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APRESENTACAO

Em sua primeira edi¢céo, o e-book “Zoologia e Meio Ambiente” é composto por 13
capitulos que abordam diferentes tdpicos da zoologia (uma especialidade da biologia que
estuda os animais) bem como algumas relagées com o0 meio ambiente.

Na zoologia os cientistas estudam o reino animal, desde os maiores animais até os
menores organismos. Compreender a biologia béasica, evolug¢ao, ecologia, 0 comportamento
e suas relagbes com o meio ambiente (bidtico, abibtico e antrdpico) fornece uma viséo
holistica de como a vida humana e animal sdo mantidas, e como eles respondem as iniUmeras
alteragbes globais (tais como mudancgas climaticas, desmatamento, queimadas, poluicédo, e
a prépria segurancga alimentar). Zoblogos juntamente com os gestores ambientais, em suas
acoOes e pesquisas tentam proteger a vida animal dessas inUmeras alteragdes ambientais
impostas pelas atividades humanas, buscando as melhores ferramentas para tal, almejando
salvaguardar e aprender mais sobre a importancia da vida humana nesse processo.

Nesse e-book vocé tera oportunidade de estudar sobre uma ampla gama de temas,
desde gado de leite, até a vida selvagem em diferentes regides do mundo, como pequenos
organismos, aves, tubardes, com énfase tanto no trabalho de campo como no de laboratério
- ambos de grande importancia para a zoologia.

Embora a zoologia seja especificamente o estudo de animais, ela pode estar (e
quase sempre esta) relacionada as questdes ambientais, por exemplo, quando estudamos
sobre 0os ambientes dos animais, as interagées dos animais com seus ambientes, e 0
efeito das alteragcdes ambientais sobre eles. A zoologia tém sido cada dia mais trabalhada
na ciéncia ambiental, um campo de estudo interdisciplinar que inclui muitas disciplinas,
e, € nessa perspectiva que vocé também podera estudar nesse e-book questbes sobre
percepcdo ambiental, aprendizagem dinamica e inteligéncias multiplas envolvendo essa
disciplina.

Nesse contexto, 0 e-book “Zoologia e Meio Ambiente”, aborda os seguintes topicos
(i) histérico, curadoria e inventario de alguns taxa de cole¢édo zooldgica; (ii) possibilidades
de estudo sobre radiografias odontolégicas como novos horizontes de pesquisa com
elasmobranquios; (iii) analise comparativa dos poros das ampolas de Lorenzini em
tubarbées-martelo; (iv) crescimento e condicdo multianual de Prochilodus magdalenae
(Characiformes: Prochilodontidae) na bacia do rio San Jorge, Colémbia; (v) observagdes
do uso do habitat e a presenca de grupos conspecificos de Scytalopus magellanicus
(Passeriformes: Rhinocryptidae) pela primeira vez na estacdo pds-reprodutiva em Cabo
de Hornos, Chile; (vi) nova aparicdo de Piranga rubra (Passeriformes: Cardinalidae) numa
parte do bosque do Tamarugo (Prosopis tamarugo), norte do Chile; (vii) sucesso reprodutivo
entre dois géneros diferentes de Fringillidae; (viii) primeiros registros da fauna de cupins
da llha de Maraj6, Pard; (ix) analise da letra da cantiga “estrela-do-mar” para diagnosticar

como conteudos biolégicos de Asteroidea sdo abordados; (x) avaliagdo da epiderme de



Girardia tigrina (Platyhelminthes) sob condi¢des estressoras; (xi) desenvolvimento de um
estudo sobre o tdxon Priapulida por meio da producdo de mapas conceituais; (xii) acdo
de agentes biologicos (insetos e fungos) na fase de putrefagdo em modelo experimental
Sus scrofa (Suidae); e (xiii) percepcdo de produtores rurais de vacas leiteiras sobre as
vacinacdes obrigatérias para bovinos leiteiros bem como o manejo hidrico que visem o
bem-estar animal em suas propriedades.

Nesse cenario esperamos que o arcabougo teoérico apresentado seja de um
despertar para todos aqueles interessados em construir um mundo melhor com respeito ao
meio ambiente, e a toda a biodiversidade que nele existe. De maneira geral, nesse e-book
vocé poderéa conhecer um pouco mais sobre aspectos gerais da abordagem da zoologia e 0

que os conhecimentos gerados por esta ciéncia influencia no dia a dia e no meio ambiente.

A vocé leitor(a), desejamos uma excelente leitura!

José Max Barbosa Oliveira-Junior
Lenize Batista Calvao
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RESUMO: As planarias apresentam alta
capacidade regenerativa e possuem por toda
sua existéncia células tronco totipotentes
chamadas de neoblastos, sendo capazes de
regenerar cortes em sua estrutura. O objetivo do
trabalho foi avaliar a epiderme de Girardia tigrina
sob condigcbes estressoras. Foram selecionados
12 individuos amputados em: cabeca, regido
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faringeal e pods-faringeal. A cabeca nao foi
utilizada devido sua baixa regeneracéo. Os
fragmentos foram submetidos a hipergravidade
(3,3G) durante 9 dias seguidos, 9 horas ao dia e
15 horas de repouso, a uma temperatura média
18°C e 24°C. O grupo controle se regenerou
em condigbes normais. Dado um intervalo de
24 horas, os espécimes foram submetidos a
irradiacdo de laser de baixa intensidade 685
nm, dosagem de 1,25/cm?, poténcia 13,3 =+
0,3 mW/cm?, durante 3 minutos. Logo apos,
foram preparados e fixados em lamina para
analise em MEYV, dividindo o grupo irradiado em
dois: 24 horas e 48 horas pos irradiacdo, para
avaliar a absorcédo da irradiagcdo nesses dois
periodos. As estruturas que foram avaliadas e
identificadas a partir das micrografias do MEV
foram: goticulas secretoras, células ciliadas,
rabditos, poros excretores, microvilos e tecido
de superficie. Para as estruturas que foram
contabilizadas a partir das micrografias (rabditos
e poro excretor), os dados foram submetidos a
tratamento estatistico realizado com o software
SISVAR. Para andlise e interpretacdo dos
resultados foi utilizado o ANOVA com o teste
de TUKEY, p<0,05. Os espécimes fixados em
lamina apds 48 horas de irradiagéo apresentam
estruturas mais danificadas, sendo o fragmento
faringeal com maior taxa de alteragcdo. O grupo
controle regenerou-se normalmente. Conclui-se
que as planarias sdo 6timos modelos de estudos
regenerativos suportando a exposicéo a fatores
estressores, contudo, apresentando danos em
suas estruturas da epiderme que podem variar
conforme o fragmento do corpo, mas mantendo
sua capacidade regenerativa.
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PALAVRAS - CHAVE: Hipergravidade, Laser de Baixa Poténcia, Planarias liminicas,
Microscopia eletronica de varredura, Platyhelminthes, Turbellaria.

EVALUATION OF GIRARDIA TIGRINA EPIDERMIS EXPOSED TO STRESSING
CONDITIONS

ABSTRACT: Planarians have shown high regenerative capacity and possess totipotent
stem cells called neoblasts throughout their body, being able to regenerate cuts caused in
its structure. The aim of the study was evaluate the Girardia tigrina epidermis exposed to
stressing conditions. 12 planarians were selected and amputated forming body fragments:
head, pharyngeal and post-pharyngeal region. The head fragment was not used due to its
low regeneration. The fragments were subjected to hypergravity (3.3G) for 9 consecutive
days, 9 hours a day and 15 hours of rest, at an average temperature of 18 ° C and 24 ° C.
The control group regenerated under normal conditions. Given a time gap of 24 hours, the
specimens were subjected to low intensity laser irradiation 685 nm, dosage of 1.25 / cm?,
power 13.3 + 0.3 mW / cm?, for 3 minutes. Soon after, they were prepared and fixed on
slide for analysis in SEM, dividing the irradiated group in two: 24 hours and 48 hours after
irradiation, to assess the absorption of irradiation in these two periods. The structures that
were evaluated and identified from the SEM micrographs were: secretory droplets, hair cells,
rhabdites, excretory pores, microvilli and surface tissue. For structures that were counted from
micrographs (rhabdites and excretory pores), the data were subjected to statistical treatment
using the SISVAR software. For analysis and results interpretation, ANOVA was used with
the TUKEY test, p <0.05. The specimens attached to the slide after 48 hours of irradiation
show more damaged structures in the epidermis, with the pharyngeal fragment showing a
higher rate of structural changes. The control group regenerated normally. We conclude that
planarians are excellent models of regenerative studies supporting exposure to stressors,
however, presenting damage to their epidermal structures that may vary according to the body
fragment, but maintaining its regenerative capacity.

KEYWORDS: Hypergravity, Low Power Laser, Planarians, Scanning Electron Microscopy,
Platyhelminthes, Turbellaria.

11 INTRODUGCAO

As planérias possuem alta capacidade regenerativa e apresentam durante a sua
vida células tronco totipotentes chamadas de neoblastos, capazes de regenerar cortes
ocorridos em sua estrutura corporal, por meio de diferenciacao dessas células provenientes
do mesénquima, em qualquer tecido do préprio corpo, fato que, as torna alvo de pesquisa
moderna para o entendimento desse mecanismo e possivel aplicacdo no estudo das
células tronco humanas. A regeneracao desses animais envolve a geracao de tecido novo
no local da ferida através da proliferacdo de células resultando a formacéao do blastema, e
remodelacgdo de tecidos pré-existentes, a fim de restaurar a simetria e morfologia (GARCIA
et al. 2006).

Cada vez mais utilizadas como modelo experimental, pois além de sua capacidade
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regenerativa, apresentam rapida adaptacdo e facil manutencdo em laboratorio. Além
disso, seu manejo é facilmente realizado em laboratério, com baixo custo de manutencéo
(GUECHEVA; HENRIQUES; ERDTMANN, 2001), além de serem utilizadas em estudos de
genotoxicidade, fisiologia, percep¢do de luz e monitoramento ambiental (HORVAT et al.
2005; CALEVRO et al. 1999; RIVERA et al. 1994). Estudos com organismos modelo, como
as planarias, nos permite tentar compreender os espagos existentes no entendimento das
células tronco quando submetidas a condi¢cdes extremas, contribuindo na compreenséao da
organizagao e reacao dos tecidos em determinadas condicoes.

A epiderme é revestida por uma camada de células cubodides que se encontra em
uma membrana basal elastica na porcao ventral e em grande parte revestida por cilios que
servem para a locomocéao. Possuem células glandulares que ficam abaixo das camadas
musculares com o colo das glandulas encostando na epiderme ou espalhadas na mesma
(NEWMARK et al. 2001). Essas glandulas produzem um muco que facilita a locomogao
e degluticdo de presas, além de realizarem excrecdo do animal. A epiderme externa é
também bastante glandular, apresentando intensa secrecéo de muco (SALO, 2006).

As planarias possuem os rabditos, células ovoides localizadas proximas a cavidade
na epiderme, cuja fungéo néo é totalmente compreendida, sendo essas estruturas descritas
como células excretoras por Bowen e Ryder (1974), que as descreveram como células
formadoras e excretoras de muco, que formam e acumulam o muco produzindo pequenas
bolsas, que séo liberadas pelo poro excretor na epiderme.

Os rabditos se rompem e liberam o muco na epiderme da planaria, em resposta a
algum mecanismo ou acgéo externa, como por exemplo, algum tipo de estresse causado no
ambiente em que o animal esté inserido, alimentagédo ou locomogéo. Segundo Ball (1981),
os rabditos protegem o animal de ataques e condi¢bes adversas. As microvilosidades
existentes na epiderme ciliar, definidas por Smales et al. (1978) como aglomeragéo de
cilios, auxiliam na locomocéao e degluticao do animal.

O sistema excretor € formado basicamente pelas células flama ou solenécito,
tratando-se de uma célula em forma de tubo. Em seu interior existe uma cavidade com
um grupo de flagelos que drenam os residuos metabodlicos para os ductos excretores,
sendo eliminados para o exterior através de poros dorsais. As trocas gasosas ocorrem por
difusdo direta através da epiderme, ndo existindo 6rgaos respiratérios. Os gases difundem-
se diretamente de célula a célula, ndo havendo liquido circulatério (MARCONDES, 1994).

A gravidade & um efeito permanente na superficie do planeta e os seres estédo
adaptados a viver de acordo com este fator, que pode alterar o ambiente mecanico dentro
dos tecidos e desestabilizar a homeostase dos seres vivos, sem causando obrigatoriamente
6bito no animal (BOURG et al. 2004).

Gomes (2007) relata que para analisar aspectos fisicos envolvidos na hipergravidade,
deve-se observar, através de um referencial inercial, para que as leis de Newton sejam
vélidas e ndo seja preciso criar forcas ficticias para valida-las. Para observar-se o fenébmeno
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do movimento ponto de vista biomédico e fisiologico, pode-se compreender a partir de
um referencial acelerado, onde as reais forcas atuantes no sistema sdo desprezadas e
substituidas por uma simples forga gravitacional, a fim de explicar os acontecimentos
decorrentes de tal situagéo.

Bourg et al. (2004) comentam que a exposi¢ao de moscas Drosophila melanogaster
a hipergravidade de 3G e 5G em idade jovem aumenta em duas semanas a longevidade
masculina, com retardamento comportamental e resisténcia ao calor em ambos 0s sexos,
demonstrando alteragcdes provocadas nesses animais, ap0s exposi¢ao a hipergravidade.

Organismos simples, com capacidade regenerativa, quando expostos a
hipergravidade podem ajudar a compreender o que acorre aos astronautas e animais em
diferentes ambientes gravitacionais. Estudos feitos por Campos-Velho (2011), mostram que
0s espécimes de Girardia tigrina, mantiveram a capacidade regenerativa em ambientes de
hipergravidade, sendo que os fragmentos posteriores apresentaram um crescimento médio
significativamente maior que o grupo controle. No caso dos seres humanos, a exposi¢cao
mesmo que rapida a hipergravidade, causa deslocamento dos fluidos corporais para a
parte inferior do corpo reduzindo a pressao arterial na cabeca e no térax que provocarao
danos no sistema nervoso afetando a memoria e concepgéao visual (ALBUQUERQUE, et.
al 2010).

Rahmann et al. (1992) utilizaram em seu estudo peixes e larvas de ra, para verificar
a influéncia da hipergravidade no sistema nervoso desses animais, submetendo-os por
9 dias a 2G e 4G. Os resultados obtidos através de microscopia eletrdnica de varredura,
demonstra uma redugcé@o do volume cerebral total, diminuicdo na atividade da creatina
quinase e aumento local do funcionamento de citocromo-oxidase.

Junior et al. (2012) em revisdo geral sobre o efeito do exercicio com vibragéo
corporal total sobre o sistema neuromuscular, mostra que a forga gravitacional & de
grande importancia para a manutencao das propriedades celulares e consequentemente,
do desempenho musculoesquelético frente as atividades de vida diaria ou esportivas. O
aumento da carga gravitacional (hipergravidade) amplia a resposta adaptativa do masculo
e, consequentemente, sua capacidade funcional. Por outro lado, a diminuicdo da carga
gravitacional (microgravidade) sobre o corpo exerce efeitos contrarios, diminuindo a
capacidade muscular de geragéo de forga, assim como sua massa (FITTS et al. 2001).

Para observagdo de microestruturas solidas em diversas areas como biologia,
odontologia, quimica, farméacia, metalurgia, fisica, medicina e geologia, pode-se utilizar o
microscopio eletrénico de varredura (MEV) que fornece rapidamente informacgdes sobre a
morfologia e identificacdo de elementos quimicos de amostras sélidas, além de permitir
grande profundidade de foco em pequenos e maiores aumentos, garantindo assim maior
credibilidade de imagem das estruturas analisadas (DEDAVID et al. 2007).

Ciguel et al. (1984) analisaram a microestrutura esqueletal da concha dos Tentaculites
crotalinus coletados em afloramentos da formacgéo Ponta Grossa (Devoniano), objetivando o
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reconhecimento das relacgdes filogenéticas desses invertebrados. Avaliou-se a composicao
quimica da camada e do molde externo da concha através de espectrometria e difratometria
de raio x e microscopia eletrénica de varredura, obtendo-se que a microestrutura esqueletal
foliada sugere que a ordem Tentaculitida pode ser mais propriamente incluida no Filo
Mollusca.

O laser de baixa poténcia é utilizado no tratamento de feridas no tecido humano
e sua interacdo com o local da ferida, aumenta o metabolismo celular e a vascularizacéo
(LOPES; BRUGNERA, 1998; EFENDIEV et al. 1992). Os efeitos de estimulagéo do laser
de baixa poténcia dependem do comprimento de onda, dose, e poténcia da luz utilizada no
processo de irradiacdo (SOMMER et al. 2001).

Pereira (2009) avaliou em seu trabalho o efeito da radiacéo laser de baixa poténcia
em linhagem odontobléstica (MDPC-23) de camundongos, utilizando duas dosagens 0,2 J/
cm2 e 1,0 J/cm2. A radiacéo laser modulou a atividade funcional das células estudadas, e
constatou-se que a dose de 0,2 J/cm? gera resultados mais efetivos, permitindo a viabilidade
celular, redugéo da proliferagéo celular, aumento na quantidade de proteina total e atividade
de fosfatase alcalina, além da quantidade de nédulos mineralizados.

Barboza et al. (2013) utilizaram em seu trabalho células tronco mesenquimais,
derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo, as quais foram submetidas a duas
aplicagbes (TO e T48h) de laser de baixa poténcia (660 nm; doses de 0,5 e 1,0J/cm).
As células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea responderam a terapia com
laser de forma dose-dependente e um maior crescimento celular foi observado quando as
células foram irradiadas com dose de 1,0J/cm?2, especialmente depois de 24h (p<0,01). As
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo responderam melhor a dose de
1,0J/cm?2, com maior proliferacao apos 48 (p<0,05) e 72h (p<0,01).

Estudos realizados por Skinner et al. (1996), mostram que a utilizacdo de laser
de baixa poténcia estimula fibroblastos humanos embrionarios em cultura com diferentes
doses por 4 dias, e que, as doses mais baixas podem favorecer a sintese proteica. Segundo
estudos de Abergel et al. (1987) o efeito do laser de baixa poténcia na sintese proteica pode
ocorrer através de estimulagdo metabolica, com a aceleragédo da taxa de transcricdo de
RNAm de genes ou mudangas enzimaticas ap6s a biomodulagédo com laser.

As planérias tém sido consideradas 6timos modelos no estudo de terapia com
laser, uma vez que possuem células regenerativas e mecanismo de modelamento celular
durante todo o seu ciclo vital, contribuindo assim para o avanco da area e utilizagdo na
medicina, ja que proporciona a investigacao da diferenciacao celular, podendo contribuir na
compreensao desse processo nas células humanas (REDDIEN; ALVARADO, 2004).

Lopes et al. (2009) realizaram estudos com laser de baixa poténcia em Girardia
tigrina, com 30 exemplares seccionados na regido auricular e irradiados 48h ap6s o corte.
As planarias foram divididas em 03 tratamentos de 10 espécimes cada: 1) Grupo controle
(ndo irradiado), 2) Grupo 1; com irradiagcdo por 1 minuto e 3) Grupo 2; irradiacdo por 3
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minutos. Foram realizadas 14 sessdes durante 22 dias sobre a cabeca e fragmentos do
corpo da planaria, que posteriormente foram fixadas para anélise histologica. Foi possivel
identificar as estruturas anatébmicas da planaria a partir da analise histologica e para o
processo regenerativo, o grupo 2 apresentou arquitetura corporal mais perfeita do tecido
comparado com o grupo 1 e o grupo controle. Assim, o laser de baixa poténcia tem
influenciado no processo regenerativo de planarias com o tratamento de radiacéo Optica.

21 OBJETIVO

Avaliar a morfologia da epiderme de Girardia tigrina regenerante sob acdo de
hipergravidade e laser de baixa poténcia.

31 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo experimental

Utilizou-se planarias da espécie Girardia tigrina (Girard 1850), com matrizes
provenientes do Rio Paraiba do Sul, no trecho do municipio de Jacarei, SP (Figura 1), que
se encontravam aderidas a macrofitas, da espécie Pistia stratiotes e alimentando-se de
detritos organicos (Figura 2). Os exemplares coletados foram aclimatados por um periodo
de dois anos no laboratoério de Pesquisas de Planarias (LAPLA) do Centro de Estudos da
Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP).

Figura 1. Local de coleta, Rio Paraiba do Sul, Jacarei, com destaque para o ponto de coleta

Fonte: Google Earth, 2018.
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Figura 2. Detalhes de macroéfitas da espécie Pistia stratiotes

Fonte: http://gallipatoalcublano.blogspot.com.br

3.2 Manutencao em laboratério

Os espécimes pertencentes ao LAPLA, encontram-se sob condi¢cbes de temperatura
entre 18°C e 24°C +1°C.

A alimentacdo dos espécimes ocorre uma vez por semana com figado bovino
cru (Figura 3), retirado ap6s 5h de degluticdo, seguido de limpeza e troca da agua dos
recipientes, evitando a putrefacdo que pode ocorrer pelos restos de figado deixados na
agua, causando 6bito dos animais. Os recipientes sdo acompanhados diariamente e se
necessario, a agua € substituida antes da préxima alimentacéo.

Figura 3. Planérias se alimentando em laboratério com figado bovino
Fonte: Carvalho (2013)
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3.3 Selecao e amputacéao dos animais

Foram selecionados aleatoriamente 12 individuos adultos, integros medindo
aproximadamente entre 0,5 e 1 cm e que permaneceram uma semana em Supressao
de alimentacdo (Garcia-Fernandéz, 1991), evitando assim restos de figado no trato
digestério, fato que poderia interferir no momento da amputagcéo dos fragmentos. Além
disso, a supressao de alimentagéo reduz a secre¢cao de muco dos exemplares, que pode
contaminar a 4gua do recipiente, levando as planarias a 6bito. Os individuos permaneceram
individualmente em frascos e mantidos sob iluminagcdo natural. Os espécimes foram
anestesiados e posicionados com a superficie ventral para voltada para cima e amputados
nas regides faringeal ou mediano e pos-faringeal ou posterior (Figura 4),

De acordo com Adell et al (2010) as planarias amputadas em qualquer nivel ao
longo do eixo antero-posterior podem regenerar a cabec¢a, mas a taxa de regeneracdo da
cabeca diminui posteriormente, sendo assim, ndo utilizamos o fragmento cabeca devido a
essa reducédo regenerativa, que poderia interferir nos resultados experimentais.

Figura 4. Amputacao de Girardia tigrina. A: espécime integro com a regido ventral voltada para
cima 40 x, b: exemplar seccionado em trés fragmentos: cabega (néo utilizado), 1: faringeal e B:
pos-faringeal 10 x.

Fonte: Acervo dos autores.

3.4 Definicdo dos grupos experimentais

Os grupos de estudo foram definidos em grupo controle e experimental utilizando-se
as regides faringeal e pos-faringeal.
3.5 Exposicao a Hipergravidade

Os fragmentos foram acondicionados em tubos de 50 ml e distribuidos quatro
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fragmentos por tubo, com agua de manutencgéo e centrifugados em uma centrifuga modelo
CSi/CR3i da marca Jouan, do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento da Univap. Para se atingir 3.3 G, utilizou-se 550 rpm (rotages
por minuto). Os tubos foram mantidos durante nove dias consecutivos, centrifugando-se
por 9h/dia e 15h/repouso/dia, a uma temperatura média entre 18°C e 24°C +1°C, ideal para

manutencao dos fragmentos e igual condi¢ao do grupo controle.

3.6 Irradiacao do Laser de baixa poténcia

Apbs a centrifugagéo e intervalo de 24h, os exemplares foram distribuidos em placas
com area de 2 cm? e agua de manutencao, para diminuir a regiao de mobilidade, garantindo
assim, maior incidéncia do laser no espécime. Foram irradiados na auséncia de luz com
Laser de Baixa Poténcia, Thera Lase DMC - 685 nm, dosagem de 1,25/cm?, poténcia 13,3
+ 0,3 mW/cm2 durante 3 minutos.

3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analisar a epiderme durante o processo regenerativo dos fragmentos submetidos
a hipergravidade e ao laser de baixa poténcia, utilizou-se o microscopio eletrénico SEM
ZEISS EVO mA10 em dois fragmentos da regido faringeal e dois fragmentos da regido pos-
faringeal, dos grupos controle e experimental. Para o grupo experimental foram realizadas
duas etapas de aplicacéo laser nos fragmentos que se regeneraram na hipergravidade
conforme o quadro 1 abaixo:

C) HIPERGRAVIDADE

~ A) CONTROLE | B) HIPERGRAVIDADE (INTERVALO 24h)
REGIAO DO CORTE MEV (INTERVALO 24h) LASER 3’ (INTERVALO
LASER 3’ - MEV 24h) - MEV
" FARINGEAL 2 fragmentos 2 fragmentos 2 fragmentos
POS. 2 fragmentos 2 fragmentos 2 fragmentos
| | FARINGEAL 9 9 9

Quadro 1. Microscopia eletronica de varredura, A) Grupo controle, regenerando 9 dias sem
interferéncia e analise por MEV; B) Hipergravidade por 9 dias, intervalo de 24h, aplicacéo de
laser baixa poténcia por 3 minutos e analise por MEV; C) Hipergravidade por 9 dias, intervalo

de 24h, laser de baixa poténcia por 3 minutos, intervalo de 24h e anélise por MEV (grupo 48h).

As amostras foram fixadas com 2 % de paraformaldeido e 8 % de solug@o tampéao
PBS (solugéo salina tamponada) por 24h. Ap6s foram lavadas com PBS e processadas
pela desidratacao seriada em acetona (50 %, 70 % 90 % e 100 % por 10 minutos), e
desidratacéo completa com utilizagéo de acetona 100 % com HMDS (Hexametildisilazana),

em seguida adicionado HMDS puro para secagem na capela. Posteriormente, as amostras
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foram aderidas em stubs contendo fita adesiva e metalizadas com 19 cm?3 de ouro em pd e
fotografadas em MEV.

3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico realizado com o software
SISVAR verséao 5,6 (FERREIRA, 2019; FERREIRA, 2014). Para analise e interpretacéo dos
resultados foi utilizado o ANOVA com o teste de TUKEY, p<0,05.

41 RESULTADOS

4.1 Estruturas Identificadas e Avaliacdo das alterac6es na epiderme

Para facilitar o entendimento das figuras 5, 6, 7 e 8, foram marcados circulos
coloridos na figura 5 as estruturas observadas e avaliadas a partir do MEV a saber: goticulas
secretoras e tecido de superficie (verde), células ciliadas (laranja), rabditos (amarelo),
poros excretores (vermelho), microvilos (azul). Observou-se que os espécimes fixados
apods 48h de irradiacao apresentam estruturas danificadas, sendo o fragmento faringeal o
mais alterado. O grupo controle regenerou completamente.

EWT =000 SignalA = SET EHT=2000KY  Sgrai A= SE1 Daw 12Fsa 2015 UNIVAR-IPsD [
wo= P 7pa WO-7Omm  IPwbes 26TpA  Mag= S00KX

ENT-200000  Sgrala =61 D A7 Now 2014 UNIVAP - IPBD BT-20W  SgWASSEl Dws 122015 UNVAP-IPED
WO® BEmm I Probes 0TPA  Mag® SEIOKX — WOs TOmm  Pmbes 87pA  Mugs SOIKK

Figura 5. A- Grupo controle 24h fragmento faringeal, B- Grupo controle 48 h fragmento faringeal
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EHT = 20008  Signel & = SE1 Date 07 Nav 2014 UNIVAP - IPED (RIS EHT=2000KV  Signal A = SE1 Dats 12 Fot 2046 UNIVAR . ipap (IS
1 wo-romm  iPoses 37pa  wege 150KX 1 wo-somm  iebes e wmpe 10K

3y EWT=2000k  Signal = SE1 Data AT Now2018 UNIAP - 1PSD . EHT = 20008V Sign A= SE1 e 12Fab 2015 LUNIVAP - IPAD
WO= 7Omm | Pmbes 307ph  Mege BOOKX WD=@5mm  |Pobes 267Tpk  Mag= BOOKX

Figura 6. A- Grupo Experimental 24h fragmento faringeal, B- Grupo Experimental 48 h
fragmento faringeal

Diste 17 Nov 2014 UNIVAP - IPAD Signal A= SE1 Date :12 Feb 2016 UNIVAP - IPS0
Mag = BOIKX \Probe= 157pA  Map= GOOKX

Figura 7. A- Grupo controle 24h fragmento pos-faringeal, B- Grupo controle 48 h fragmento pos-
faringeal
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2000 Signal A= SE1 Date 17 Nov 2014 UNIVAP - IP&D BOKY  Signal A= SE1 Dute :13 Feb 2018 UNIVAP - IPAD
WD=75mm  |Prbe= 307pA  Mag= 1EOKX — mm o |Probe= 157pA

o X ! # e .
2pm EWT = 2000KY  Sigral A= SE1 Duie A7Mew 2014 UNIVAP - [PSD [ EMT=3000KY  fignel A= SE1 Duie 13 Feb 2018 UNIVAR - 1PaD S
— W= TBmm  |Pobes 37pA  Mag= BODKX I WD=BSmm  IProbe= S5pA  Mag= EDOKX

Figura 8. A- Grupo experimental 24h fragmento faringeal, B- Grupo experimental 48h
fragmento faringeal

Na andlise através do MEV, o grupo controle fixado 24h apés 9 dias de regeneragéo
e 0 grupo controle fixado 48h apés 0 mesmo processo, apresentaram diferenca significativa,
uma vez que o grupo controle 48h apresentou-se mais integro na identificagdo dos
componentes da epiderme e organizado, além de ser o Unico grupo em que se registrou
no fragmento faringeal a presenca de microvilosidades, estrutura presente em planérias
morfologicamente perfeitas.

Os resultados do grupo controle e experimental mostram todas as estruturas da
epiderme: cilios, goticulas excretoras ativas e inativas, microvilosidades (somente no grupo
controle 48h), poros excretores e rabditos, porém, pode-se observar claramente a alteragéo
que a hipergravidade e laser de baixa poténcia provocam na organizacao da epiderme. Os
rabditos observados no grupo controle, tem sua presenca reduzida no grupo experimental,
e 0s que permanecem mostram-se desorganizados. As cavidades, irregularidades
na superficie epitelial e poros excretores, aparecem com maior frequéncia no grupo
experimental, principalmente no grupo 48h. Essas observag¢des podem estar relacionadas
ao estresse na epiderme desse grupo ap6s exposicdo a hipergravidade e absorgéo do
laser de baixa poténcia, gerando aumento na producdo e excre¢ao de muco, 0 que nao
se registra no grupo controle. Os cilios do grupo controle apresentam-se organizados e
uniformes, e no grupo experimental estas estruturas encontram-se reduzidas ou ausentes.
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Comparando os fragmentos faringeal e pos-faringeal dos grupos controle e experimental,
encontram-se diferencas, ao passo que o fragmento faringeal dos grupos experimentais
24h e 48h nao apresentam cilios em observacao por meio do MEV, ja no grupo controle,
verifica-se a presenga abundante dos cilios. Em relagéo aos fragmentos da regidao pos—
faringeal, os cilios estdo presentes nos grupos experimental e controle (24h e 48h),
todavia, apresentam-se mais reduzidos e desorganizados no grupo experimental. Essas
observagdes atraves do MEV, sugerem que a regidao pos-faringeal do grupo experimental
sofreu pouca alteracéo e desorganizagdo em suas estruturas apés a hipergravidade e laser
de baixa poténcia. De maneira geral, os procedimentos estressores nédo impediram ou
atrapalharam o processo regenerativo, mas geraram desorganizagdo em sua epiderme.

4.2 Estruturas fisioldégicas da epiderme analisadas ap6s os tratamentos

Para a observacgao e quantificacao das estruturas fisioldgicas da epiderme, priorizou-
se a contagem e tratamento estatistico de rabditos e poros excretores por serem estruturas
fisiologicas relacionadas a secre¢cdao de muco protetor e a manutencdo da reconstrucao
tecidual (Oliveira et al., 2018).

al

2,000 1,838
1,800
al
1,600 1,438
1,400
al
1,200
al 1,000
1,000 827
200 al
E00 a1 482
a1 376
400 al 225
?DD - .
0 I
CONTROL CONTROL  EXP4BHS CONTROL  EXP 48HS EXP 24HS CONTROL  EXP 24HS
24HS ABHS RABDITO  48HS PORO PORO RABDITO 24HS PORO PORO
RABDITO RABDITO EXCRETOR  EXCRETOR EXCRETOR EXCRETOR

¥ FARINGEAL

Grafico 1: Identificacdo e quantificagdo das estruturas fisiolégicas da epiderme das planarias
do fragmento faringeal para o grupo controle (CONTROL) e experimental (EXP), para o tempo
de observacao de 24h e 48h. As médias seguidas pela mesma letra e numeral nao diferem
estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05, Tukey).

Para as estruturas fisiolégicas quantificadas, rabditos e poros excretores do
fragmento faringeal, fora observado diferengca quantitativa entre as médias, porém nao
houve diferenca estatistica significativa (F = 1,690). A estrutura mais observada no
fragmento faringeal foi o poro excretor para o tempo de 24h do grupo experimental, seguido
da mesma estrutura para o grupo controle 24h (Gréfico 1). Para a estrutura rabditos também
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foi observado maior presenca para o grupo experimental no tempo de observagéo de 24h.
Pode-se afirmar que as estruturas foram mais frequentemente observadas na epiderme
dos animais no tempo de observacao de 24h. Sugere-se que poros excretores e rabditos
estejam elevados sob a superficie da epiderme das planarias no tempo de 24h pois sao

estuturas atuantes na formagé@o do muco protetor e reconstrucao tecidual.

al
304

al
201

al

al

al 76
a1l al
. al a6
? 26 28 32
0
CONTROL EXP 48HS  CONTROL EXP 24HS CONTROL CONTROL EXP 48HS EXP 24HS
24HS RABDITO  RABDITO 48HS RABDITO  RABDITO 48HS PORD  24HS PORO PORO PORO
EXCRETOR  EXCRETOR EXCRETOR  EXCRETOR

POS-FARINGEAL

Grafico 2: Identificacdo e quantificacdo das estruturas fisiologicas da epiderme das planarias do
fragmento pos-faringeal para o grupo controle (CONTROL) e experimental (EXP), para o tempo
de observacao de 24h e 48h. As médias seguidas pela mesma letra e numeral ndo diferem
estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05, Tukey).

Para as estruturas fisiologicas quantificadas, rabditos e poros excretores do
fragmento pés-faringeal, fora observado diferenca quantitativa entre as médias, porém nao
houve diferenca estatistica significativa (F = 1,351). A estrutura que mais fora observada
no fragmento pds-faringeal foi o poro excretor para o tempo de 24h do grupo experimental,
seguido da mesma estrutura para o grupo experimental 48h (Grafico 2). Para a estrutura
rabditos também foi observado maior presengca para o grupo experimental no tempo
de observagdo de 24h. Pode-se afirmar que as estruturas foram mais frequentemente
observadas na epiderme dos animais no tempo de observagcdo de 24h. Sugere-se que
poros excretores e rabditos estejam elevados sob a superficie da epiderme das planarias
no tempo de 24h pois séo estruturas atuantes na formagéo do muco protetor e reconstrucao
tecidual, que estariam hiperfuncionantes nas primeiras 24h do estimulo agressor.

A menor contagem geral de estruturas evidenciadas na anadlise estatistica para a
epiderme do fragmento pos-faringeal (Gréafico 2), pode ser explicada devido a regido ter
apresentado uma maior por¢éo de estruturas ciliadas que recobriam a superficie e também
a maior presenca de tecido de sobreposicao e de superficie da epiderme.
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51 DISCUSSAO

Aterapia com laser de baixa poténcia € uma técnica capaz de acelerar a restauragcédo
dos tecidos biolégicos traumatizados dependendo da poténcia e periodo de irradiagéo
(Karu, 1999). No presente trabalho, o laser de baixa poténcia (660 nm) foi utilizado como
fator estressor, sendo irradiado em Unica sessdo nos fragmentos das regides faringeal
e pos-faringeal, 24h apds serem submetidos a hipergravidade. Os resultados registram
alteragdes na epiderme do animal, analisadas através do MEV. A maior desorganizagéo
da epiderme ocorreu no grupo experimental de 48h que recebeu a irradiagdo 24h apos
a hipergravidade e analisado 24h apos ter sido aplicado o laser de baixa poténcia, ja o
grupo 24h irradiado 24h ap6s hipergravidade e fixado para andlise imediatamente, assim,
0 grupo 48h obteve maior tempo de absorgcéo do laser de baixa poténcia, o que causou
uma desorganizagdo em sua epiderme em relagdo ao grupo 24h. Isto, sugere a influéncia
direta da acdo do laser de baixa poténcia neste caso, porém, ndo exclui o estresse gerado
no animal pela exposicao a hipergravidade.

Searby et al. (2003), afirmam que a gravidade influencia o ambiente mecéanico dentro
dos tecidos, podendo alterar a homeostase do organismo, mas nao o levar a morte. Este
fato € comprovado no presente estudo, uma vez que os fragmentos do grupo experimental
expostos a hipergravidade de 3,3 G por 9 dias regeneraram, porém, apresentaram alteracoes
nas estruturas da epiderme ap0s centrifugacéo e irradiagéo de laser, evidenciando assim
a influéncia da hipergravidade como um dos fatores na organizacdo tecidual desses
organismos.

Pinto (2013) demonstra que Girardia tigrina e Planaria sp. apresentam capacidade
regenerativa em ambiente de hipergravidade e que experimentos adicionais se fazem
necessarios, uma vez que poucos trabalhos existem a respeito da avaliagao regenerativa
em condigbes extremas. G. tigrina e Planaria sp. utilizadas por Pinto (2013), foram
submetidas a hipergravidade (3,3 G) durante 9 dias, a fim de mensurar o crescimento
e avaliar a organizagdo celular. Utilizando MEV para analisar as células apds a
hipergravidade, foi registrada cicatrizacdo em ambas as espécies, além da diferenca
na disposicéo de células entre as espécies estudadas, sugerindo-se que 0s espécimes
sofreram alteragcdes morfologicas, quando submetidos a condi¢gbes de hipergravidade. No
presente estudo a espécie G. tigrina foi centrifugada a 3,3 G durante o periodo de 9 dias,
mesmo procedimento utilizado por Pinto (2013), corroborando com o fato das planarias
serem viaveis para trabalhos em hipergravidade. Também foram registrados em nossos
experimentos alteracdes morfoldgicas quando submetidos a hipergravidade e laser de baixa
poténcia, registrando assim a hipergravidade como um dos fatores para essas alteracoes,
igualmente descrito nos resultados de Pinto (2013).

Smales et al. (1978), realizaram através de MEV descri¢cdo dos 6rgaos sensoriais e
epiderme em planarias G. tigrina, observando estruturas tais como: cilios, microvilosidades,
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poros excretores, goticulas excretoras, rabditos e superficie irregular (com pequenas
cavidades). Essas estruturas foram identificadas no presente trabalho, nos grupos controle
e experimental. Observacdes como corpos ovoides semelhantes a rabditos proximos as
cavidade existentes na epiderme do animal, microvilosidades, rugosidade da epiderme e
irregularidade no tamanho dos cilios, descritas por Smales et al. (1978), foram observadas
no presente estudo, nos grupos controle e experimental, sendo que no grupo experimental
os componentes da epiderme foram identificados, porém apresentaram-se desorganizados.

As células ovoides descritas como rabditos por Smales et al. (1978) e observadas
em nosso estudo, foram registrados em epitélio de planarias primeiramente por Bedini;
Papi (1974). Porém, nos estudos de Kessel; Shih (1974) e Bowen; Ryder (1974), as células
rabditos foram identificadas como estruturas parecidas com goticulas excretoras. Carpenter
et al. 1974, constataram a auséncia de células rabditos no epitélio de D. dotorocephala e
sugeriram que a presenca dessas células poderia ser uma adaptagéo funcional do animal.

Rompolas et al. (2010), descrevem através de analise em microscopia eletrdnica
de varredura, que planarias da espécie Schimdtea mediterranea apresentam cilios
distribuidos de forma homogénea na regiédo ventral do animal e poros sao encontrados em
sua superficie, o que também foi observado nos grupos controle de G. tigrina no presente
estudo.

Os trabalhos de Smales (1978) e Rompolas (2010) apontam a existéncia de
cilios na regido da cabeca e possivel fungdo sensorial desses cilios. Em nosso estudo
ndo foi possivel observar, ja que optamos por trabalhar com os fragmentos faringeal e
pos-faringeal, ndo sendo utilizada a cabeca, devido a menor taxa de sobrevivéncia e
sensibilidade para procedimentos experimentais nesse fragmento, conforme descrito por
Adell et al. (2010). Hyman (1951) aponta que os cilios estéo relacionados com a locomog¢ao
desses animais, secre¢cao de muco proveniente de glandulas espalhadas pela epiderme,
auxiliando também na degluticdo de alimentos, fato este também citado nos estudos de
Newmark (2001). No presente trabalho, foi observado a relagéo dos cilios com a excregao
do muco uma vez que os fragmentos do grupo controle apresentaram goticulas de muco
sempre proxima a regido ciliar. Porém, os grupos experimentais apresentaram formacgéo
de muco mesmo quando nao apresentavam os cilios. Este fato pode estar relacionado aos
fatores estressores (hipergravidade e laser de baixa poténcia) em que foram submetidas as
planarias, provocando aumento na produg¢éo do muco pelo animal, como reacao de defesa
ou até mesmo uma tentativa de reorganizagé@o da epiderme.

61 CONCLUSAO

Para as estruturas fisioldgicas quantificadas, rabditos e poros excretores do
fragmento Faringeal e para o Pos-faringeal, fora observado diferenca quantitativa entre
as médias, porém nao houve diferenca estatistica significativa. A estrutura que mais fora
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observada no fragmento Faringeal foi o Poro Excretor para o tempo de 24 horas do grupo
experimental, seguido da mesma estrutura para o grupo controle 24 horas. Para a estrutura
Rabditos também foi observado maior presenca para o grupo experimental no tempo de
observagdo de 24 horas. A estrutura que mais fora observada no fragmento pos-faringeal
foi o Poro Excretor para o tempo de 24 horas do grupo experimental, seguido da mesma
estrutura para o grupo experimental 48 horas. Tanto os fragmentos faringeal e p6s—faringeal
quando submetidos a condicdes de estresse (hipergravidade e laser de baixa intensidade)
se regeneraram. Para os grupos controle e experimental nos fragmentos faringeal e pds-
faringeal, foram observadas estruturas formadoras da epiderme: rabditos, cilios, goticulas
e poros excretores com formagéo de muco. Os fragmentos faringeal e pds-faringeal do
grupo experimental (48 horas) apresentaram estruturas da epiderme mais desorganizadas
do que do grupo experimental 24 horas.
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