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Resumo

Introdugao: O ultrassom terapéutico (US) é muito utilizado na pratica clinica,
mas ha poucos estudos sobre seu efeito na regeneracdo muscular. Objetivo:
Avaliar os efeitos do US sobre a atividade mitocondrial e diferenciagdo de células
musculares C2C12, quando aplicado concomitantemente a indugao do processo
de diferenciacdo. Métodos: As células musculares foram submetidas ao processo
de diferenciacdo pela adicdo de meio de cultura DMEM, suplementado com 2%
de soro de cavalo, e receberam simultaneamente tratamento com US (pulsado a
20%, 3 MHz, 0,2 e 0,5 W/cm?, 5 minutos). A atividade mitocondrial foi avaliada
apo6s 24h, 48h e 96h pelo método MTT, e a diferenciacdo celular apés um e trés
dias pela atividade de creatina quinase (CK). Resultados: Ndo houve alteracao
da atividade mitocondrial e de CK nos grupos que receberam tratamento com
US nos diferentes periodos avaliados. Conclusao: O US, nos pardmetros avalia-
dos, nao foi capaz de alterar a atividade mitocondrial e a diferenciagao de células
musculares C2C12.

Descritores: Células musculares; Creatina quinase; Diferenciacdo celular;
Terapia por ultrassom.

Abstract

Introduction: The therapeutic ultrasound (US) has been widely used in clinical
practice, but there are few studies on its effect on muscle regeneration. Objective:
To evaluate the effects of the US on mitochondrial activity and differentiation of
muscle cells C2C12 when applied concomitantly the induction of the differen-
tiation process. Methods: Muscle cells were subjected to differentiation process
by addition of DMEM culture medium supplemented with 2% horse serum and
received concomitant treatment with US (pulsed at 20%, 3 MHz, 0.2 and 0.5 W/
cm?, 5 minutes). The mitochondrial activity was assessed after 24, 48 and 96 hours
by MTT assay and cell differentiation after one and three days for the activity of
creatine kinase (CK). Results: There was no change in mitochondrial activity and
CK in the groups receiving US treatment in different periods. Conclusion: In the
evaluated parameters, the US was not able to change mitochondrial activity and
differentiation of muscle cells C2C12.

Key words: Cell differentiation; Creatine kinase; Muscle cells; Ultrasonic therapy.

429

sob111y



430

Introducéo

Apo6s a lesao muscular, ha ativagao de célu-
las satélites (CS) que proliferam e migram para
o local lesionado, sendo denominadas mioblas-
tos'. Em seguida, elas se diferenciam e se fun-
dem para formar miotubos, que se unem para
formar fibras musculares funcionais e reparar
as fibras musculares danificadas?.

H4 evidéncias de que o reparo tecidual
pode ser estimulado por recursos terapéuticos,
como o ultrassom (US), sendo este recurso am-
plamente utilizado na préatica clinica®**. O US
pode afetar as células e os tecidos por meio de
mecanismos térmicos e ndo térmicos, estando os
ndo térmicos envolvidos na producao dos efeitos
terapéuticos primarios do ultrassom, isto é, a es-
timulacdo da regeneracao tecidual®.

Estudos in vivo demonstraram que o US
apresentou resultados positivos sobre o pro-
cesso de reparo muscular. Montalti et al.® ava-
liaram o efeito do US (frequéncia 1,5 MHz; in-
tensidade 30 mW/cm? por 20 minutos), apos
criolesdao em musculo TA de ratos, e observaram
que o grupo tratado obteve melhor organizagao
do tecido muscular e das fibras de coldgeno,
ap6s 13 dias de tratamento, além de aumento
na imunomarcacao de ciclo-oxigenase 2 (COX-
2). Renno et al.” compararam o efeito da terapia
laser de baixa intensidade (TLBP) e terapia por
US, posterior a criolesdo, e demonstraram que
ambas as terapias reduziram o dano muscular
e a imunomarcac¢ao de COX-2. Contudo, os tra-
balhos in vitro que permitem a avaliagdo do US
diretamente sobre as células musculares ainda
530 escassos.

Nesse contexto, a utilizacdo da linhagem
de células satélites C2C12 torna-se importante,
uma vez que contribui de maneira significativa
para o entendimento do reparo muscular. Os
mioblastos proliferam, mas permanecem indi-
ferenciados por fatores mitogénicos presentes
no soro fetal bovino (SFB). Dessa forma, é ne-
cessdria a retirada do SFB (substitui¢do por soro
de cavalo — pouco mitogénico) para encerrar o
ciclo de proliferagdo e ativar genes especificos

envolvidos na diferenciacdo, causando a fusao
de miotubos multinucleados®. Assim, as células
C2C12 sao mioblastos que podem se diferenciar
em fibras multinucleadas quando crescem em
meio de induc¢do (2% soro de cavalo)®¥.

A diferenciacdo dos mioblastos é identifi-
cada por meio da atividade da enzima creatina
quinase (CK). A CK, além de ser utilizada como
marcador indireto de dano muscular'!, é um im-
portante marcador da diferenciacdo celular'?®, o
que justifica sua anélise.

Diante do exposto, o melhor entendi-
mento sobre os efeitos do US sobre as células
musculares poderd contribuir de forma posi-
tiva para o estabelecimento de protocolos ade-
quados a serem utilizados durante o processo
de reparo muscular e recuperacdo clinica dos
pacientes. Assim, o objetivo neste estudo foi
avaliar os efeitos do ultrassom (US) sobre a ati-
vidade mitocondrial e a diferenciagdo de célu-
las musculares C2C12 cultivadas em meio de
diferenciacao.

Materiais e métodos

Este estudo foi desenvolvido no laborat6-
rio de cultivo celular do Programa de Mestrado
e Doutorado em Ciéncias da Reabilitacao da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

As células utilizadas foram mioblastos da
linhagem C2C12 (células satélites de camun-
dongo — ATCC), cultivadas no meio de cultu-
ra de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Campinas, SP,
Brasil).

Os mioblastos foram mantidos em estufa
(HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation,
Marietta, OH, EUA) a 37°C, numa atmosfera
tumida contendo 5% de CO,. A monitorizagao
do crescimento celular foi feita a cada 24 ho-
ras, utilizando-se microscépio invertido de fase
(Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

O subcultivo foi realizado quando a mo-
nocamada celular se tornou subconfluente para



a perpetuacdo da linhagem celular, sempre em
fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba,
SP, Brasil). Para tanto, sobrenadante foi removi-
do e as células foram lavadas com tampao PBS1X
(NaCl 140mM; KCI 2,5mM; Na,HPO, 8mM;
KH,PO, 1,4mM; pH 7.4) e tratadas com solucao
de tripsina 0,25%, durante trés minutos, a 37 °C.
Apds incubagao foi realizada nova lavagem com
meio, centrifugagdo a 1200 rpm a 20 °C, por cin-
co minutos (Centrifuga Excelsa 4-280R, Fanem,
Sao Paulo, SP, Brasil) e, posteriormente, ressus-
pensdao em 1ml de meio DMEM. A viabilidade
das células foi avaliada por contagem com co-
rante vital azul de Trypan (0,4%), e s6 foram uti-
lizadas nos ensaios as culturas com viabilidade
maior que 95%.

As células musculares C2C12 foram sub-
metidas a tratamento com US concomitan-
temente a indugdo de diferenciag¢dao celular,
que foi induzida por meio da substitui¢ao do
meio de cultivo pelo meio de diferenciacdo que
consiste em DMEM (Vitrocell, Campinas, SP,
Brasil) suplementado com 2% de soro de cavalo
(SC) (Life Technologies, Sao Paulo, SP) durante
96 horas™.

Tratamento com ultrassom

Para o tratamento das células musculares,
foi utilizado o equipamento de US Sonomaster
Microcontrolled Comunicator (KW Eletronica,
Amparo, Sdo Paulo), nas intensidades de 0,2 e
0,5 W/cm?, frequéncia de 3 MHz, modo pulsa-
do 20%, durante cinco minutos. A aplicagao foi
feita num tubo de centrifugagao (tubo falcon es-
téril, marca TPP) contendo o precipitado celular,
mergulhado em banho-maria mantido a 37 °C,
de acordo com o modelo proposto por Mukai et
al.’. A cabeca do transdutor (3 cm de didmetro)
foi posicionada perpendicularmente ao tubo
falcon e fixada na armacao de madeira, perma-
necendo a 3 cm da cultura celular. O tanque de
agua foi revestido com borracha para eliminar
multiplas reflexdes. O grupo controle sofreu a
mesma manipulacdo, mas ndo recebeu o trata-
mento com US.

Avaliacdo da atividade mitocondrial
(viabilidade celular) — (MTT)

A metodologia se baseia na habilidade
da enzima mitocondrial desidrogenase, encon-
trada somente em células vidveis, em clivar os
anéis de tetrazoélio do MTT, formando cristais
azul-escuros de formazana, os quais sdo im-
permedveis as membranas celulares, ficando
entdo retidos no interior das células vidveis'®. A
posterior lise celular faz com que estes sais de
formazana sejam liberados. O ntiimero de célu-
las viadveis é diretamente proporcional ao nivel
de cristais azul formados.

Para esta andlise, as células musculares
(0,5X10%/pogo) foram submetidas ao tratamento
com US e, posteriormente, incubadas em placas
de cultura de fundo chato de 96 pogos (TPP),
mantidas em DMEM 10% de SFB (controle) e
em DMEM com 2% de SC para indugao da dife-
renciacao celular. A atividade mitocondrial foi
avaliada ap6s 24 h, 48 h e 96 h de incubacgao das
células submetidas ao tratamento com US e in-
duzidas a diferenciagao.

Ao término do periodo de incubacgao, foi
realizada lavagem com 200 ul de PBS 1X, adi-
cionados 50 ul de MTT (0,5 ug/ml em tampao)
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenylte-
trazolium bromide; Thiazolyl blue — Sigma) e
realizada uma incubacao de 4 h, a 37 °C.

Terminado o tempo de incubagao, foram
adicionados 100 ul de isopropanol para ressus-
pender e solubilizar o precipitado. Por fim, foi
realizada a leitura da placa com auxilio de um
leitor de placas a uma absorbancia de 620 nm'”.

Diferenciacdo celular avaliada por
atividade de CK

A metodologia foi baseada em Amack e
Mahadevan'e consiste na dosagem de CK intra-
celular. Para tanto, as células-controle submeti-
das a tratamento com US foram lisadas utilizan-
do o tampao de lise (PBS1X + 0,1% Triton X-100)
em temperatura ambiente por dez minutos. Em
seguida, foram centrifugadas a 10000 rpm, por
dez minutos, a 4 °C; e o sobrenadante foi arma-
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zenado a -80 °C. Posteriormente, a atividade de
CK em aliquotas de sobrenadante foi determi-
nada utilizando o kit comercial “CK-NAC liqu-
orfm” (Labtest, Minas Gerias, Brasil), seguindo
as orientagoes do fabricante. A avaliacdo da ati-
vidade de CK foi realizada para os periodos de
um e trés dias!®?02.,

Andlise dos resultados

Para comparacdo dos resultados, foi uti-
lizada a analise de varidncia (ANOVA). O teste
de Tukey foi usado para determinar diferencas
significativas entre os grupos experimentais e o
controle. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os dados foram
analisados por meio do programa GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Os experimentos foram realizados em
quadruplicata e repetidos por trés vezes.

Resultados

Atividade mitocondrial (viabilidade
celular)

Os resultados permitiram verificar um au-
mento progressivo da atividade mitocondrial em
todos os grupos experimentais (controle, US 0,2
w/cm?e US 0,5 w/cm?), quando comparados os
periodos de 24 h, 48 h e 96 h. Porém, nao houve
alteracdo nesta atividade, quando comparadas
as células musculares submetidas a tratamento
com US com as do grupo controle, em todos os
periodos avaliados (Figura 1).

Diferenciagdo celular avaliada por
atividade de CK

Os resultados permitiram verificar que nao
houve alteracdo na atividade de CK nas células
musculares submetidas a tratamento com US,
nas intensidades de 0,2 W/cm? e 0,5 W/cm?, em
comparagdo as do grupo controle, em ambos os
periodos avaliados (Figura 2). Outro achado foi o
aumento da atividade de CK em todos os grupos

= Controle
= US 0, 5W/cm2
0,35 4 = US 0, 2W/fem2
a
03 4 b c

D. 0. 620nm

24h 48h S6h
Periodos de andlise

Figura 1: Avaliagdo da atividade mitocondrial
(viabilidade celular) apés tratamento
utilizando US concomitante & indugdo da
diferenciagédo das células satélites (2% de SC)
apos 24 h, 48 h e 96 h. Letras iguais denotam
diferenca estatisticamente significante (p<
0.05; Anova/Tukey)

experimentais apoés trés dias, quando compara-
do ao periodo de um dia, caracterizando, desse
modo, o processo de diferenciagao (Figura 2).

. o
100 - =12DIA = 32014

B8O o

50

A bsorbdncia 340nm

B 1
Controle U505 W/cm2 US 0,2 Wfcm2

Grupos Experimentais

Figura 2: Avaliagéo da atividade de CK
apos tratamento utilizando US concomitante
a inducdo da diferenciac¢do das células
satélites (2% de SC), apéds um e trés dias. * p<
0,05 (Anova/Tukey) dos grupos avaliados no
terceiro dia comparado com o primeiro dia

Discussdo

As lesdes musculares sdo frequentes” em
praticantes de atividade fisica, causando afas-
tamento das atividades didrias e comprometen-



do o desempenho muscular®. Dessa forma, ha
a necessidade de busca por recursos terapéu-
ticos que proporcionem um reparo muscular
mais eficiente.

Neste estudo, avaliaram-se os efeitos do
US em células musculares durante o processo de
diferenciagdo celular, com o intuito de acumular
maior conhecimento acerca da utiliza¢do des-
te recurso para o reparo muscular apds lesoes.
Contudo, os resultados evidenciam que o US te-
rapéutico nado alterou a atividade mitocondrial e
a de CK das células musculares que permanece-
ram em meio de diferenciacao.

Ribeiro et al.** avaliaram o efeito do US
(modo pulsado a 20%, com 1 e 3 MHz e intensi-
dade de 0,2 e 0,5 W/cm?, tempo de aplicagdo de
dois e cinco minutos) na atividade mitocondrial
(viabilidade celular) das células satélites C2C12
pelo método de MTT e ndo evidenciaram alte-
racdo apds o periodo de 72 horas. Entretanto,
no trabalho* citado nao foi utilizado o mode-
lo de inducédo de diferenciacdo com o soro de
cavalo, sendo apenas avaliado o efeito do US
sobre mioblastos.

Man et al.® e Li et al.* avaliaram a prolife-
racdo e diferenciacdo de células 6sseas tratadas
com US e observaram maior diferenciagdo des-
sas células, sendo considerado como uma fer-
ramenta terapéutica importante para reparagao
desse tecido. Mizrahi et al.” verificaram o efeito
do US de 1 MHz sobre células endoteliais e ob-
servaram estimulagdo da angiogénese no grupo
tratado. Hill et al.®® demonstraram que o US nao
alterou diretamente a proliferagdo e migracao de
células epiteliais, sugerindo que seu efeito cica-
trizante ocorra por modulagdo de componentes
da matriz extracelular.

Artilheiro et al.’avaliaram o efeito da TLBP
e do US na atividade mitocondrial (viabilidade
celular) por MTT, realizado ap6s 96 h de indugao
de diferenciagdo de células C2C12, e observaram
que ambas as terapias ndo alteraram a ativida-
de mitocondrial dessas células. Oliveira et al.?’
compararam a TLBP e a terapia com US pulsado
em cultura de fibroblastos no periodo de 24 h,
48 h e 72 h e demonstraram que somente a TLBP

aumentou a atividade mitocondrial (viabilidade
celular), analisada por MTT, em todos os perio-
dos avaliados.

Outro achado, na atual pesquisa, foi o au-
mento dos niveis de CK no terceiro dia, quan-
do comparado ao primeiro dia, evidenciando a
diferenciacdo das células satélites musculares.
Amack e Mahadevan'® avaliaram os niveis de
CK intracelular nos periodos de um, trés e cin-
co dias de diferenciacdo celular frente a rege-
nera¢do muscular na distrofia miotdnica, en-
contrando aumento nos niveis de CK de acordo
com a diferenciagdo. Esses achados permitiram
verificar que o tratamento com US ndo foi ca-
paz de induzir aumento na atividade de CK,
ap6s 24 h e 72 h, ndo demonstrando, assim,
um efeito sobre a modulacdo do processo de
diferenciacdo. No entanto, a realizagcdo de no-
vos experimentos — incluindo andlises, como a
avaliagdo da expressao de fatores regulatérios
miogeénicos e a utilizacdo de outros parametros
do US - sdo necessarios para melhor avaliagao
do efeito deste recurso sobre a modulacdo do
processo de diferenciacao de células satélites
musculares.

Conclusao

O tratamento com o US, nos parametros
avaliados, ndo foi capaz de modular a atividade
mitocondrial e de CK em células musculares da
linhagem C2C12.
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