais triblásticos, podemos iniciar pela categoria taxonômica de filo. Os animais 

em questão pertencem ao grupo dos Platyhelminthes. Esse filo possui 
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representantes que são endoparasitas, ectoparasitas e os de vida-livre. Salienta-se 

que as planárias são de vida-livre, encontradas em diferentes ambientes, sendo 

terrestre, dulcícola ou marinho. As planárias de água doce pertencem à classe 

Turbellaria, ordem Seriata, infraordem Paludicola. As planárias que fazem parte do 

presente estudo fazem parte da família Dugesiidae, gênero Girardia, espécie 

Girardia tigrina, conforme observado na figura 2 (SALÓ; AGATA, 2012; NEWMARK; 

ALVARADO, 2002; MUÑOZ; VÉLEZ, 2007, KENK, 1974). 

 
Figura 2 - Exemplar de Girardia tigrina. 

 
Fonte: Carvalho (2013). 

 
 

Existem muitos estudos acerca do processo regenerativo e da biologia das 

células-tronco utilizando as planárias como modelo experimental. Isto se deve à 

presença das populações de células-tronco em compartimentos.  No que concerne à 

organização de compartimentos celulares, as planárias apresentam dois 

compartimentos celulares bem estabelecidos, conhecidos como: proliferativo e 

funcional. No compartimento proliferativo encontram-se as células indiferenciadas 

(células-tronco), denominadas neoblastos, que variam em função da necessidade de 

regeneração e do estado nutricional. No compartimento funcional estão os tipos 

celulares diferenciados (ALVARADO, 2004; ISAEVA, 2011; ABOOBAKER, 2011; 

BEHESNSKY; SCHÜRMANN; PETER , 2001; HAYASHI et al., 2006; SCHÜRMANN; 

PETER, 2001; ROSSI; IACOPETTI; SALVETTI, 2012; FERNÁNDEZ-TABOADA et 

al., 2011). A localização exata dos neoblastos no interior do corpo das planárias 
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apresenta variações nos diferentes gêneros de platelmintos (Schmidtea, Dugesia e 

Macrostomum) e acoelos (Isodiametra) (BELY; SIKES, 2010) (figura 3).  

 
Figura 3 - Dois grupos de vermes de corpo mole, os Platelmintos e os Acoelos. 

 
Nota: (A) As células-tronco somáticas, chamadas neoblastos (pontos verdes), são 
distribuídas no parênquima em grande parte do corpo de planárias, macrostomídeos e 
acoelos. (B) neoblastos (1) podem se autorrenovar, (2) produzir tipos de células 
somáticas diferenciadas (3) e produzir células germinativas (4). Neoblastos são 
morfologicamente caracterizados por uma grande proporção núcleo-citoplasma (núcleos 
representados por tons de cinza). 
Fonte: Bely e Sikes (2010). 

 

 

Os neoblastos realizam a renovação celular, desempenhando importante 

papel na manutenção da homeostase do corpo das planárias, além de colaborar no 

crescimento e regeneração. A contribuição na homeostase é possível, pois os 

neoblastos são mitoticamente ativos e ofertam uma progênie que supre este 

processo de renovação (BELY; SIKES, 2010; EISENHOFFER; KANG; ALVARADO, 

2008). A homeostase é regulada por três processos competitivos, que são morte, 

proliferação e diferenciação celulares (GALLIOT; GHILA, 2010). 

Os neoblastos perfazem cerca de 20 a 30% do total de células e podem ser 

caracterizados por apresentarem: núcleo grande, pouco citoplasma, 5 a 8 µm de 

diâmetro e presença de corpo cromatóide (figura 4).  
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Figura 4 - Características dos neoblastos.  

 
Nota: (A) Micrografia eletrônica de transmissão de neoblastos de Schmidtea mediterrânea, 
próxima ao local da ferida. Os núcleos e citoplasmas de três neoblastos estão 
pseudocoloridos em vermelho e verde, respectivamente, e uma célula morta (seta 
vermelha). (B) Micrografia eletrônica de transmissão mostrando um neoblasto. As setas 
indicam mitocôndrias. CB: corpo cromatóide, N: núcleo. Barra de escala: 100 nm. 
Fonte: Figura a, Pelletieri e Alvarado (2007), e figura b, Rossi, Iacopetti e Salvetti (2012). 

 

Os corpos cromatóides são constituídos por grandes ribonucleoproteínas 

citoplasmáticas que apresentam reguladores pós-transcricionais, como o DEAD box 

RNA helicase CBC-1 (ROUHANA et al., 2010; ROUHANA et al., 2012). A presença 

do corpo cromatóide sugere sua relação com a capacidade de totipotência, sendo 

observada a diminuição de tamanho e a quantidade de corpos cromatóide durante a 

diferenciação celular. Nas células diferenciadas estão ausentes. Existem evidências 

que apontam para uma forte regulação pós-transcricional nos neoblastos 

(ROUHANA et al., 2010), indicando uma relação entre a autorrenovação de 

neoblastos e a proliferação celular (REDDIEN; ALVARADO, 2004; ROSSI; 

IACOPETTI; SALVETTI, 2012; PELLETIERI; ALVARADO, 2007).  

Para que os neoblastos participem do processo regenerativo a manutenção 

de suas características está interligada à expressão de vários genes descritos como: 

DJPUM (ROSSI et al., 2006; SALVETTI et al., 2005), PIWI (REDDIEN et al., 2005) e 

Smed-bruli e SpolTud-1 (GUO; PETERS; NEWMARK, 2006; ROUHANA et al., 

2010). A via de sinalização wnt/β catenina, que , acredita-se, seja conservada em 

planárias, regula a homeostase do tecido através da proliferação das células-tronco 

e diferenciação em organismos adultos (ADELL; CEBRIÁ; SALÓ, 2010).  

O controle da conservação do estado indiferenciado e a proliferação das 

células-tronco e posterior diferenciação acontece por meio da expressão gênica 
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(FRITSCH et al., 2007), tendo como mediadores os fatores de transcrição (Oct-4, 

Nanog e Sox-2), controle epigenético (modificações na cromatina) e micro-RNAs 

(miRNA), os quais regulam a expressão gênica por inibição do RNA mensageiro 

(RNAm) (CHOI; CHOI; HWANG, 2013). Estes fatores de transcrição são conhecidos 

como: Oct4, Sox2 e Nanog. Oct4 e Sox2 podem funcionar juntos, sendo 

encontrados sítios de ligação Oct-Sox em vários genes relacionados com a 

renovação celular e diferenciação (CHEW et al., 2005).  

Oct4 é codificado pelo gene POU5f1, pertencente à família de fatores de 

transcrição POU, que controla a expressão dos genes-alvo através da ligação de 

uma sequência AGTCAAAT (SHI; JIN, 2010), além de ser fundamental para a 

transcrição da pluripotência nos vertebrados (ÖNAL et al., 2012). Em células-tronco 

pluripotentes de ratos, verificou-se que Nanog é um gene que precisa ser 

identificado como um gene-alvo da interação Sox2-Oct4 (RODDA et al., 2005).  

Alguns miRNAs podem atuar como promotores da manutenção do estado 

indiferenciado e outros, como promotores da diferenciação, assim possuindo 

ativações diferentes. O miRNA let-7, por exemplo, pode realizar o bloqueio da 

autorrenovação de células-tronco embrionárias (THATCHER; PATTON, 2010). 

Cerca de 50 a 60 miRNA foram altamente expressos em neoblastos de Schmidtea 

mediterranea, sendo de suma importância no processo regenerativo e na 

diferenciação das células nervosas (GONZÁLEZ-ESTÉVEZ et al., 2009).  

Os miRNAs específicos participam como mediadores na expressão gênica em 

células-tronco, combinados com OCT4, SOX2 e NANOG, os quais atuam na 

regulação dessas células, envolvendo mecanismos de promoção ou repressão no 

processo de diferenciação (CHOI; CHOI; HWANG, 2013). Comparando os genes 

relacionados à manutenção da pluripotência de células-tronco de ratos aos genes 

homólogos de planárias, foi observado que a fração enriquecida com neoblastos em 

proliferação e reduzida quantidade de células diferenciadas (sensível à irradiação) 

apresentou uma regulação maior se comparada à fração com células diferenciadas 

somente (insensível a irradiação). Assim, há sinais de conservação da expressão do 

gene entre os neoblastos e as células-tronco embrionárias de mamíferos (ÖNAL et 

al., 2012), reforçando a ideia de se utilizar planárias como modelo experimental para 

a compreensão da biologia de células indiferenciadas, devido aos indícios de 

semelhança na expressão gênica conservada.  
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Para o estabelecimento de cultura primária é necessária a desintegração 

tecidual, que pode ser mecânica, enzimática ou uma combinação de ambas. 

Geralmente utilizam-se as culturas primárias para o acompanhamento de uma 

linhagem celular in vitro (ALVES; GUIMARÃES, 2010). No estabelecimento de 

cultura primária de células de planárias devem ser considerados diferentes fatores, 

como: (a) período de preparação à desintegração dos espécimes; (b) período de 

estabelecimento e (c) fracionamento por meio de gradiente, após desintegração dos 

animais.  

a) Período de preparação: a supressão alimentar é realizada em um período 

variável, dependendo da espécie de planária, em geral, de sete a quinze dias 

(FUKUSHIMA; MATSUDA, 1991; HAYASHI et al., 2006; SCHÜRMANN; 

PETER, 2001; MUÑOZ-MÁRMOL et al., 1998; ASAMI et al., 2002; SATO et 

al., 2006; HIGUCHI et al., 2007; TASAKI et al., 2011; BENDER et al., 2012). 

Os exemplares são incubados em sulfato de neomicina a 0,02% por 24 horas 

(BEHENSKY; SCHÜRMANN; PETER, 2001; SCHÜRMANN; PETER, 2001; 

SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998). 

b) Período de estabelecimento: tanto para as soluções de desintegração quanto 

para os meios de cultura é importante a osmolaridade. Para a desintegração 

diferentes metodologias são utilizadas, como: maceração (SALÓ; BAGUÑÁ, 

1989; BEHENSKY; SCHÜRMANN; PETER, 2001); desintegração mecânica e 

enzimática, combinadas (SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998); incubação de  

fragmentos em solução de Holtfreter 5/8 e tripsina, com posterior pipetagem 

suave (HAYASHI et al., 2006; HIGUCHI et al,. 2007). Quando se opta pela 

desintegração enzimática, em geral, utilizam-se enzimas digestivas, como: 

pronase e tripsina (FUKUSHIMA; MATSUDA, 1991), embora a incubação em 

tripsina possa acarretar danos à membrana das células, podendo estar 

relacionada com a temperatura de incubação, isto é, as enzimas possuem 

uma temperatura ótima para que reajam com o substrato. Baseados nessa 

dinâmica, Terraciano et al. (2004) verificaram a ação da tripsina a 4°C em 

células testiculares e observaram uma redução nos danos à membrana 

celular. Importante ressaltar que a temperatura ótima para a ação da tripsina 

está em torno de 37°C. 

c) Para a separação das populações de neoblastos das populações celulares 

diferenciadas são utilizadas diversas metodologias, dentre elas: (1) a 
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irradiação com raio X (SHIBATA et al., 1999), (2) a combinação de radiação X 

e separação de células ativadas por fluorescência (FACS) (HAYASHI et al., 

2006; HIGUCHI et al., 2007; ÖNAL et al., 2012; MORITZ et al., 2012), (3) 

radiação gama (GONZÁLEZ-ESTEVEZ et al., 2007; ROUHANA et al., 2012), 

(4) radiação gama combinada com FACS (FERNANDEZ-TABOADA et al., 

2010) e (5) fracionamento em gradientes com diferentes densidades 

(SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998). 

 

2.1.2 Células-tronco humanas  
 

As células-tronco humanas (CTH) possibilitaram o surgimento de várias 

conquistas científicas que ocasionaram o progresso na medicina regenerativa e nas 

terapias clínicas. Tais avanços estão relacionados aos papéis desempenhados pelas 

CTH, os quais estão interligados a renovação dos tecidos e manutenção/reparação 

ao longo da vida (MARTELLO; SMITH, 2014; DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 

2009). Desta forma, propicia-se uma alternativa para aumentar as chances de 

tratamento de doenças neurodegenerativas e cardiovasculares, osteogênese 

imperfeita, lupus eritematoso, cirrose hepática, isquemia de membros, traumas 

medulares entre outras. De modo geral, os estudos com células-tronco geraram 

informações relevantes para o tratamento de doenças decorrentes da exterminação 

e/ou disfunção de uma determinada população celular (PEREIRA, 2009; 

KARAMZADEH; ESLAMINEJAD, 2013; PASSOS et al., 2007). 

A aplicação das células-tronco na medicina está apoiada basicamente nas 

suas características relacionadas ao estado indiferenciado, potenciais diversos de 

diferenciação, autorreplicação e autorrenovação. Quando se trata de 

autorrenovação, vale ressaltar que a população celular em questão não deixa de 

possuir o potencial de diferenciação, além de resistir ao envelhecimento biológico 

(FRITSCH et al., 2007; SHIHADEH, 2015).  

 

2.1.3 Histórico 
 

Segundo Grecco (2008), o estudo das células-tronco (CE) iniciou com o 

experimento de Trembley em 1740, descobrindo-as em hidras que, cortadas 
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inúmeras vezes, tinham a capacidade de refazer as partes perdidas, isto é, de cada 

fragmento gerado após o corte originava-se um novo indivíduo.  

 No final década de 1940, os médicos canadenses Ernest McCulloch e James 

Till, do Instituto de Câncer de Ontário, incentivados por inúmeros casos de leucemia, 

decorrentes da radiação liberada devido ao acidente com a bomba atômica de 

Hiroshima, realizaram experimentos e obtiveram a informação que as células-tronco 

adultas (CTA) da medula óssea têm a capacidade de produzir eritrócitos, leucócitos 

e plaquetas. Estes experimentos consistiam em expor camundongos a elevadas 

doses de radiação e, posteriormente, as células da medula óssea de animais 

íntegros, não submetidos à radiação, eram injetadas nos animais receptores da 

radiação.  

 Edward Conall Thomas e sua equipe da Escola de Medicina da Universidade 

de Washington, em 1969, conquistaram êxito no primeiro transplante de medula 

óssea entre pessoas não gêmeas, baseado no conceito de que células que 

possuem um tipo similar de antígeno leucocitário humano não apresentam rejeição. 

 Na década de 1980, Martin Evans e Mario Capecchi, da Universidade de 

Cambridge, e Oliver Smithies, da Universidade da Carolina do Norte, realizaram 

estudos em que chegaram à conclusão de que existe a possibilidade de remover 

células de um embrião em período recente à fertilização e, posteriormente, inseri-las 

novamente com as modificações genéticas. Porém, foi somente a partir de 1986 que 

Bradley e Robertson atingiram o resultado de colocar DNA de um retrovírus no DNA 

de célula, contudo ainda não foi possível inserir no local escolhido. De outro lado, 

Cappechi e Smithies, em 1987, obtiveram um avanço no que se diz respeito aos 

genes, à colocação ou deleção de genes específicos em CTE de camundongos. Os 

indícios de células-tronco da medula com potencialidade de reconstituir tecidos e 

órgãos apareceram no final da década de 1990. Já em 1995, James Thomson, da 

Universidade de Wisconsin-Madison, pela primeira vez realizou o cultivo de CTE 

isoladas de primatas e a manutenção dessas em tecido de camundongos. Além de 

isolar, Thomson, com sua metodologia, viabilizou para que fossem mantidas as CT 

de humanos, em 1998 (GRECCO, 2008; PEREIRA, 2009). 
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2.1.4 Classificação das CTH 
 

As CTH podem ser embrionárias, adultas (fig. 5) ou induzidas (DEL CARLO; 

MONTEIRO; NETO, 2009), sendo que as embrionárias são provenientes de 

embriões com aproximadamente sete a dez dias após a fertilização da pré-

implantação do blastocisto (SHIHADEH, 2015).  

As CT somáticas ou adultas (CTA) podem ser caracterizadas por serem 

indiferenciadas, têm a capacidade de autorrenovação por período não determinado 

e geram populações celulares diferenciadas morfológica e fisiologicamente. Podem 

ser encontrados em diferentes localidades, como cérebro, medula óssea, vasos 

sanguíneos, coração e fígado. Aspecto importante recentemente descoberto acerca 

das CT adultas é que algumas possuem a competência de gerar tecidos que diferem 

de sua origem embrionária, como as CT mesenquimais (DEL CARLO; MONTEIRO; 

NETO, 2009; PEREIRA, 2009; ESTRELA et al., 2011). 

 
Figura 5 - Fases do desenvolvimento humano e o respectivo tipo de célula-tronco. 

 

 
Fonte: Instituto (2013). 

 

A reprogramação de células somáticas e a respectiva modificação genética 

geram CT induzidas (CTi) por meio de transfecção celular, que fornece uma 

equivalência funcional semelhante à CTE (MARTELLO; SMITH, 2014; SHIHADEH, 

2015; DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009). 

 De outro lado, existe outra forma de classificar as CT, que é baseada nos 

diferentes potenciais celulares, geralmente relacionados à habilidade de 
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diferenciação, sendo consideradas: totipotentes ou onipotentes, pluripotentes ou 

multipotentes, oligopotentes ou unipotentes (FRITSCH et al., 2007; SHIHADEH, 

2015; KARAMZADEH; ESLAMINEJAD, 2013). Pode-se caracterizá-las da seguinte 

forma:  

(a)  totipotentes

(b)   

 – diferenciam-se em todos os tipos celulares que compõem o 

indivíduo, inclusive placenta e anexos embrionários. Presentes até o quarto 

dia após a fertilização em humanos, estádio de mórula; 

pluripotentes

(c) 

 - diferenciam em todos os tipos celulares, com exceção da 

placenta e anexos embrionários, encontradas a partir do quinto dia após a 

fertilização, estádio de blastocisto. O blastocisto apresenta duas populações 

celulares, sendo as células da massa interna responsáveis por formar os três 

folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e endoderma) e as células do 

trofoblasto (membrana externa do blastocisto), que efetuam a produção das 

membranas embrionárias e da placenta; 

oligopotentes

(d) 

 – diferenciam-se em poucas linhagens celulares; 

unipotentes

 
 – diferenciam-se em um tipo específico de célula. 

 As CTE podem ser determinadas por apresentarem algumas qualidades 

distintivas, que as diferem das CTA e das CTi, como já citado anteriormente. Para as 

CTE existem peculiaridades (FRITSCH et al., 2007) como:  

(a) ser clonogênica, formando uma colônia de células que possuem as mesmas 

particularidades da célula que lhe deu origem;  

(b) expressar o fator de transcrição Oct4, que faz parte da família das proteínas POU 

codificada pelo gene Pou5f1; 

(c) expressar o fator de transcrição Sox2, membro da família de fatores de 

transcrição Sox; 

(d) responder positivamente quando induzida a proliferar continuamente ou a 

diferenciar;  

(e) bloquear a diferenciação mediada pelo fator inibitório da leucemia (LIF) e das 

proteínas morfogenéticas do osso (BMP); 

(f) possuir o fator de transcrição Nanog como um dos responsáveis pela manutenção 

da pluripotencialidade. A sobre-expressão de Nanog mantém a pluripotência e a 

autorrenovação sob condições em que ocorreria diferenciação (RODDA et al., 2005).  
  



28 

 

2.2 Laser e a biomodulação 
 

2.2.1 Estado da Arte 
  

 O termo LASER é o acrônimo de Light Amplification by Stimulated Emission of 

Radiation ou amplificação da luz por emissão estimulada da radiação (LINS et al., 

2010). Quando se fala dos primórdios do laser é preciso comentar que Theodoro 

Maiman (1960) produziu laser utilizando como meio ativo o cristal de rubi, baseando-

se nos princípios básicos da teoria da Emissão Estimulada postulada por Einstein 

(1917). 

Segundo Genovese (2000), no período compreendido entre 1961 e 1968, 

ocorreram várias aplicações, como: a primeira cirurgia no Hospital Presbiteriano em 

Nova York, utilizando laser (PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008), visando 

à retirada de um tumor de retina. A seguir foram desenvolvidos lasers com diferentes 

meios ativos, tais como: Hélio-Neônio (He-Ne) e o Neodímio-Ítrio-Alumínio-Granada 

(Nd-YAG), laser semicondutor e a substituição do laser pulsado de rubi por laser 

contínuo de Argônio.  

 Entre 1970 a 1980, observam-se grandes avanços no que se diz respeito à 

aplicação médica do laser na oftalmologia, gastroenterologia e pneumologia. Além 

de surgirem os lasers de baixa intensidade (LBI), que apresentam o espectro de 

emissão no vermelho ou infravermelho, como por exemplo: HeNe (ʎ = 632,8nm) e o 

Arseneto de Gálio (AsGa) (ʎ = 850nm ou 903nm ). Inicialmente os LBI foram 

aplicados na reflexoterapia e acupuntura (GENOVESE, 2000; MAILLET, 1987). 

 No período entre 1983 a 1991, foram verificados alguns progressos, como: a 

elevação nos níveis de ATP e o efeito de analgesia demonstrado com o aumento da 

β- endorfina no líquido cefalorraquidiano; utilização dos lasers He-Ne e diodo (IR) 

para tratar patologias da cavidade oral; LBI utilizada para o aumento da circulação 

periférica com êxito; a ação do laser de arseniato de gálio (AsGaAl) 904nm, 

causando elevação da circulação periférica, bioestimulação celular e aceleração do 

processo de ossificação alveolar (GENOVESE, 2000). 

 A aplicação da laserterapia na dermatologia e cosmetologia auxiliaram a 

alavancar a utilização do laser, como o laser de CO2 ou o Er:YAG, os quais são 

empregados para a retirada de rugas com o desgaste da pele. Neste enredo foram 
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pesquisados os mecanismos de reparo da pele e produção de colágeno, visando à 

preservação dos pacientes com a redução de efeitos colaterais. Estudou-se uma 

maneira de depositar calor na região inferior à superfície da pele e posterior 

acompanhamento do reparo da região tratada (STEINER, 2006). 

 A laserterapia de baixa intensidade despertou muito interesse devido aos 

efeitos biológicos propiciados e, consequentemente, inúmeras pesquisas voltadas 

para o entendimento das alterações causadas no nível celular foram iniciadas, 

objetivando a aplicação médica dessa ferramenta. Modelos celulares foram 

propostos para compreender os mecanismos de ação do laser. Visando essa meta, 

efetuaram-se experimentos baseados em cultivo de linhagens celulares para 

constatar proliferação celular, síntese de colágeno e migração celular (LINS et al., 

2010; KARU, 1998). Existem atualmente aplicações do laser como ferramenta para 

o diagnóstico e, no futuro, pode estar aliado à terapia, indicando uma possibilidade 

rentável (STEINER, 2006). 

 

2.2.2 Características do laser e laserterapia de baixa intensidade 
 

O laser apresenta propriedades como: monocromaticidade, coerência e 

colimação (feixes de luz paralelos, a transmissão de energia é precisa), tornando-o 

uma ferramenta útil com diversas aplicações, sejam médicas (tratamento ou 

diagnóstico), industriais (corte, microusinagem, alinhamento), pesquisas científicas 

(pinças ópticas) e comerciais (leitores de códigos de barras), entre outras. 

Para a utilização com a finalidade médica é necessário entender a dinâmica 

da transformação da energia contida nos fótons que constituem o laser, o qual é 

entregue ao tecido. Essa interação promove diferentes efeitos, resultantes da 

absorção da luz. Os efeitos estão organizados em: primários (diretos), secundários 

(indiretos) e terapêuticos (DIAS et al., 2009; ROSA, 2004; ENGEL et al., 2016).  

Os efeitos primários promovidos pelo laser são: bioenergéticos, bioelétricos e 

bioquímicos. Os bioenergéticos estão baseados na transferência de energia do 

laser, que resulta em estímulo do trofismo celular e restitui a homeostase celular. Os 

bioelétricos beneficiam a homeostase, promovendo a normalização das cargas 

elétricas, e elevam a quantidade de ATP indiretamente. A elevação da quantidade 

de ATP está diretamente ligada às alterações que ocorrem na cadeia respiratória, 

devido à energia do laser (fóton) interagir com os complexos envolvidos na cadeia 
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transportadora de elétrons, que ocorre no interior da mitocôndria (PROCKT; 

TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008; KARU, 2002). A irradiação com laser, 

dependendo do comprimento de onda utilizado, pode ativar alguns componentes 

celulares, desse modo interferindo nas reações bioquímicas específicas e, por 

conseguinte, toda a dinâmica celular. Exemplificando: as mitocôndrias de fígado de 

um mamífero, submetidas à irradiação, apresentaram elevação na síntese de ATP e 

consumo de O2. Notou-se que, nos experimentos com os comprimentos de onda de 

415nm, 602nm, 632,8nm, 650nm e 725nm, mostraram aumento na síntese de ATP, 

se comparados aos que utilizaram os comprimentos de onda 477nm e 554nm, nos 

quais não foram constatadas alterações nesse processo (KARU, 2002).  

Os efeitos bioquímicos estão relacionados a modificações nas reações 

enzimáticas, podendo acelerá-las ou inibi-las. Assim é possível verificar geralmente 

um efeito em cascata, como por exemplo: elevação da produção de ATP e 

consequente aceleração da mitose, resultando em alterações no índice enzimático 

mitocondrial e na proliferação celular. Portanto a elevação de produção de ATP 

permeia os efeitos bioquímicos, bioelétricos e bioenergéticos (GENOVESE, 2000; 

KARU, 2002).  

Os efeitos primários podem colaborar, de certa forma, para que os 

secundários aconteçam. O estímulo à microcirculação e o trofismo celular são 

alguns exemplos. O laser age sobre o esfíncter pré-capilar, alterando sua dinâmica 

de funcionamento, fazendo com que fique aberto constantemente. Esta ação é 

resultado da mediação química que possui como um de seus intermediários a 

histamina. De outro lado, o trofismo celular é decorrente do aumento da mitose e da 

produção de ATP, que leva à aceleração do processo de reparação tecidual 

(GENOVESE, 2000; LINS et al., 2010). 

Além dos efeitos diretos e indiretos, ainda são observados os efeitos 

terapêuticos, como analgesia, anti-inflamatório, bioestimulação, trófico tecidual e 

antiedematoso. Cabe salientar que a ação do laser, no caso da analgesia e redução 

da dor, é uma consequência da inibição da ação da cicloxigenase, que tem relação 

com o alívio da dor e redução da sintomatologia da inflamação. Essa relação é 

intrínseca ao ciclo do ácido araquidônico (LINS et al., 2010; PROCKT; TAKAHASHI; 

PAGNONCELLI, 2008; GENOVESE, 2000; ENGEL et al., 2016). 

Os parâmetros (comprimento de onda e dose) do laser utilizado podem 

resultar em efeitos favoráveis ou desfavoráveis no processo de proliferação celular. 
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Sendo assim, existe uma relação entre dose e a especificidade do tecido irradiado 

(HENRIQUES; CAZAL; CASTRO, 2010; PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 

2008). Porém, existe uma conhecida dose resposta bifásica, que compreende o 

intervalo de energia em que está localizado o limiar terapêutico e o limiar tóxico. 

Dessa forma é importante adequar a dosimetria ao efeito desejado (PRINDEZE; 

MOFFATT; SHUPP, 2012). A interação do laser de baixa potência com tecido 

geralmente não provoca elevação rápida e expressiva na temperatura tecidual 

(EBRAHIMI et al., 2012). 

 A ação do laser de baixa intensidade acontece por meio da indução de reação 

fotoquímica na célula. O mecanismo de ação dessa terapia é proposto por meio de 

uma teoria segundo a qual o laser pode influenciar os receptores das células, 

mecanismo denominado fotoestímulo. A energia contida nos fótons (fotônica) é 

absorvida pelos cromóforos de celulares que, uma vez excitados, podem passar de 

um nível de energia inferior para um superior. Essa energia é transformada em 

energia metabólica, que entrará na cadeia respiratória da mitocôndria (BARBOZA et 

al., 2014). A energia fotônica é convertida energia química. O ATP, que possui 

funções relevantes no metabolismo celular, como a regulação da síntese de 

proteínas e de DNA, favorece a ativação das proteínas quinases reguladas por 

sinais extracelulares (ERK 1 e 2) em fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). A cascata de 

sinalização celular regulada pela ERK desempenha um importante papel na 

proliferação celular em várias linhagens de células. 

Na laserterapia de baixa intensidade o efeito fisiológico da proliferação das 

células é relevante para as práticas de cultivo celular e clínicas. Esse efeito é 

consequência da ativação da cadeia respiratória mitocondrial e da cascata de 

sinalização. As alterações relativas aos fotorreceptores são consideradas reações 

primárias e as reações secundárias são as modificações na sinalização celular, 

funções celulares e sinalização retrógrada da mitocôndria (SRM). A SRM baseia-se 

em enviar informações sobre as alterações do funcionamento mitocondrial ao 

núcleo, justamente o inverso do caminho comum (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 

2012; KARU, 2010). Para ilustrar esta situação, pode-se mencionar Karu (1998), que 

cita a irradiação da linhagem de células HeLa in vitro. A constatação da proliferação 

foi realizada pela análise quantitativa por meio de incorporação de precursores 

radioativos em RNA e DNA, e observou-se que estes variam sua quantidade em 

consonância da fluência do laser utilizado. 
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Existem relatos indicando que a fotobioestimulação é efetuada através da 

cadeia de transporte de elétrons, fazendo com que resulte na elevação da taxa de 

respiração celular. Após a laserterapia de baixa intensidade, obtém-se: aumento da 

microcirculação, elevação da produção de adenosina trifosfato (ATP), síntese de 

DNA e RNA. Consequentemente acontece uma melhora na oxigenação, nutrição e 

regeneração, bem como em um eficiente sistema de transporte de elétrons 

mitocondriais (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012). A elevação na concentração 

do íon cálcio pode acarretar o aumento do potencial da membrana mitocondrial 

(MMP), do ATP e adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico (AMP cíclico), tendo como 

consequência o restabelecimento da homeostase das células que anteriormente 

haviam sofrido danos (ZUNGU; EVANS; ABRAHMSE, 2009; KUSHIBIKI et al., 

2013). A irradiação com laser em 633nm (em fígado de ratos) eleva o MMP e o 

gradiente de prótons, fomentando alterações nas propriedades ópticas das 

mitocôndrias, relacionadas a NADH desidrogenase, síntese de RNA, aumento de 

troca ADP/ATP e proteínas mitocondriais. 

A citocromo c oxidase, ou complexo IV da cadeia respiratória, é um complexo 

de proteína transmembranar que apresenta dois centros heme e o íon ferro (CHUNG 

et al., 2012). O complexo IV transfere um elétron da citocromo c e transfere para o 

oxigênio e, no final desse processo, forma água. A citocromo c é considerada uma 

hemeproteína, devido ao fato de possuir um grupamento heme interligado a um íon 

ferro. Essa hemeproteína pode ser encontrada na forma oxidada ou reduzida. A 

citocromo c oxidase apresenta a capacidade de absorver a luz irradiada de um 

comprimento de onda definido, posterior à irradiação com laser de baixa intensidade, 

e também uma elevação na atividade enzimática. Cabe salientar que os 

componentes de cobre do complexo IV da cadeia respiratória (CuA e CuB) são 

fotoaceptores tendo a possibilidade de ser oxidados ou reduzidos, favorecendo a 

sinalização celular e a sinalização retrógrada mitocondrial (KARU, 1998). 

A laserterapia de baixa intensidade oferece uma grande variedade de 

alterações fotoquímicas, fotofísicas e/ou fotobiológicas em seus possíveis alvos, 

modificações em diferentes níveis, sendo molecular, celular e tecidual (CHUNG et 

al., 2012; LINS et al., 2010). A fotobiomodulação proporcionada pelo laser de baixa 

intensidade é uma alternativa para a ativação ou inibição de processos fisiológicos, 

bioquímicos e fotoquímicos, tendo como consequência: proliferação celular, 

morfodiferenciação, neoformação tecidual, redução de edema e reparação tecidual.  
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A regulação do ciclo celular pode aumentar a taxa de transferência de elétrons da 

citocromo c oxidase, acelerando, consequentemente, o metabolismo celular através 

das cascatas de ser, um dos efeitos da irradiação com laser Hélio-Neônio (He-Ne) 

sobre as populações celulares (KARU, 2003). Para ocorrer a proliferação celular 

como uma das consequências da interação do laser de baixa intensidade com as 

células, é necessário que a irradiação esteja em doses de 2J/cm2, porém em doses 

de 16J/cm2, a laserterapia causa supressão, desta forma evidenciando uma 

dependência dose-resposta biológica (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012). 

Atualmente estão sendo realizados inúmeros estudos a respeito da ação do 

laser de baixa intensidade sobre diferentes linhagens celulares, entre elas células 

endoteliais, queratinócitos, fibroblastos, mioblastos, células-tronco, células 

esqueléticas, mastócitos e células mesenquimais (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 

2012; KUSHIBIKI et al., 2013; CHUNG et al., 2012). 

Silva et al. (2016) utilizaram cultura de fibroblastos e cultura de células 

tumorais expostas a duas doses de radiação ionizante 2,5 Gy e 10 Gy. Após 24h as 

duas populações celulares foram irradiadas com laser GaAlAs (660 nm) com as 

fluências 30 J/cm-2 , 90 J/cm-2  e 150 J/cm-2  , sendo a potência de saída 40 mW. Os 

experimentos demonstraram que obteve-se um aumento da viabilidade celular dos 

fibroblastos submetidos a 2,5 Gy e 10 Gy de radiação ionizante e tratadas com TLBI 

nas fluências de 90 J/cm-2  e 150 J/cm-2 . 

Zungu, Evans e Abrahmse (2009) simularam situações de hipóxia e acidose 

(pH=6,7) em cultura de fibroblastos da pele humana, o grupo controle correspondia 

às condições de uma ferida. O laser utilizado foi He-Ne (632,8 nm, 3 mW), em 5 ou 

16 J/cm2. Avaliou-se o potencial da membrana mitocondrial. A hipóxia e a acidose 

foram reduzidas nos grupos tratados com laser He-Ne 5 J/cm2 e foi possível notar 

uma elevação na resposta mitocondrial.  

Silveira (2013) avaliou a ação da terapia laser de baixa intensidade (TLBI) sob 

vários aspectos: processo de cicatrização de ferimentos dérmicos, modelos de lesão 

muscular e cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de músculo esquelético. 

Foram utilizados dois laseres: He-Ne (632 nm) e Arseneto de Gálio (AsGa)  (911 

nm), nas doses de 1 e 3 J/cm2. Obtiveram-se os melhores resultados acerca do 

fechamento de feridas nessas doses. A irradiação com doses de 30 e 60 J/cm2, após 

5 minutos, aconteceu uma elevação das atividades dos complexos I (NADH-

Ubiquinona Redutase) e IV (Citocromo c Oxidase) das mitocôndrias saudáveis. 
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Decorrida uma hora da irradiação nas doses de 10, 30 e 60 J/cm2, observou-se o 

aumento na atividade do complexo IV. Também se verificou uma aceleração no 

processo inflamatório agudo da lesão muscular e um acréscimo na velocidade de 

cicatrização do ferimento, que pode ter relação com o aumento da energia 

mitocondrial. 

Alguns estudos apontam para benefícios na relação da TLBI e as células do 

tecido ósseo. Pinheiro e Gerbi (2006) mencionam que no osso irradiado, 

especialmente nos comprimentos de onda do infravermelho, é possível notar um 

aumento na proliferação de osteoblastos, deposição de colágeno, neoformação do 

osso, se comparado ao osso não irradiado.  

Em diferentes estudos foram observados aspectos positivos relacionados com 

a utilização do laser de baixa intensidade, como: aumento na proliferação celular 

(MEDRADO et al., 2003); aumento da mobilidade e proliferação de neoblastos de 

Girardia tigrina em fragmentos regenerantes irradiados com laser diodo (880nm), se 

comparados com os tratados com ausência de luz, luz ambiente, luz branca, luz 

vermelha (WU; PERSINGER, 2011); fragmentos regenerantes pré e pós-auriculares 

de Girardia tigrina foram submetidos a 14 sessões de irradiação com laser 660 nm, 

3,3 ± 0,3 mW de potência, usando 0,94mW/mm2 de densidade de energia, utilizando 

1 e 3 minutos de irradiação. Os fragmentos pós-auriculares, irradiados por 3 

minutos, apresentaram aspectos histológicos semelhantes a fragmentos não 

regenerantes (LOPES; CAMPOS VELHO; MUNIN, 2009). 

Para o estudo da biologia das células-tronco, uma das alternativas é o cultivo 

e manutenção destas. Mas tendo em vista o alto custo para o cultivo das células-

tronco humanas, a utilização de modelos experimentais, como planárias, que 

apresentam um reservatório de células-tronco adultas durante toda a vida, tornam-

se necessários a viabilização e o estabelecimento de cultura de neoblastos de 

planárias da espécie Girardia tigrina para o estudo da biologia celular das células-

tronco. 
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3 METODOLOGIA  
 

Neste item descreveremos a metodologia que guiou cada um dos trabalhos 

ora apresentados. 

 

Artigo 1:  LOPES, K.A.R; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C.  

Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells.  BIOMEDICAL 

REPORTS, v. 3, p. 163-166, 2015. (Anexo A). 

 

Estabelecimento e caracterização da cultura de neoblastos de Girardia tigrina. 

Foram selecionados 24 espécimes de Girardia tigrina submetidos a supressão 

alimentar. Inicialmente as planárias passaram por dois banhos em uma solução de 

água ultrapura e antibiótico, posteriormente incubadas por 48 horas, em solução de 

tripsina e antibiótico. Em seguida, homogeneizadas, centrifugadas e o sedimento 

celular obtido foi ressuspenso em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, 

suplementado com soro fetal bovino. 

As amostras foram incubadas em três temperaturas (4, 18 e 37 ° C) durante 

48 horas para verificar a influência da temperatura sobre a integridade da 

membrana. A viabilidade celular foi avaliada com azul de tripan (Sigma, Co. St. 

Louis, MO). Realizou-se a contagem das células para determinar a percentagem de 

dano da membrana nas diferentes temperaturas. 

Para a purificação dos neoblastos, 6 ml de células foram ressuspensas em 

meio Dulbecco modificado de Iscove - IMDM e adicionou-se 6 ml de Histopaque 

1077. Esta suspensão foi centrifugada. Logo após, foram colhidas a partir de cada 

uma das interfases e monitorou-se a cultura durante dez semanas. Para a análise da 

cultura total de células e gradientes utilizou-se a microscopia óptica e de 

fluorescência. 
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Artigo 2: LOPES, K.A.R; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C. 

Biostimulation of stem cells in Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae). Zoology 

(submetido aguardando avaliação). (Anexo B) 

 

Bioestimulação de células-tronco em Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae). 

Trinta espécimes de Girardia tigrina foram submetidos a supressão alimentar. 

Inicialmente as planárias passaram por dois banhos em uma solução de água 

ultrapura e antibiótico, posteriormente incubadas por 48 horas, em solução de 

tripsina e antibiótico. Em seguida, foram homogeneizadas, centrifugadas e o 

sedimento celular obtido foi ressuspenso em 2 ml de PBS estéril e montou-se um 

gradiente de sacarose: solução a 35% (1 ml), 30% (1 ml), 27,5% (2 ml), 25% (3 ml), 

20% (3 ml), 15% (1 ml) e 2 ml de amostra. Em seguida, centrifugou-se. Logo após a 

centrifugação, foram lavados com PBS e novamente centrifugados. O sedimento 

celular obtido foi ressuspenso em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, 

suplementado com soro fetal bovino. 

Posteriormente realizou-se o teste de viabilidade celular das células totais do 

grupo controle (não irradiado) e dos gradientes irradiados (1 e 2), utilizou-se o azul 

de Trypan pelo método padrão de Reeb (1992) e, para a contagem das células, 

considerou-se como não viáveis apenas as marcadas em azul. 

Para a realização da irradiação dos gradientes 1 e 2, ambos foram 

acondicionados em placas de 24 poços e submetidos a três sessões de irradiação 

com intervalos de 24 horas. O laser de baixa intensidade utilizado possuía os 

seguintes parâmetros: 685 nm de comprimento de onda, fluência de 1,2 J/cm2 e 13 

mW de potência. Importante ressaltar que o grupo controle não foi irradiado. 

As ferramentas empregadas para a caracterização e análise dos gradientes 1 

e 2 foram as seguintes: microscopia óptica e de fluorescência, imunofluorescência 

do Oct 4 e microscopia eletrônica de varredura. 

 

 

 

 

 



37 

 

Artigo 3:  LOPES, K. A. R.; MANGOLIN, J. M.; SALLES, G. N.; SILVA, N. S. da; 
CAMPOS VELHO, N. M. R. de; PACHECO-SOARES, C. Comparative study of Low 
Level Laser Therapy in human and planarian stem cells.  
 

Estudo comparativo da terapia laser de baixa intensidade em células-tronco 

humanas e de planárias (Anexo C). 

 

Cultura de células 
As linhagens celulares derivadas a partir do tecido conjuntivo do prepúcio 

humano (HFF-1) foram cultivadas em meio Dulbecco modificado de Eagle, 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico e antimicótico. 

As células estaminais humanas embrionárias (MEL-1) foram cultivadas em 

meio DMEM-Knockout suplementado com Pen Strep, Gluta-MAX, NEAA 

(Aminoácidos não essenciais), 2-mecaptoetanol, substituição de soro, bFGF (fator 

de crescimento de fibroblastos, recombinante humano), LIF (fator inibidor de 

leucemia) e L-glutamina. Para o cultivo da linhagem celular MEL-1, as células HFF-1 

foram utilizadas como uma monocamada alimentadora na concentração de 105 

células/ml. Para inativação das células HFF-1, utilizou-se a mitomicina C. 

Os neoblastos foram obtidos a partir de espécimes de Girardia tigrina, de 

acordo com Lopes et al. (2015). As células eram cultivadas em meio Dulbecco 

modificado de Iscove – IMDM, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibiótico e antimicótico. 

 

Laserterapia de baixa intensidade (LBI) 
 Anteriormente à irradiação, o meio foi retirado e adicionou-se a solução salina 

de Hank. As células da linhagem MEL-1 foram irradiadas com um dispositivo laser 

fosfeto de índio gálio-alumínio (InGaAlP) semicondutor clínico portátil operando de 

modo contínuo, comprimento de onda 685nm, potência de saída de 30mW e área de 

0,5 cm2 local. Os neoblastos foram irradiados com o mesmo dispositivo laser, 

comprimento de onda 685nm, potência de saída de 13mW e dose de 1,2 J/cm2. A 

sonda foi posicionada na perpendicular a cada poço, a uma distância de 0,5 cm para 

a irradiação laser.  Foram realizadas três sessões de irradiação com intervalo de 24 

horas cada. 
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Viabilidade celular 
O método de exclusão do corante azul de tripan foi utilizado para determinar a 

viabilidade celular. Para cada experimento independente foram contadas as células 

viáveis e não-viáveis (acúmulo de corante). A contagem foi realizada a partir de duas 

réplicas de poços por condição experimental. A porcentagem de morte celular nos 

poços de repetição foi calculada como média. Além disso também foram contadas 

as células viáveis. 

 

Fluorescência 
Para avaliar o potencial celular pluripotente dos neoblastos, a suspensão e as 

células MEL-1 foram incubadas após irradiação com o anticorpo Oct-4 e Clone 9E 

3.2, por 60 minutos a 37°C, antes de serem lavados com tampão fosfato salina 

(PBS) contendo 2% de albumina de soro bovino (BSA). Posteriormente, as células 

foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado com Fluoresceína (FITC) 

durante 60 minutos. A suspensão celular foi lavada com PBS e distribuída em placas 

de 24 poços para a realização da leitura de fluorescência e microscopia de 

fluorescência. A fluorescência foi determinada por meio de um leitor de intensidade 

fluorescente em espectrofotômetro e em microscopia de epeifluorescência para 

obtenção de fotomicrografias.   

 

Análise estatística 
A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prisma 6,01. 

Os dados foram comparados por análise de variância, seguidos pelo teste de Tukey, 

com configuração do nível de significância de 5% (p≤ 0,05). Os experimentos foram 

realizados em quadruplicata, com dois experimentos independentes.  
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão descritos em três artigos, os quais dois serão 

publicados. E um aceito e publicado na Biomedical Reports. 

  

4.1 Artigo 1 - LOPES, K.A.; DE CAMPOS VELHO, N.M.; PACHECO-SOARES, C. 

Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells. Biomed Rep. v. 

3, n.2, p. 163-166, Mar. 2015. Descrição dos resultados do artigo 1 (Anexo A). 

 

4.2 Artigo 2 - LOPES, K.A.R.; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C. 

Biostimulation of stem cells in Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae). Descrição dos 

resultados do artigo 2 (Anexo B). 

 

4.3 Artigo 3 - LOPES, K. A. R.; MANGOLIN, J. M.; SALLES, G. N.; SILVA, N. S.; 

CAMPOS VELHO, N. M. R. de; PACHECO-SOARES, C. Estudo comparativo da 

terapia laser de baixa intensidade em células-tronco humanas e de planárias (Anexo 

C). 
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5 DISCUSSÃO 
 

As células-tronco têm sido amplamente estudadas com a finalidade de 

entender sua biologia para posterior utilização como uma alternativa denominada 

terapia celular, que visa o tratamento de várias doenças como: cardíacas, hepáticas, 

neurológicas, auto-imunes, ósseas entre outras. A capacidade das células-tronco de 

diferenciar-se é variável, podendo ser denominadas: (a) embrionárias totipotentes, 

diferenciam-se em qualquer tipo de célula; (b) adultas pluripotentes, diferenciam-se 

em células pertencentes aos folhetos germinativos; (c) ou multipotentes, 

diferenciam-se em células de seu folheto germinativo de origem; e as induzidas em 

que é realizada a reprogramação celular e é obtida uma célula-tronco pluripotente 

(FRITSCH et al., 2007).  

Outra ferramenta alternativa utilizada na medicina é a laserterapia de baixa 

intensidade, com o propósito de bioestimulação celular, atuando diretamente na 

proliferação celular a fim de acelerar o processo. Dessa forma, o uso da laserterapia 

de baixa intensidade, aliada às células-tronco, pode ser uma chance para aumentar 

a população de células indiferenciadas, sendo ferramenta importante nos processos 

de cicatrização. Dependendo do comprimento de onda utilizado, da dose e da 

linhagem de célula-tronco, é possível obter a proliferação e diferenciação celular. 

Salienta-se que é necessária a padronização dos parâmetros do laser para que seja 

possível inferir com segurança os efeitos sobre a população celular.  

Para o estudo da biologia das células-tronco e dos efeitos da 

fotobiomodulação sobre essa linhagem celular, podem ser empregados modelos 

experimentais que apresentem características como: organismos mais simples 

filogeneticamente e células-tronco com os domínios gênicos e fatores de transcrição 

conservados em organismos mais complexos (p. ex.: mamíferos), apesar das 

derivações. Nesse enredo, podem-se salientar os inúmeros atributos das planárias 

como modelos experimentais que atendem os requisitos citados anteriormente. As 

planárias apresentam um reservatório de células-tronco adultas denominadas 

neoblastos, durante toda a vida, que perfazem cerca de 20 a 30% das células que 

constituem seu organismo. Esse é mais um fator que favorece a utilização das 

planárias como modelo experimental no estudo da biologia das células-tronco e do 

efeito da fotobiomodulação das células-tronco. 
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 Um caminho para estudar o efeito da fotobiomodulação sobre os neoblastos 

de Girardia tigrina é, primeiramente, o estabelecimento da cultura de células totais. 

Posteriormente, o fracionamento para obtenção do gradiente rico em neoblastos, a 

caracterização dos gradientes visando principalmente a presença dos neoblastos 

para a escolha do gradiente a ser irradiado com o laser de baixa intensidade. Nesse 

sentido, o presente estudo percorreu essas etapas como discutido a seguir. 

Para o estabelecimento da cultura de neoblastos de G. tigrina, utilizando 

exemplares intactos, é relevante levar em consideração alguns aspectos como:  

(a) supressão de alimentação, importante para a redução da contaminação. A 

preparação dos espécimes para o pré-estabelecimento da cultura no presente 

estudo foi de sete dias, mas para os autores Stuart et al. (1995), Bender et al. 

(2012), Fukushima e Matsuda (1991), Behensky, Schürmann e Peter (2001), 

Schürmann e Peter (2001), Muñoz-Marmol et al. (1998), Orii, Sakurai e Watanabe 

(2005), Hwang et al. (2004), Higuchi et al. (2007), Sato et al. (2006),  Hayashi et al. 

(2006), Conte et al. (2009, 2010), Fernández-Taboada et al. (2010) e Asami et al. 

(2002), este período variou de sete a quinze dias. Também é relevante salientar a 

duração dos banhos na solução de antibiótico e água ultrapura estéril por 30 

minutos, se comparado a outros experimentos em que a duração do banho foi de 24 

horas, como em Behensky, Schürmann e Peter (2001), Schürmann e Peter (2001) e 

Schürmann, Betz e Peter (1998). 

(b) a desintegração dos exemplares. Para estabelecer a cultura primária 

utilizou-se uma solução na proporção de 1:1 de antibiótico e tripsina incubados 

durante 48 horas, diferindo de: Asami et al.  (2002), Hayashi et al. (2006), Higuchi et 

al. (2007) e Bender et al. (2012), que incubaram os espécimes em uma solução de 

Holtfreter 5/8, tripsina e posterior pipetagem; Schürmann, Betz e Peter (1998) 

utilizaram desintegração enzimática e mecânica; Saló e Baguñà (1989) e Behensky, 

Schürmann e Peter (2001) realizaram a desintegração mecânica somente. 

(c) a viabilidade das células está relacionada à temperatura utilizada no 

cultivo e à ação da enzima digestiva tripsina. A tripsina possui um ótimo 

desempenho a 37°C, porém podendo afetar a integridade da membrana. Por esta 

razão, foram realizados ensaios com três temperaturas para o cultivo das células de 

G. tigrina, sendo 4°C, 18°C e 37°C. Observou-se que nas temperaturas de 4°C e 

18°C ocorreram os menores índices de danos à integridade da membrana, 

confirmando os dados obtidos por Terraciano et al. (2004), que testaram em células 
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testiculares. Em relação à tolerância térmica de G. tigrina, Campos Velho (2011) 

efetuou experimentos em diferentes temperaturas e constatou que, depois de 96 

horas submetidos à temperatura de 33°C, foi observada a mortalidade acima de 

50% dos espécimes. 

A purificação em gradiente de Histopaque (GH) e no gradiente de sacarose 

(GS) foram metodologias eficazes para obtenção de um gradiente rico em 

neoblastos. Com o uso de GH, foram obtidas três bandas que correspondiam 

respectivamente aos gradientes (1, 2 e 3) e, para GS, apenas duas bandas, 

indicando a formação de dois gradientes (1 e 2) (figura 5). Para as duas 

metodologias de purificação, o gradiente que exibiu o predomínio de neoblastos 

correspondia ao gradiente 1, que apresentava menor densidade. Os gradientes 2 e 3 

demonstraram um domínio de outros tipos celulares. Salienta-se que os gradientes 

formados no GS eram mais puros se comparados ao GH. No gradiente 2 do GS 

foram encontrados muito agregados de células, podendo indicar a ação do muco 

liberado durante a desagregação das células para a obtenção da amostra, que foi 

submetida às duas metodologias de fracionamento. Nesses agregados celulares é 

possível que houvesse a presença de neoblastos, embora não tenha sido possível 

sua identificação. Como já foi mencionado anteriormente, para a identificação dos 

neoblastos utilizou-se a morfologia e a relação núcleo citoplasma. 

 
Figura 6 - Gradientes formados em ambas metodologias de purificação. 

 
 
Nota: Fracionamento de sacarose (FS) e fracionamento de Histopaque (FH). G1: 
gradiente 1, G2: gradiente 2  e G3: gradiente 3. 

 
 

A utilização da centrifugação das amostras de tecidos desagregados em 

gradientes de diferentes densidades, objetivando a separação de diferentes tipos 
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celulares, é uma alternativa, pois são formados os diferentes gradientes, 

constituídos por tipos de células que têm densidade similar. Com esse intuito, os 

resultados obtidos no presente estudo corroboram Schürmann, Betz e Peter (1998), 

embora tenham realizado esta metodologia para a separação dos diferentes 

subtipos de neoblastos, com sucesso para a diferenciação dos subtipos. 

Embora sejam utilizadas outras metodologias para separar os neoblastos de 

outros tipos celulares, Fernández-Taboada et al. (2010) diferenciaram populações 

celulares por meio da análise da separação de células ativadas por fluorescência 

(FACS), levando-se em consideração aspectos como: tamanho e relação núcleo 

citoplasma, estando de acordo com a  caracterização empregada no presente 

estudo, embora não tenha sido realizado FACS, apenas a caracterização 

morfológica e marcação com corantes com Dapi e Calceína AM. Em alguns estudos 

são usadas combinações de radiação X e FACS para a separação das populações 

de células sensíveis e insensíveis à radiação X, pois os neoblastos são sensíveis a 

esse tipo de radiação. Posterior à irradiação, são obtidas três populações, sendo 

duas sensíveis (X1 e X2), constituídas por neoblastos, e uma insensível, composta 

por células diferenciadas (XINS) (ÖNAL et al., 2012; MORITZ et al., 2012; HAYASHI 

et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007).  

Após a caracterização dos gradientes obtidos nos fracionamentos, realizou-se 

o cultivo de cada um deles em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, 

suplementado com soro fetal bovino.  Posteriormente ao estabelecimento da cultura 

dos gradientes, realizou-se a biomodulação por meio do laser de baixa intensidade, 

o que promoveu um aumento nas populações celulares, dos neoblastos e de outros 

tipos de células.  

A viabilidade celular não ficou comprometida. Sabe-se que os neoblastos têm 

a capacidade de diferenciar-se e podem ter sua origem de um processo de 

desdiferenciação, mas não foi possível identificar a ocorrência da desdiferenciação, 

diferenciação ou a manutenção do estado indiferenciado dos neoblastos, pois não 

foram utilizadas ferramentas de biologia molecular suficientes para esta análise. 

Dessa forma, sugere-se que a interação entre o laser de baixa intensidade e os 

neoblastos pode resultar em modificações na cascata de sinalização celular (figura 

6). A presença do fator de transcrição OCT 4 é característico em células 

indiferenciadas e foi possível constatar por meio da imunofluorescência.  
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Figura 7 - Modelo proposto dos efeitos da biomodulação com laser de baixa 
intensidade (LBI) sobre os neoblastos de Girardia tigrina. 

 
Nota: (A) Efeitos da biomodulação. (B) Ação sobre a cadeia respiratória e cadeia 
transportadora de elétrons. (C) Ação da biomodulação sobre o estado diferenciado e 
indiferenciado dos neoblastos de G. tigrina. Fonte: Desenvolvido pelo autor. 
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6 CONCLUSÃO  
 

Para o estabelecimento da cultura de células de Girardia tigrina é 

imprescindível a desintegração dos exemplares. Com esta finalidade, a incubação 

na solução de tripsina e antibiótico (1:1) durante 48 horas a 18°C foi eficiente. O 

cultivo e a manutenção da cultura de células primárias de G. tigrina em meio IMDM, 

suplementado com soro fetal bovino (10%), obteve sucesso. 

O gradiente de sacarose foi mais efetivo favorecendo a obtenção de uma 

cultura mais rica de neoblastos, se comparado ao gradiente de Histopaque. 

O laser de baixa intensidade utilizado atuou positivamente na proliferação 

celular, tanto nas populações de células diferenciadas quanto nas indiferenciadas.   

A viabilidade celular não ficou comprometida nas metodologias de purificação 

celular e na posterior irradiação dos gradientes obtidos. 

A utilização da imunofluorescência com anti-Oct4 foi eficaz para identificação 

complementar dos neoblastos. 

A utilização de planárias como modelos experimentais para o entendimento 

da interação laser de baixa potência e os neoblastos pode ser uma alternativa para a 

obtenção de informações a respeito das possíveis interferências nas vias de 

sinalização celular com enfoque na proliferação, diferenciação, renovação para a 

manutenção da homeostase e reprogramação. Assim, há uma possibilidade de 

futura aplicação para o tratamento de patologias e ressalta-se que as planárias 

possuem vários genes conservados encontrados em mamíferos, sendo mais um 

aspecto de elevada importância para elucidação de inúmeras variáveis nesta 

interação. 
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	APRESENTAÇÃO
	Esta tese, apresentada na forma de artigos científicos, teve como objetivos: (a) estabelecer uma cultura de células de Girardia tigrina; (b) avaliar o efeito da biomodulação em cultura de neoblastos de G. tigrina e (c) realizar um estudo comparativo da laserterapia de baixa intensidade em células-tronco de planárias e humanas.
	Capítulo 1 – Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells
	Girardia tigrina neoblast culture. 
	Capítulo 2 – Low-intensity laser biomodulation in neoblast culture isolated of Girardia tigrina.
	Capítulo 3 – Comparative study of Low Level Laser Therapy in human and planarian stem cells. 
	1 INTRODUÇÃO
	A regeneração é um processo baseado na reconstrução de partes perdidas ou autotomizadas (GOSS, 1969), presente em vários animais metazoários, desde cnidários até vertebrados. Apresenta diferenças marcantes entre os taxa, evidenciando nuances dos aspectos evolutivos (WENEMOSER; REDDIEN, 2010) e a conservação desse processo, a qual é observada em nível gênico, como por exemplo: Pou, Piwi e Pax (SHI; JIN, 2010; ÖNAL et al., 2012; CALLAERTS et al., 1999). Assim, o gene POU5f1 codifica o fator de transcrição Oct-4, o qual pertence à família de fatores de transcrição POU. Os papéis desempenhados pelo Oct-4 são: controle da manutenção do estado indiferenciado e proliferação das células-tronco. Dentre os taxa pertencentes ao grupo dos metazoários, ressalta-se que tanto as planárias quantos os mamíferos possuem este fator de transcrição (ÖNAL et al., 2012).
	As planárias são organismos amplamente estudados por apresentarem um reservatório de células indiferenciadas durante toda a vida, sendo que essas células-tronco são denominadas neoblastos, que conferem capacidade regenerativa às planárias. Os neoblastos possuem diversas características que os diferenciam de outros tipos celulares, quais sejam: elevada relação núcleo citoplasma, ribossomos livres, nucléolo grande, cromatina dispersa e corpo cromatóide (BELY;SIKES, 2010; PELLETIERI; ALVARADO, 2007; ROSSI; IACOPETTI; SALVETTI, 2012). 
	As células-tronco realizam mitose em alta escala. Portanto, uma alternativa para potencializar esse processo poderia ser a utilização da terapia laser de baixa intensidade (TLBI), que promove a estimulação do metabolismo celular por meio da ativação da cadeia respiratória mitocondrial, assim elevando a velocidade da cadeia transportadora de elétrons.  A ação do laser de baixa intensidade (LBI) vem sendo estudada na neoformação óssea, cicatrização de ferimentos e em linhagens celulares separadamente, como queratinócitos, células-tronco, células endoteliais entre outras. 
	Dessa forma, devido à relevância do entendimento da biologia das células-tronco e à utilização do LBI como uma estratégia para propiciar o aumento da população celular, ressalta-se a importância do desenvolvimento de estudos em que sejam utilizados modelos experimentais. Tais modelos geralmente são organismos que pertencem a espécies mais simples, no que se diz respeito à escala evolutiva. Contudo, faz-se necessário que invariavelmente possuam a conservação de domínios gênicos responsáveis pelo estado indiferenciado. Assim, há um caminho para o entendimento das cascatas de sinalização envolvidas. No presente estudo propôs-se utilizar a planária da espécie Girardia tigrina como modelo experimental para averiguar o efeito da fotobiomodulação sobre os neoblastos.
	1.1 Objetivo Geral

	O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito da fotobiomodulação em cultura de neoblastos de Girardia tigrina.
	1.2 Objetivos específicos 

	Estabelecer cultura primária de células de Girardia tigrina.
	Realizar o fracionamento da cultura primária de células totais de G. tigrina para obtenção do gradiente rico em neoblastos.
	Caracterizar os neoblastos presentes na cultura de G. tigrina. 
	Verificar a influência do laser na proliferação e diferenciação de neoblastos.
	Comparar a ação do laser de baixa intensidade em neoblastos e nas células-tronco humanas. 
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 Regeneração 

	O processo regenerativo, por definição, é a reconstrução de uma parte do corpo perdida ou autotomizada (GOSS, 1969). A regeneração ocorre em vários taxa dentre eles: platelmintos (invertebrados), peixe zebra e mamíferos (vertebrados) (fig. 1) (NACHTRAB; POSS, 2012; SILVA, 2011; ISAEVA et al., 2009), sendo tal capacidade variável em relação à posição ocupada na escala evolutiva, envolvendo a complexidade organizacional ou filogenética de cada grupo, por exemplo: nos metazoários basais é mais frequente se comparada aos mamíferos (WENEMOSER; REDDIEN, 2010;TASAKI et al., 2011). 
	Figura 1 - Distribuição das potencialidades regenerativas no reino animal. Árvore filogenética de espécies que exibem um potencial regenerativo após a lesão.
	Fonte: Galliot e Ghila (2010).
	Além da dependência relacionada à posição evolutiva, é possível verificar uma relação com o período de desenvolvimento, como observado no anuro do gênero Xenopus. O ciclo de vida do Xenopus laevis é constituído de 66 estágios, que compreendem desde o zigoto até o adulto (JAMES-ZORN et al., 2013; BOWES et al., 2008). Alguns estágios podem ser caracterizados: no estágio 48, por exemplo, verifica-se o surgimento dos brotos dos membros anteriores; do estágio 54 ao 57, observa-se a ossificação do crânio, diferenciação dos primeiros elementos do esqueleto apendicular anterior, carpo, metacarpo, e formação da cintura peitoral (TRUEB; HANKEN, 1992).  Os girinos nos estágios de 50 a 54, submetidos à lesão da coluna vertebral, conseguem regenerá-la. Para que esse processo aconteça é necessário que o espécime metamorfoseie-se, resultando em alterações compensatórias iniciadas por meio dos axônios relacionados com os apêndices locomotores (GIBBS; SZARO, 2006; ROURKE, 2007). Entretanto, nos estágios de desenvolvimento mais adiantados esta capacidade é perdida (NACHTRAB; POSS, 2012). 
	A regeneração é compreendida desde a cicatrização até a expressão do padrão das estruturas perdidas. Para a sua realização, ocorrem a sinalização e proliferação celular (WENEMOSER; REDDIEN, 2010; TASAKI et al., 2011). A dinâmica da regeneração apresenta muitas lacunas relacionadas à biologia das células-tronco e aspectos da biologia celular e molecular envolvidos nesse processo. A fim de sanar esses hiatos, atualmente inúmeros estudos evidenciam a manutenção da capacidade regenerativa multifilética distribuída entre os metazoários, baseada em um ancestral comum, com regulação das vias moleculares. Geralmente a expressão gênica norteia a rota a ser seguida nas vias de sinalização e, a julgar pela especificação celular e o processo regenerativo, é relevante citar os genes Pax e Hox. 
	O Pax-6 é um gene que controla a morfogênese e a evolução dos olhos, desde cnidários até vários animais bilaterais em diferentes níveis de complexidade, além de possuir organização genômica e função bem conservadas. Há expressão do Pax-6 em diferentes filos de metazoários (cnidários, artrópodes – insetos, equinodermos, cordados - cefalocordados, mamíferos), indicando que a conservação está no sistema nervoso central, no desenvolvimento dos olhos e outros órgãos cefálicos. No início da morfogênese dos olhos de alguns animais invertebrados (cefalópodes, turbelários, poliquetos e nemertíneos) acontece a expressão do Pax-6 e existe uma possibilidade de que os olhos dos animais sejam derivados de um olho ancestral dependente de Pax-6 (CALLAERTS et al., 1999; ERCLIK et al., 2009; KOZMIK, 2008; SALÓ, 2006).
	Os genes Hox fazem parte de um subgrupo de genes homeobox, os quais são genes reguladores que atuam no desenvolvimento embrionário e determinam o padrão do eixo corporal. Os genes Hox codificam uma família de fatores de transcrição que regulam o padrão anterior/posterior em muitos filos de animais bilaterais. Participam também da morfogênese reparadora em planárias, peixes zebra, salamandra entre outros (NOVIKOVA et al., 2013; SALÓ, 2006). 
	Ambos os genes, Pax e Hox, são conservados nos metazoários, indicando a possibilidade de estes genes serem preservados a partir de um ancestral comum dos protostômios e deuterostômios. Sabe-se que as mudanças ambientais e ecológicas, de certa forma, interagem com os organismos, acarretando-lhes alterações ao longo do tempo. Tais alterações acontecem em diferentes níveis de organização, resultando em mudanças nos módulos moleculares, por meio de substituições, adições, e colaborando para interações que podem resultar em aspectos evolutivos (ALVARADO, 2004). 
	Atualmente são utilizados modelos experimentais para viabilizar o estudo das células-tronco. O uso de modelos experimentais para o estudo do processo regenerativo deve atender primordialmente dois aspectos: animal metazoário deve possuir baixa complexidade e que seja de fácil manejo experimental (ALVARADO, 2004).
	Nesta perspectiva os animais invertebrados apresentam potencial como modelos experimentais, principalmente os representantes dos acoelos e platelmintos. Salienta-se a existência do reservatório de células-tronco adultas durante toda a vida nestes animais, favorecendo o estudo sobre a biologia celular e molecular dessa linhagem celular (BELY; SIKES, 2010). Para os platelmintos (planárias), salienta-se a facilidade de manutenção em laboratório, simplicidade no que diz respeito à complexidade organizacional e elevada capacidade regenerativa, e sucesso reprodutivo de Girardia tigrina em condições controladas (CARVALHO, 2013).
	2.1.1 Planárias 

	Para situar as planárias na imensa diversidade de espécies encontrada entre os animais triblásticos, podemos iniciar pela categoria taxonômica de filo. Os animais em questão pertencem ao grupo dos Platyhelminthes. Esse filo possui representantes que são endoparasitas, ectoparasitas e os de vida-livre. Salienta-se que as planárias são de vida-livre, encontradas em diferentes ambientes, sendo terrestre, dulcícola ou marinho. As planárias de água doce pertencem à classe Turbellaria, ordem Seriata, infraordem Paludicola. As planárias que fazem parte do presente estudo fazem parte da família Dugesiidae, gênero Girardia, espécie Girardia tigrina, conforme observado na figura 2 (SALÓ; AGATA, 2012; NEWMARK; ALVARADO, 2002; MUÑOZ; VÉLEZ, 2007, KENK, 1974).
	Figura 2 - Exemplar de Girardia tigrina.
	Fonte: Carvalho (2013).
	Existem muitos estudos acerca do processo regenerativo e da biologia das células-tronco utilizando as planárias como modelo experimental. Isto se deve à presença das populações de células-tronco em compartimentos.  No que concerne à organização de compartimentos celulares, as planárias apresentam dois compartimentos celulares bem estabelecidos, conhecidos como: proliferativo e funcional. No compartimento proliferativo encontram-se as células indiferenciadas (células-tronco), denominadas neoblastos, que variam em função da necessidade de regeneração e do estado nutricional. No compartimento funcional estão os tipos celulares diferenciados (ALVARADO, 2004; ISAEVA, 2011; ABOOBAKER, 2011; BEHESNSKY; SCHÜRMANN; PETER , 2001; HAYASHI et al., 2006; SCHÜRMANN; PETER, 2001; ROSSI; IACOPETTI; SALVETTI, 2012; FERNÁNDEZ-TABOADA et al., 2011). A localização exata dos neoblastos no interior do corpo das planárias apresenta variações nos diferentes gêneros de platelmintos (Schmidtea, Dugesia e Macrostomum) e acoelos (Isodiametra) (BELY; SIKES, 2010) (figura 3). 
	Figura 3 - Dois grupos de vermes de corpo mole, os Platelmintos e os Acoelos.
	Nota: (A) As células-tronco somáticas, chamadas neoblastos (pontos verdes), são distribuídas no parênquima em grande parte do corpo de planárias, macrostomídeos e acoelos. (B) neoblastos (1) podem se autorrenovar, (2) produzir tipos de células somáticas diferenciadas (3) e produzir células germinativas (4). Neoblastos são morfologicamente caracterizados por uma grande proporção núcleo-citoplasma (núcleos representados por tons de cinza).
	Fonte: Bely e Sikes (2010).
	Os neoblastos realizam a renovação celular, desempenhando importante papel na manutenção da homeostase do corpo das planárias, além de colaborar no crescimento e regeneração. A contribuição na homeostase é possível, pois os neoblastos são mitoticamente ativos e ofertam uma progênie que supre este processo de renovação (BELY; SIKES, 2010; EISENHOFFER; KANG; ALVARADO, 2008). A homeostase é regulada por três processos competitivos, que são morte, proliferação e diferenciação celulares (GALLIOT; GHILA, 2010).
	Os neoblastos perfazem cerca de 20 a 30% do total de células e podem ser caracterizados por apresentarem: núcleo grande, pouco citoplasma, 5 a 8 µm de diâmetro e presença de corpo cromatóide (figura 4). 
	Figura 4 - Características dos neoblastos. 
	Nota: (A) Micrografia eletrônica de transmissão de neoblastos de Schmidtea mediterrânea, próxima ao local da ferida. Os núcleos e citoplasmas de três neoblastos estão pseudocoloridos em vermelho e verde, respectivamente, e uma célula morta (seta vermelha). (B) Micrografia eletrônica de transmissão mostrando um neoblasto. As setas indicam mitocôndrias. CB: corpo cromatóide, N: núcleo. Barra de escala: 100 nm.
	Fonte: Figura a, Pelletieri e Alvarado (2007), e figura b, Rossi, Iacopetti e Salvetti (2012).
	Os corpos cromatóides são constituídos por grandes ribonucleoproteínas citoplasmáticas que apresentam reguladores pós-transcricionais, como o DEAD box RNA helicase CBC-1 (ROUHANA et al., 2010; ROUHANA et al., 2012). A presença do corpo cromatóide sugere sua relação com a capacidade de totipotência, sendo observada a diminuição de tamanho e a quantidade de corpos cromatóide durante a diferenciação celular. Nas células diferenciadas estão ausentes. Existem evidências que apontam para uma forte regulação pós-transcricional nos neoblastos (ROUHANA et al., 2010), indicando uma relação entre a autorrenovação de neoblastos e a proliferação celular (REDDIEN; ALVARADO, 2004; ROSSI; IACOPETTI; SALVETTI, 2012; PELLETIERI; ALVARADO, 2007). 
	Para que os neoblastos participem do processo regenerativo a manutenção de suas características está interligada à expressão de vários genes descritos como: DJPUM (ROSSI et al., 2006; SALVETTI et al., 2005), PIWI (REDDIEN et al., 2005) e Smed-bruli e SpolTud-1 (GUO; PETERS; NEWMARK, 2006; ROUHANA et al., 2010). A via de sinalização wnt/β catenina, que, acredita-se, seja conservada em planárias, regula a homeostase do tecido através da proliferação das células-tronco e diferenciação em organismos adultos (ADELL; CEBRIÁ; SALÓ, 2010). 
	O controle da conservação do estado indiferenciado e a proliferação das células-tronco e posterior diferenciação acontece por meio da expressão gênica (FRITSCH et al., 2007), tendo como mediadores os fatores de transcrição (Oct-4, Nanog e Sox-2), controle epigenético (modificações na cromatina) e micro-RNAs (miRNA), os quais regulam a expressão gênica por inibição do RNA mensageiro (RNAm) (CHOI; CHOI; HWANG, 2013). Estes fatores de transcrição são conhecidos como: Oct4, Sox2 e Nanog. Oct4 e Sox2 podem funcionar juntos, sendo encontrados sítios de ligação Oct-Sox em vários genes relacionados com a renovação celular e diferenciação (CHEW et al., 2005). 
	Oct4 é codificado pelo gene POU5f1, pertencente à família de fatores de transcrição POU, que controla a expressão dos genes-alvo através da ligação de uma sequência AGTCAAAT (SHI; JIN, 2010), além de ser fundamental para a transcrição da pluripotência nos vertebrados (ÖNAL et al., 2012). Em células-tronco pluripotentes de ratos, verificou-se que Nanog é um gene que precisa ser identificado como um gene-alvo da interação Sox2-Oct4 (RODDA et al., 2005). 
	Alguns miRNAs podem atuar como promotores da manutenção do estado indiferenciado e outros, como promotores da diferenciação, assim possuindo ativações diferentes. O miRNA let-7, por exemplo, pode realizar o bloqueio da autorrenovação de células-tronco embrionárias (THATCHER; PATTON, 2010). Cerca de 50 a 60 miRNA foram altamente expressos em neoblastos de Schmidtea mediterranea, sendo de suma importância no processo regenerativo e na diferenciação das células nervosas (GONZÁLEZ-ESTÉVEZ et al., 2009). 
	Os miRNAs específicos participam como mediadores na expressão gênica em células-tronco, combinados com OCT4, SOX2 e NANOG, os quais atuam na regulação dessas células, envolvendo mecanismos de promoção ou repressão no processo de diferenciação (CHOI; CHOI; HWANG, 2013). Comparando os genes relacionados à manutenção da pluripotência de células-tronco de ratos aos genes homólogos de planárias, foi observado que a fração enriquecida com neoblastos em proliferação e reduzida quantidade de células diferenciadas (sensível à irradiação) apresentou uma regulação maior se comparada à fração com células diferenciadas somente (insensível a irradiação). Assim, há sinais de conservação da expressão do gene entre os neoblastos e as células-tronco embrionárias de mamíferos (ÖNAL et al., 2012), reforçando a ideia de se utilizar planárias como modelo experimental para a compreensão da biologia de células indiferenciadas, devido aos indícios de semelhança na expressão gênica conservada. 
	Para o estabelecimento de cultura primária é necessária a desintegração tecidual, que pode ser mecânica, enzimática ou uma combinação de ambas. Geralmente utilizam-se as culturas primárias para o acompanhamento de uma linhagem celular in vitro (ALVES; GUIMARÃES, 2010). No estabelecimento de cultura primária de células de planárias devem ser considerados diferentes fatores, como: (a) período de preparação à desintegração dos espécimes; (b) período de estabelecimento e (c) fracionamento por meio de gradiente, após desintegração dos animais. 
	a) Período de preparação: a supressão alimentar é realizada em um período variável, dependendo da espécie de planária, em geral, de sete a quinze dias (FUKUSHIMA; MATSUDA, 1991; HAYASHI et al., 2006; SCHÜRMANN; PETER, 2001; MUÑOZ-MÁRMOL et al., 1998; ASAMI et al., 2002; SATO et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007; TASAKI et al., 2011; BENDER et al., 2012). Os exemplares são incubados em sulfato de neomicina a 0,02% por 24 horas (BEHENSKY; SCHÜRMANN; PETER, 2001; SCHÜRMANN; PETER, 2001; SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998).
	b) Período de estabelecimento: tanto para as soluções de desintegração quanto para os meios de cultura é importante a osmolaridade. Para a desintegração diferentes metodologias são utilizadas, como: maceração (SALÓ; BAGUÑÁ, 1989; BEHENSKY; SCHÜRMANN; PETER, 2001); desintegração mecânica e enzimática, combinadas (SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998); incubação de  fragmentos em solução de Holtfreter 5/8 e tripsina, com posterior pipetagem suave (HAYASHI et al., 2006; HIGUCHI et al,. 2007). Quando se opta pela desintegração enzimática, em geral, utilizam-se enzimas digestivas, como: pronase e tripsina (FUKUSHIMA; MATSUDA, 1991), embora a incubação em tripsina possa acarretar danos à membrana das células, podendo estar relacionada com a temperatura de incubação, isto é, as enzimas possuem uma temperatura ótima para que reajam com o substrato. Baseados nessa dinâmica, Terraciano et al. (2004) verificaram a ação da tripsina a 4°C em células testiculares e observaram uma redução nos danos à membrana celular. Importante ressaltar que a temperatura ótima para a ação da tripsina está em torno de 37°C.
	c) Para a separação das populações de neoblastos das populações celulares diferenciadas são utilizadas diversas metodologias, dentre elas: (1) a irradiação com raio X (SHIBATA et al., 1999), (2) a combinação de radiação X e separação de células ativadas por fluorescência (FACS) (HAYASHI et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007; ÖNAL et al., 2012; MORITZ et al., 2012), (3) radiação gama (GONZÁLEZ-ESTEVEZ et al., 2007; ROUHANA et al., 2012), (4) radiação gama combinada com FACS (FERNANDEZ-TABOADA et al., 2010) e (5) fracionamento em gradientes com diferentes densidades (SCHÜRMANN; BETZ; PETER, 1998).
	2.1.2 Células-tronco humanas 

	As células-tronco humanas (CTH) possibilitaram o surgimento de várias conquistas científicas que ocasionaram o progresso na medicina regenerativa e nas terapias clínicas. Tais avanços estão relacionados aos papéis desempenhados pelas CTH, os quais estão interligados a renovação dos tecidos e manutenção/reparação ao longo da vida (MARTELLO; SMITH, 2014; DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009). Desta forma, propicia-se uma alternativa para aumentar as chances de tratamento de doenças neurodegenerativas e cardiovasculares, osteogênese imperfeita, lupus eritematoso, cirrose hepática, isquemia de membros, traumas medulares entre outras. De modo geral, os estudos com células-tronco geraram informações relevantes para o tratamento de doenças decorrentes da exterminação e/ou disfunção de uma determinada população celular (PEREIRA, 2009; KARAMZADEH; ESLAMINEJAD, 2013; PASSOS et al., 2007).
	A aplicação das células-tronco na medicina está apoiada basicamente nas suas características relacionadas ao estado indiferenciado, potenciais diversos de diferenciação, autorreplicação e autorrenovação. Quando se trata de autorrenovação, vale ressaltar que a população celular em questão não deixa de possuir o potencial de diferenciação, além de resistir ao envelhecimento biológico (FRITSCH et al., 2007; SHIHADEH, 2015). 
	2.1.3 Histórico

	Segundo Grecco (2008), o estudo das células-tronco (CE) iniciou com o experimento de Trembley em 1740, descobrindo-as em hidras que, cortadas inúmeras vezes, tinham a capacidade de refazer as partes perdidas, isto é, de cada fragmento gerado após o corte originava-se um novo indivíduo. 
	No final década de 1940, os médicos canadenses Ernest McCulloch e James Till, do Instituto de Câncer de Ontário, incentivados por inúmeros casos de leucemia, decorrentes da radiação liberada devido ao acidente com a bomba atômica de Hiroshima, realizaram experimentos e obtiveram a informação que as células-tronco adultas (CTA) da medula óssea têm a capacidade de produzir eritrócitos, leucócitos e plaquetas. Estes experimentos consistiam em expor camundongos a elevadas doses de radiação e, posteriormente, as células da medula óssea de animais íntegros, não submetidos à radiação, eram injetadas nos animais receptores da radiação. 
	Edward Conall Thomas e sua equipe da Escola de Medicina da Universidade de Washington, em 1969, conquistaram êxito no primeiro transplante de medula óssea entre pessoas não gêmeas, baseado no conceito de que células que possuem um tipo similar de antígeno leucocitário humano não apresentam rejeição.
	Na década de 1980, Martin Evans e Mario Capecchi, da Universidade de Cambridge, e Oliver Smithies, da Universidade da Carolina do Norte, realizaram estudos em que chegaram à conclusão de que existe a possibilidade de remover células de um embrião em período recente à fertilização e, posteriormente, inseri-las novamente com as modificações genéticas. Porém, foi somente a partir de 1986 que Bradley e Robertson atingiram o resultado de colocar DNA de um retrovírus no DNA de célula, contudo ainda não foi possível inserir no local escolhido. De outro lado, Cappechi e Smithies, em 1987, obtiveram um avanço no que se diz respeito aos genes, à colocação ou deleção de genes específicos em CTE de camundongos. Os indícios de células-tronco da medula com potencialidade de reconstituir tecidos e órgãos apareceram no final da década de 1990. Já em 1995, James Thomson, da Universidade de Wisconsin-Madison, pela primeira vez realizou o cultivo de CTE isoladas de primatas e a manutenção dessas em tecido de camundongos. Além de isolar, Thomson, com sua metodologia, viabilizou para que fossem mantidas as CT de humanos, em 1998 (GRECCO, 2008; PEREIRA, 2009).
	2.1.4 Classificação das CTH

	As CTH podem ser embrionárias, adultas (fig. 5) ou induzidas (DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009), sendo que as embrionárias são provenientes de embriões com aproximadamente sete a dez dias após a fertilização da pré-implantação do blastocisto (SHIHADEH, 2015). 
	As CT somáticas ou adultas (CTA) podem ser caracterizadas por serem indiferenciadas, têm a capacidade de autorrenovação por período não determinado e geram populações celulares diferenciadas morfológica e fisiologicamente. Podem ser encontrados em diferentes localidades, como cérebro, medula óssea, vasos sanguíneos, coração e fígado. Aspecto importante recentemente descoberto acerca das CT adultas é que algumas possuem a competência de gerar tecidos que diferem de sua origem embrionária, como as CT mesenquimais (DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009; PEREIRA, 2009; ESTRELA et al., 2011).
	Figura 6 - Fases do desenvolvimento humano e o respectivo tipo de célula-tronco.
	Fonte: Instituto (2013).
	A reprogramação de células somáticas e a respectiva modificação genética geram CT induzidas (CTi) por meio de transfecção celular, que fornece uma equivalência funcional semelhante à CTE (MARTELLO; SMITH, 2014; SHIHADEH, 2015; DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009).
	De outro lado, existe outra forma de classificar as CT, que é baseada nos diferentes potenciais celulares, geralmente relacionados à habilidade de diferenciação, sendo consideradas: totipotentes ou onipotentes, pluripotentes ou multipotentes, oligopotentes ou unipotentes (FRITSCH et al., 2007; SHIHADEH, 2015; KARAMZADEH; ESLAMINEJAD, 2013). Pode-se caracterizá-las da seguinte forma: 
	(a)  totipotentes – diferenciam-se em todos os tipos celulares que compõem o indivíduo, inclusive placenta e anexos embrionários. Presentes até o quarto dia após a fertilização em humanos, estádio de mórula;
	(b)   pluripotentes - diferenciam em todos os tipos celulares, com exceção da placenta e anexos embrionários, encontradas a partir do quinto dia após a fertilização, estádio de blastocisto. O blastocisto apresenta duas populações celulares, sendo as células da massa interna responsáveis por formar os três folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e endoderma) e as células do trofoblasto (membrana externa do blastocisto), que efetuam a produção das membranas embrionárias e da placenta;
	(c) oligopotentes – diferenciam-se em poucas linhagens celulares;
	(d) unipotentes – diferenciam-se em um tipo específico de célula.
	As CTE podem ser determinadas por apresentarem algumas qualidades distintivas, que as diferem das CTA e das CTi, como já citado anteriormente. Para as CTE existem peculiaridades (FRITSCH et al., 2007) como: 
	(a) ser clonogênica, formando uma colônia de células que possuem as mesmas particularidades da célula que lhe deu origem; 
	(b) expressar o fator de transcrição Oct4, que faz parte da família das proteínas POU codificada pelo gene Pou5f1;
	(c) expressar o fator de transcrição Sox2, membro da família de fatores de transcrição Sox;
	(d) responder positivamente quando induzida a proliferar continuamente ou a diferenciar; 
	(e) bloquear a diferenciação mediada pelo fator inibitório da leucemia (LIF) e das proteínas morfogenéticas do osso (BMP);
	(f) possuir o fator de transcrição Nanog como um dos responsáveis pela manutenção da pluripotencialidade. A sobre-expressão de Nanog mantém a pluripotência e a autorrenovação sob condições em que ocorreria diferenciação (RODDA et al., 2005). 
	2.2 Laser e a biomodulação
	2.2.1 Estado da Arte


	O termo LASER é o acrônimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation ou amplificação da luz por emissão estimulada da radiação (LINS et al., 2010). Quando se fala dos primórdios do laser é preciso comentar que Theodoro Maiman (1960) produziu laser utilizando como meio ativo o cristal de rubi, baseando-se nos princípios básicos da teoria da Emissão Estimulada postulada por Einstein (1917).
	Segundo Genovese (2000), no período compreendido entre 1961 e 1968, ocorreram várias aplicações, como: a primeira cirurgia no Hospital Presbiteriano em Nova York, utilizando laser (PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008), visando à retirada de um tumor de retina. A seguir foram desenvolvidos lasers com diferentes meios ativos, tais como: Hélio-Neônio (He-Ne) e o Neodímio-Ítrio-Alumínio-Granada (Nd-YAG), laser semicondutor e a substituição do laser pulsado de rubi por laser contínuo de Argônio. 
	Entre 1970 a 1980, observam-se grandes avanços no que se diz respeito à aplicação médica do laser na oftalmologia, gastroenterologia e pneumologia. Além de surgirem os lasers de baixa intensidade (LBI), que apresentam o espectro de emissão no vermelho ou infravermelho, como por exemplo: HeNe (ʎ = 632,8nm) e o Arseneto de Gálio (AsGa) (ʎ = 850nm ou 903nm ). Inicialmente os LBI foram aplicados na reflexoterapia e acupuntura (GENOVESE, 2000; MAILLET, 1987).
	No período entre 1983 a 1991, foram verificados alguns progressos, como: a elevação nos níveis de ATP e o efeito de analgesia demonstrado com o aumento da β- endorfina no líquido cefalorraquidiano; utilização dos lasers He-Ne e diodo (IR) para tratar patologias da cavidade oral; LBI utilizada para o aumento da circulação periférica com êxito; a ação do laser de arseniato de gálio (AsGaAl) 904nm, causando elevação da circulação periférica, bioestimulação celular e aceleração do processo de ossificação alveolar (GENOVESE, 2000).
	A aplicação da laserterapia na dermatologia e cosmetologia auxiliaram a alavancar a utilização do laser, como o laser de CO2 ou o Er:YAG, os quais são empregados para a retirada de rugas com o desgaste da pele. Neste enredo foram pesquisados os mecanismos de reparo da pele e produção de colágeno, visando à preservação dos pacientes com a redução de efeitos colaterais. Estudou-se uma maneira de depositar calor na região inferior à superfície da pele e posterior acompanhamento do reparo da região tratada (STEINER, 2006).
	A laserterapia de baixa intensidade despertou muito interesse devido aos efeitos biológicos propiciados e, consequentemente, inúmeras pesquisas voltadas para o entendimento das alterações causadas no nível celular foram iniciadas, objetivando a aplicação médica dessa ferramenta. Modelos celulares foram propostos para compreender os mecanismos de ação do laser. Visando essa meta, efetuaram-se experimentos baseados em cultivo de linhagens celulares para constatar proliferação celular, síntese de colágeno e migração celular (LINS et al., 2010; KARU, 1998). Existem atualmente aplicações do laser como ferramenta para o diagnóstico e, no futuro, pode estar aliado à terapia, indicando uma possibilidade rentável (STEINER, 2006).
	2.2.2 Características do laser e laserterapia de baixa intensidade

	O laser apresenta propriedades como: monocromaticidade, coerência e colimação (feixes de luz paralelos, a transmissão de energia é precisa), tornando-o uma ferramenta útil com diversas aplicações, sejam médicas (tratamento ou diagnóstico), industriais (corte, microusinagem, alinhamento), pesquisas científicas (pinças ópticas) e comerciais (leitores de códigos de barras), entre outras.
	Para a utilização com a finalidade médica é necessário entender a dinâmica da transformação da energia contida nos fótons que constituem o laser, o qual é entregue ao tecido. Essa interação promove diferentes efeitos, resultantes da absorção da luz. Os efeitos estão organizados em: primários (diretos), secundários (indiretos) e terapêuticos (DIAS et al., 2009; ROSA, 2004; ENGEL et al., 2016). 
	Os efeitos primários promovidos pelo laser são: bioenergéticos, bioelétricos e bioquímicos. Os bioenergéticos estão baseados na transferência de energia do laser, que resulta em estímulo do trofismo celular e restitui a homeostase celular. Os bioelétricos beneficiam a homeostase, promovendo a normalização das cargas elétricas, e elevam a quantidade de ATP indiretamente. A elevação da quantidade de ATP está diretamente ligada às alterações que ocorrem na cadeia respiratória, devido à energia do laser (fóton) interagir com os complexos envolvidos na cadeia transportadora de elétrons, que ocorre no interior da mitocôndria (PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008; KARU, 2002). A irradiação com laser, dependendo do comprimento de onda utilizado, pode ativar alguns componentes celulares, desse modo interferindo nas reações bioquímicas específicas e, por conseguinte, toda a dinâmica celular. Exemplificando: as mitocôndrias de fígado de um mamífero, submetidas à irradiação, apresentaram elevação na síntese de ATP e consumo de O2. Notou-se que, nos experimentos com os comprimentos de onda de 415nm, 602nm, 632,8nm, 650nm e 725nm, mostraram aumento na síntese de ATP, se comparados aos que utilizaram os comprimentos de onda 477nm e 554nm, nos quais não foram constatadas alterações nesse processo (KARU, 2002). 
	Os efeitos bioquímicos estão relacionados a modificações nas reações enzimáticas, podendo acelerá-las ou inibi-las. Assim é possível verificar geralmente um efeito em cascata, como por exemplo: elevação da produção de ATP e consequente aceleração da mitose, resultando em alterações no índice enzimático mitocondrial e na proliferação celular. Portanto a elevação de produção de ATP permeia os efeitos bioquímicos, bioelétricos e bioenergéticos (GENOVESE, 2000; KARU, 2002). 
	Os efeitos primários podem colaborar, de certa forma, para que os secundários aconteçam. O estímulo à microcirculação e o trofismo celular são alguns exemplos. O laser age sobre o esfíncter pré-capilar, alterando sua dinâmica de funcionamento, fazendo com que fique aberto constantemente. Esta ação é resultado da mediação química que possui como um de seus intermediários a histamina. De outro lado, o trofismo celular é decorrente do aumento da mitose e da produção de ATP, que leva à aceleração do processo de reparação tecidual (GENOVESE, 2000; LINS et al., 2010).
	Além dos efeitos diretos e indiretos, ainda são observados os efeitos terapêuticos, como analgesia, anti-inflamatório, bioestimulação, trófico tecidual e antiedematoso. Cabe salientar que a ação do laser, no caso da analgesia e redução da dor, é uma consequência da inibição da ação da cicloxigenase, que tem relação com o alívio da dor e redução da sintomatologia da inflamação. Essa relação é intrínseca ao ciclo do ácido araquidônico (LINS et al., 2010; PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008; GENOVESE, 2000; ENGEL et al., 2016).
	Os parâmetros (comprimento de onda e dose) do laser utilizado podem resultar em efeitos favoráveis ou desfavoráveis no processo de proliferação celular. Sendo assim, existe uma relação entre dose e a especificidade do tecido irradiado (HENRIQUES; CAZAL; CASTRO, 2010; PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008). Porém, existe uma conhecida dose resposta bifásica, que compreende o intervalo de energia em que está localizado o limiar terapêutico e o limiar tóxico. Dessa forma é importante adequar a dosimetria ao efeito desejado (PRINDEZE; MOFFATT; SHUPP, 2012). A interação do laser de baixa potência com tecido geralmente não provoca elevação rápida e expressiva na temperatura tecidual (EBRAHIMI et al., 2012).
	A ação do laser de baixa intensidade acontece por meio da indução de reação fotoquímica na célula. O mecanismo de ação dessa terapia é proposto por meio de uma teoria segundo a qual o laser pode influenciar os receptores das células, mecanismo denominado fotoestímulo. A energia contida nos fótons (fotônica) é absorvida pelos cromóforos de celulares que, uma vez excitados, podem passar de um nível de energia inferior para um superior. Essa energia é transformada em energia metabólica, que entrará na cadeia respiratória da mitocôndria (BARBOZA et al., 2014). A energia fotônica é convertida energia química. O ATP, que possui funções relevantes no metabolismo celular, como a regulação da síntese de proteínas e de DNA, favorece a ativação das proteínas quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK 1 e 2) em fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). A cascata de sinalização celular regulada pela ERK desempenha um importante papel na proliferação celular em várias linhagens de células.
	Na laserterapia de baixa intensidade o efeito fisiológico da proliferação das células é relevante para as práticas de cultivo celular e clínicas. Esse efeito é consequência da ativação da cadeia respiratória mitocondrial e da cascata de sinalização. As alterações relativas aos fotorreceptores são consideradas reações primárias e as reações secundárias são as modificações na sinalização celular, funções celulares e sinalização retrógrada da mitocôndria (SRM). A SRM baseia-se em enviar informações sobre as alterações do funcionamento mitocondrial ao núcleo, justamente o inverso do caminho comum (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012; KARU, 2010). Para ilustrar esta situação, pode-se mencionar Karu (1998), que cita a irradiação da linhagem de células HeLa in vitro. A constatação da proliferação foi realizada pela análise quantitativa por meio de incorporação de precursores radioativos em RNA e DNA, e observou-se que estes variam sua quantidade em consonância da fluência do laser utilizado.
	Existem relatos indicando que a fotobioestimulação é efetuada através da cadeia de transporte de elétrons, fazendo com que resulte na elevação da taxa de respiração celular. Após a laserterapia de baixa intensidade, obtém-se: aumento da microcirculação, elevação da produção de adenosina trifosfato (ATP), síntese de DNA e RNA. Consequentemente acontece uma melhora na oxigenação, nutrição e regeneração, bem como em um eficiente sistema de transporte de elétrons mitocondriais (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012). A elevação na concentração do íon cálcio pode acarretar o aumento do potencial da membrana mitocondrial (MMP), do ATP e adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico (AMP cíclico), tendo como consequência o restabelecimento da homeostase das células que anteriormente haviam sofrido danos (ZUNGU; EVANS; ABRAHMSE, 2009; KUSHIBIKI et al., 2013). A irradiação com laser em 633nm (em fígado de ratos) eleva o MMP e o gradiente de prótons, fomentando alterações nas propriedades ópticas das mitocôndrias, relacionadas a NADH desidrogenase, síntese de RNA, aumento de troca ADP/ATP e proteínas mitocondriais.
	A citocromo c oxidase, ou complexo IV da cadeia respiratória, é um complexo de proteína transmembranar que apresenta dois centros heme e o íon ferro (CHUNG et al., 2012). O complexo IV transfere um elétron da citocromo c e transfere para o oxigênio e, no final desse processo, forma água. A citocromo c é considerada uma hemeproteína, devido ao fato de possuir um grupamento heme interligado a um íon ferro. Essa hemeproteína pode ser encontrada na forma oxidada ou reduzida. A citocromo c oxidase apresenta a capacidade de absorver a luz irradiada de um comprimento de onda definido, posterior à irradiação com laser de baixa intensidade, e também uma elevação na atividade enzimática. Cabe salientar que os componentes de cobre do complexo IV da cadeia respiratória (CuA e CuB) são fotoaceptores tendo a possibilidade de ser oxidados ou reduzidos, favorecendo a sinalização celular e a sinalização retrógrada mitocondrial (KARU, 1998).
	A laserterapia de baixa intensidade oferece uma grande variedade de alterações fotoquímicas, fotofísicas e/ou fotobiológicas em seus possíveis alvos, modificações em diferentes níveis, sendo molecular, celular e tecidual (CHUNG et al., 2012; LINS et al., 2010). A fotobiomodulação proporcionada pelo laser de baixa intensidade é uma alternativa para a ativação ou inibição de processos fisiológicos, bioquímicos e fotoquímicos, tendo como consequência: proliferação celular, morfodiferenciação, neoformação tecidual, redução de edema e reparação tecidual.  A regulação do ciclo celular pode aumentar a taxa de transferência de elétrons da citocromo c oxidase, acelerando, consequentemente, o metabolismo celular através das cascatas de ser, um dos efeitos da irradiação com laser Hélio-Neônio (He-Ne) sobre as populações celulares (KARU, 2003). Para ocorrer a proliferação celular como uma das consequências da interação do laser de baixa intensidade com as células, é necessário que a irradiação esteja em doses de 2J/cm2, porém em doses de 16J/cm2, a laserterapia causa supressão, desta forma evidenciando uma dependência dose-resposta biológica (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).
	Atualmente estão sendo realizados inúmeros estudos a respeito da ação do laser de baixa intensidade sobre diferentes linhagens celulares, entre elas células endoteliais, queratinócitos, fibroblastos, mioblastos, células-tronco, células esqueléticas, mastócitos e células mesenquimais (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012; KUSHIBIKI et al., 2013; CHUNG et al., 2012).
	Silva et al. (2016) utilizaram cultura de fibroblastos e cultura de células tumorais expostas a duas doses de radiação ionizante 2,5 Gy e 10 Gy. Após 24h as duas populações celulares foram irradiadas com laser GaAlAs (660 nm) com as fluências 30 J/cm-2 , 90 J/cm-2  e 150 J/cm-2  , sendo a potência de saída 40 mW. Os experimentos demonstraram que obteve-se um aumento da viabilidade celular dos fibroblastos submetidos a 2,5 Gy e 10 Gy de radiação ionizante e tratadas com TLBI nas fluências de 90 J/cm-2  e 150 J/cm-2 .
	Zungu, Evans e Abrahmse (2009) simularam situações de hipóxia e acidose (pH=6,7) em cultura de fibroblastos da pele humana, o grupo controle correspondia às condições de uma ferida. O laser utilizado foi He-Ne (632,8 nm, 3 mW), em 5 ou 16 J/cm2. Avaliou-se o potencial da membrana mitocondrial. A hipóxia e a acidose foram reduzidas nos grupos tratados com laser He-Ne 5 J/cm2 e foi possível notar uma elevação na resposta mitocondrial. 
	Silveira (2013) avaliou a ação da terapia laser de baixa intensidade (TLBI) sob vários aspectos: processo de cicatrização de ferimentos dérmicos, modelos de lesão muscular e cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de músculo esquelético. Foram utilizados dois laseres: He-Ne (632 nm) e Arseneto de Gálio (AsGa)  (911 nm), nas doses de 1 e 3 J/cm2. Obtiveram-se os melhores resultados acerca do fechamento de feridas nessas doses. A irradiação com doses de 30 e 60 J/cm2, após 5 minutos, aconteceu uma elevação das atividades dos complexos I (NADH-Ubiquinona Redutase) e IV (Citocromo c Oxidase) das mitocôndrias saudáveis. Decorrida uma hora da irradiação nas doses de 10, 30 e 60 J/cm2, observou-se o aumento na atividade do complexo IV. Também se verificou uma aceleração no processo inflamatório agudo da lesão muscular e um acréscimo na velocidade de cicatrização do ferimento, que pode ter relação com o aumento da energia mitocondrial.
	Alguns estudos apontam para benefícios na relação da TLBI e as células do tecido ósseo. Pinheiro e Gerbi (2006) mencionam que no osso irradiado, especialmente nos comprimentos de onda do infravermelho, é possível notar um aumento na proliferação de osteoblastos, deposição de colágeno, neoformação do osso, se comparado ao osso não irradiado. 
	Em diferentes estudos foram observados aspectos positivos relacionados com a utilização do laser de baixa intensidade, como: aumento na proliferação celular (MEDRADO et al., 2003); aumento da mobilidade e proliferação de neoblastos de Girardia tigrina em fragmentos regenerantes irradiados com laser diodo (880nm), se comparados com os tratados com ausência de luz, luz ambiente, luz branca, luz vermelha (WU; PERSINGER, 2011); fragmentos regenerantes pré e pós-auriculares de Girardia tigrina foram submetidos a 14 sessões de irradiação com laser 660 nm, 3,3 ± 0,3 mW de potência, usando 0,94mW/mm2 de densidade de energia, utilizando 1 e 3 minutos de irradiação. Os fragmentos pós-auriculares, irradiados por 3 minutos, apresentaram aspectos histológicos semelhantes a fragmentos não regenerantes (LOPES; CAMPOS VELHO; MUNIN, 2009).
	Para o estudo da biologia das células-tronco, uma das alternativas é o cultivo e manutenção destas. Mas tendo em vista o alto custo para o cultivo das células-tronco humanas, a utilização de modelos experimentais, como planárias, que apresentam um reservatório de células-tronco adultas durante toda a vida, tornam-se necessários a viabilização e o estabelecimento de cultura de neoblastos de planárias da espécie Girardia tigrina para o estudo da biologia celular das células-tronco.
	3 METODOLOGIA 
	Neste item descreveremos a metodologia que guiou cada um dos trabalhos ora apresentados.
	Artigo 1:  LOPES, K.A.R; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C. 
	Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells.  BIOMEDICAL REPORTS, v. 3, p. 163-166, 2015. (Anexo A).
	Estabelecimento e caracterização da cultura de neoblastos de Girardia tigrina.
	Foram selecionados 24 espécimes de Girardia tigrina submetidos a supressão alimentar. Inicialmente as planárias passaram por dois banhos em uma solução de água ultrapura e antibiótico, posteriormente incubadas por 48 horas, em solução de tripsina e antibiótico. Em seguida, homogeneizadas, centrifugadas e o sedimento celular obtido foi ressuspenso em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, suplementado com soro fetal bovino.
	As amostras foram incubadas em três temperaturas (4, 18 e 37 ° C) durante 48 horas para verificar a influência da temperatura sobre a integridade da membrana. A viabilidade celular foi avaliada com azul de tripan (Sigma, Co. St. Louis, MO). Realizou-se a contagem das células para determinar a percentagem de dano da membrana nas diferentes temperaturas.
	Para a purificação dos neoblastos, 6 ml de células foram ressuspensas em meio Dulbecco modificado de Iscove - IMDM e adicionou-se 6 ml de Histopaque 1077. Esta suspensão foi centrifugada. Logo após, foram colhidas a partir de cada uma das interfases e monitorou-se a cultura durante dez semanas. Para a análise da cultura total de células e gradientes utilizou-se a microscopia óptica e de fluorescência.
	Artigo 2: LOPES, K.A.R; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C.
	Biostimulation of stem cells in Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae). Zoology (submetido aguardando avaliação). (Anexo B)
	Bioestimulação de células-tronco em Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae).
	Trinta espécimes de Girardia tigrina foram submetidos a supressão alimentar. Inicialmente as planárias passaram por dois banhos em uma solução de água ultrapura e antibiótico, posteriormente incubadas por 48 horas, em solução de tripsina e antibiótico. Em seguida, foram homogeneizadas, centrifugadas e o sedimento celular obtido foi ressuspenso em 2 ml de PBS estéril e montou-se um gradiente de sacarose: solução a 35% (1 ml), 30% (1 ml), 27,5% (2 ml), 25% (3 ml), 20% (3 ml), 15% (1 ml) e 2 ml de amostra. Em seguida, centrifugou-se. Logo após a centrifugação, foram lavados com PBS e novamente centrifugados. O sedimento celular obtido foi ressuspenso em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, suplementado com soro fetal bovino.
	Posteriormente realizou-se o teste de viabilidade celular das células totais do grupo controle (não irradiado) e dos gradientes irradiados (1 e 2), utilizou-se o azul de Trypan pelo método padrão de Reeb (1992) e, para a contagem das células, considerou-se como não viáveis apenas as marcadas em azul.
	Para a realização da irradiação dos gradientes 1 e 2, ambos foram acondicionados em placas de 24 poços e submetidos a três sessões de irradiação com intervalos de 24 horas. O laser de baixa intensidade utilizado possuía os seguintes parâmetros: 685 nm de comprimento de onda, fluência de 1,2 J/cm2 e 13 mW de potência. Importante ressaltar que o grupo controle não foi irradiado.
	As ferramentas empregadas para a caracterização e análise dos gradientes 1 e 2 foram as seguintes: microscopia óptica e de fluorescência, imunofluorescência do Oct 4 e microscopia eletrônica de varredura.
	Artigo 3:  LOPES, K. A. R.; MANGOLIN, J. M.; SALLES, G. N.; SILVA, N. S. da; CAMPOS VELHO, N. M. R. de; PACHECO-SOARES, C. Comparative study of Low Level Laser Therapy in human and planarian stem cells. 
	Estudo comparativo da terapia laser de baixa intensidade em células-tronco humanas e de planárias (Anexo C).
	Cultura de células
	As linhagens celulares derivadas a partir do tecido conjuntivo do prepúcio humano (HFF-1) foram cultivadas em meio Dulbecco modificado de Eagle, enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico e antimicótico.
	As células estaminais humanas embrionárias (MEL-1) foram cultivadas em meio DMEM-Knockout suplementado com Pen Strep, Gluta-MAX, NEAA (Aminoácidos não essenciais), 2-mecaptoetanol, substituição de soro, bFGF (fator de crescimento de fibroblastos, recombinante humano), LIF (fator inibidor de leucemia) e L-glutamina. Para o cultivo da linhagem celular MEL-1, as células HFF-1 foram utilizadas como uma monocamada alimentadora na concentração de 105 células/ml. Para inativação das células HFF-1, utilizou-se a mitomicina C.
	Os neoblastos foram obtidos a partir de espécimes de Girardia tigrina, de acordo com Lopes et al. (2015). As células eram cultivadas em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico e antimicótico.
	Laserterapia de baixa intensidade (LBI)
	Anteriormente à irradiação, o meio foi retirado e adicionou-se a solução salina de Hank. As células da linhagem MEL-1 foram irradiadas com um dispositivo laser fosfeto de índio gálio-alumínio (InGaAlP) semicondutor clínico portátil operando de modo contínuo, comprimento de onda 685nm, potência de saída de 30mW e área de 0,5 cm2 local. Os neoblastos foram irradiados com o mesmo dispositivo laser, comprimento de onda 685nm, potência de saída de 13mW e dose de 1,2 J/cm2. A sonda foi posicionada na perpendicular a cada poço, a uma distância de 0,5 cm para a irradiação laser.  Foram realizadas três sessões de irradiação com intervalo de 24 horas cada.
	Viabilidade celular
	O método de exclusão do corante azul de tripan foi utilizado para determinar a viabilidade celular. Para cada experimento independente foram contadas as células viáveis e não-viáveis (acúmulo de corante). A contagem foi realizada a partir de duas réplicas de poços por condição experimental. A porcentagem de morte celular nos poços de repetição foi calculada como média. Além disso também foram contadas as células viáveis.
	Fluorescência
	Para avaliar o potencial celular pluripotente dos neoblastos, a suspensão e as células MEL-1 foram incubadas após irradiação com o anticorpo Oct-4 e Clone 9E 3.2, por 60 minutos a 37°C, antes de serem lavados com tampão fosfato salina (PBS) contendo 2% de albumina de soro bovino (BSA). Posteriormente, as células foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado com Fluoresceína (FITC) durante 60 minutos. A suspensão celular foi lavada com PBS e distribuída em placas de 24 poços para a realização da leitura de fluorescência e microscopia de fluorescência. A fluorescência foi determinada por meio de um leitor de intensidade fluorescente em espectrofotômetro e em microscopia de epeifluorescência para obtenção de fotomicrografias.  
	Análise estatística
	A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prisma 6,01. Os dados foram comparados por análise de variância, seguidos pelo teste de Tukey, com configuração do nível de significância de 5% (p≤ 0,05). Os experimentos foram realizados em quadruplicata, com dois experimentos independentes. 
	4 RESULTADOS
	Os resultados desta tese estão descritos em três artigos, os quais dois serão publicados. E um aceito e publicado na Biomedical Reports.
	4.1 Artigo 1 - LOPES, K.A.; DE CAMPOS VELHO, N.M.; PACHECO-SOARES, C. Method of isolation and characterization of Girardia tigrina stem cells. Biomed Rep. v. 3, n.2, p. 163-166, Mar. 2015. Descrição dos resultados do artigo 1 (Anexo A).
	4.2 Artigo 2 - LOPES, K.A.R.; CAMPOS VELHO, N.M.R.; PACHECO-SOARES, C. Biostimulation of stem cells in Girardia tigrina (Tricladida: Dugesiidae). Descrição dos resultados do artigo 2 (Anexo B).
	4.3 Artigo 3 - LOPES, K. A. R.; MANGOLIN, J. M.; SALLES, G. N.; SILVA, N. S.; CAMPOS VELHO, N. M. R. de; PACHECO-SOARES, C. Estudo comparativo da terapia laser de baixa intensidade em células-tronco humanas e de planárias (Anexo C).
	5 DISCUSSÃO
	As células-tronco têm sido amplamente estudadas com a finalidade de entender sua biologia para posterior utilização como uma alternativa denominada terapia celular, que visa o tratamento de várias doenças como: cardíacas, hepáticas, neurológicas, auto-imunes, ósseas entre outras. A capacidade das células-tronco de diferenciar-se é variável, podendo ser denominadas: (a) embrionárias totipotentes, diferenciam-se em qualquer tipo de célula; (b) adultas pluripotentes, diferenciam-se em células pertencentes aos folhetos germinativos; (c) ou multipotentes, diferenciam-se em células de seu folheto germinativo de origem; e as induzidas em que é realizada a reprogramação celular e é obtida uma célula-tronco pluripotente
	(FRITSCH et al., 2007). 
	Outra ferramenta alternativa utilizada na medicina é a laserterapia de baixa intensidade, com o propósito de bioestimulação celular, atuando diretamente na proliferação celular a fim de acelerar o processo. Dessa forma, o uso da laserterapia de baixa intensidade, aliada às células-tronco, pode ser uma chance para aumentar a população de células indiferenciadas, sendo ferramenta importante nos processos de cicatrização. Dependendo do comprimento de onda utilizado, da dose e da linhagem de célula-tronco, é possível obter a proliferação e diferenciação celular. Salienta-se que é necessária a padronização dos parâmetros do laser para que seja possível inferir com segurança os efeitos sobre a população celular. 
	Para o estudo da biologia das células-tronco e dos efeitos da fotobiomodulação sobre essa linhagem celular, podem ser empregados modelos experimentais que apresentem características como: organismos mais simples filogeneticamente e células-tronco com os domínios gênicos e fatores de transcrição conservados em organismos mais complexos (p. ex.: mamíferos), apesar das derivações. Nesse enredo, podem-se salientar os inúmeros atributos das planárias como modelos experimentais que atendem os requisitos citados anteriormente. As planárias apresentam um reservatório de células-tronco adultas denominadas neoblastos, durante toda a vida, que perfazem cerca de 20 a 30% das células que constituem seu organismo. Esse é mais um fator que favorece a utilização das planárias como modelo experimental no estudo da biologia das células-tronco e do efeito da fotobiomodulação das células-tronco.
	Um caminho para estudar o efeito da fotobiomodulação sobre os neoblastos de Girardia tigrina é, primeiramente, o estabelecimento da cultura de células totais. Posteriormente, o fracionamento para obtenção do gradiente rico em neoblastos, a caracterização dos gradientes visando principalmente a presença dos neoblastos para a escolha do gradiente a ser irradiado com o laser de baixa intensidade. Nesse sentido, o presente estudo percorreu essas etapas como discutido a seguir.
	Para o estabelecimento da cultura de neoblastos de G. tigrina, utilizando exemplares intactos, é relevante levar em consideração alguns aspectos como: 
	(a) supressão de alimentação, importante para a redução da contaminação. A preparação dos espécimes para o pré-estabelecimento da cultura no presente estudo foi de sete dias, mas para os autores Stuart et al. (1995), Bender et al. (2012), Fukushima e Matsuda (1991), Behensky, Schürmann e Peter (2001), Schürmann e Peter (2001), Muñoz-Marmol et al. (1998), Orii, Sakurai e Watanabe (2005), Hwang et al. (2004), Higuchi et al. (2007), Sato et al. (2006),  Hayashi et al. (2006), Conte et al. (2009, 2010), Fernández-Taboada et al. (2010) e Asami et al. (2002), este período variou de sete a quinze dias. Também é relevante salientar a duração dos banhos na solução de antibiótico e água ultrapura estéril por 30 minutos, se comparado a outros experimentos em que a duração do banho foi de 24 horas, como em Behensky, Schürmann e Peter (2001), Schürmann e Peter (2001) e Schürmann, Betz e Peter (1998).
	(b) a desintegração dos exemplares. Para estabelecer a cultura primária utilizou-se uma solução na proporção de 1:1 de antibiótico e tripsina incubados durante 48 horas, diferindo de: Asami et al.  (2002), Hayashi et al. (2006), Higuchi et al. (2007) e Bender et al. (2012), que incubaram os espécimes em uma solução de Holtfreter 5/8, tripsina e posterior pipetagem; Schürmann, Betz e Peter (1998) utilizaram desintegração enzimática e mecânica; Saló e Baguñà (1989) e Behensky, Schürmann e Peter (2001) realizaram a desintegração mecânica somente.
	(c) a viabilidade das células está relacionada à temperatura utilizada no cultivo e à ação da enzima digestiva tripsina. A tripsina possui um ótimo desempenho a 37°C, porém podendo afetar a integridade da membrana. Por esta razão, foram realizados ensaios com três temperaturas para o cultivo das células de G. tigrina, sendo 4°C, 18°C e 37°C. Observou-se que nas temperaturas de 4°C e 18°C ocorreram os menores índices de danos à integridade da membrana, confirmando os dados obtidos por Terraciano et al. (2004), que testaram em células testiculares. Em relação à tolerância térmica de G. tigrina, Campos Velho (2011) efetuou experimentos em diferentes temperaturas e constatou que, depois de 96 horas submetidos à temperatura de 33°C, foi observada a mortalidade acima de 50% dos espécimes.
	A purificação em gradiente de Histopaque (GH) e no gradiente de sacarose (GS) foram metodologias eficazes para obtenção de um gradiente rico em neoblastos. Com o uso de GH, foram obtidas três bandas que correspondiam respectivamente aos gradientes (1, 2 e 3) e, para GS, apenas duas bandas, indicando a formação de dois gradientes (1 e 2) (figura 5). Para as duas metodologias de purificação, o gradiente que exibiu o predomínio de neoblastos correspondia ao gradiente 1, que apresentava menor densidade. Os gradientes 2 e 3 demonstraram um domínio de outros tipos celulares. Salienta-se que os gradientes formados no GS eram mais puros se comparados ao GH. No gradiente 2 do GS foram encontrados muito agregados de células, podendo indicar a ação do muco liberado durante a desagregação das células para a obtenção da amostra, que foi submetida às duas metodologias de fracionamento. Nesses agregados celulares é possível que houvesse a presença de neoblastos, embora não tenha sido possível sua identificação. Como já foi mencionado anteriormente, para a identificação dos neoblastos utilizou-se a morfologia e a relação núcleo citoplasma.
	Figura 6 - Gradientes formados em ambas metodologias de purificação.
	Nota: Fracionamento de sacarose (FS) e fracionamento de Histopaque (FH). G1: gradiente 1, G2: gradiente 2  e G3: gradiente 3.
	A utilização da centrifugação das amostras de tecidos desagregados em gradientes de diferentes densidades, objetivando a separação de diferentes tipos celulares, é uma alternativa, pois são formados os diferentes gradientes, constituídos por tipos de células que têm densidade similar. Com esse intuito, os resultados obtidos no presente estudo corroboram Schürmann, Betz e Peter (1998), embora tenham realizado esta metodologia para a separação dos diferentes subtipos de neoblastos, com sucesso para a diferenciação dos subtipos.
	Embora sejam utilizadas outras metodologias para separar os neoblastos de outros tipos celulares, Fernández-Taboada et al. (2010) diferenciaram populações celulares por meio da análise da separação de células ativadas por fluorescência (FACS), levando-se em consideração aspectos como: tamanho e relação núcleo citoplasma, estando de acordo com a  caracterização empregada no presente estudo, embora não tenha sido realizado FACS, apenas a caracterização morfológica e marcação com corantes com Dapi e Calceína AM. Em alguns estudos são usadas combinações de radiação X e FACS para a separação das populações de células sensíveis e insensíveis à radiação X, pois os neoblastos são sensíveis a esse tipo de radiação. Posterior à irradiação, são obtidas três populações, sendo duas sensíveis (X1 e X2), constituídas por neoblastos, e uma insensível, composta por células diferenciadas (XINS) (ÖNAL et al., 2012; MORITZ et al., 2012; HAYASHI et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007). 
	Após a caracterização dos gradientes obtidos nos fracionamentos, realizou-se o cultivo de cada um deles em meio Dulbecco modificado de Iscove – IMDM, suplementado com soro fetal bovino.  Posteriormente ao estabelecimento da cultura dos gradientes, realizou-se a biomodulação por meio do laser de baixa intensidade, o que promoveu um aumento nas populações celulares, dos neoblastos e de outros tipos de células. 
	A viabilidade celular não ficou comprometida. Sabe-se que os neoblastos têm a capacidade de diferenciar-se e podem ter sua origem de um processo de desdiferenciação, mas não foi possível identificar a ocorrência da desdiferenciação, diferenciação ou a manutenção do estado indiferenciado dos neoblastos, pois não foram utilizadas ferramentas de biologia molecular suficientes para esta análise. Dessa forma, sugere-se que a interação entre o laser de baixa intensidade e os neoblastos pode resultar em modificações na cascata de sinalização celular (figura 6). A presença do fator de transcrição OCT 4 é característico em células indiferenciadas e foi possível constatar por meio da imunofluorescência. 
	Figura 7 - Modelo proposto dos efeitos da biomodulação com laser de baixa intensidade (LBI) sobre os neoblastos de Girardia tigrina.
	Nota: (A) Efeitos da biomodulação. (B) Ação sobre a cadeia respiratória e cadeia transportadora de elétrons. (C) Ação da biomodulação sobre o estado diferenciado e indiferenciado dos neoblastos de G. tigrina. Fonte: Desenvolvido pelo autor.
	6 CONCLUSÃO 
	Para o estabelecimento da cultura de células de Girardia tigrina é imprescindível a desintegração dos exemplares. Com esta finalidade, a incubação na solução de tripsina e antibiótico (1:1) durante 48 horas a 18°C foi eficiente. O cultivo e a manutenção da cultura de células primárias de G. tigrina em meio IMDM, suplementado com soro fetal bovino (10%), obteve sucesso.
	O gradiente de sacarose foi mais efetivo favorecendo a obtenção de uma cultura mais rica de neoblastos, se comparado ao gradiente de Histopaque.
	O laser de baixa intensidade utilizado atuou positivamente na proliferação celular, tanto nas populações de células diferenciadas quanto nas indiferenciadas.  
	A viabilidade celular não ficou comprometida nas metodologias de purificação celular e na posterior irradiação dos gradientes obtidos.
	A utilização da imunofluorescência com anti-Oct4 foi eficaz para identificação complementar dos neoblastos.
	A utilização de planárias como modelos experimentais para o entendimento da interação laser de baixa potência e os neoblastos pode ser uma alternativa para a obtenção de informações a respeito das possíveis interferências nas vias de sinalização celular com enfoque na proliferação, diferenciação, renovação para a manutenção da homeostase e reprogramação. Assim, há uma possibilidade de futura aplicação para o tratamento de patologias e ressalta-se que as planárias possuem vários genes conservados encontrados em mamíferos, sendo mais um aspecto de elevada importância para elucidação de inúmeras variáveis nesta interação.
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