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Resumo

Introdugio: O laser de baixa poténcia (LBP) tem sido muito uti-
lizado em fisioterapia principalmente no reparo muscular esquelético
e nos processos inflamatérios. O objetivo deste estudo foi analisar
o efeito do LBP AsGaAl Twin-Laser sobre a produgio de éxido
nitrico por mioblastos C2C12 cultivados sob diferentes condigoes
nutricionais (modelo de lesao muscular). Métodos: as células C2C12
foram cultivadas em condicao regular (10% de soro fetal bovino,
SFB) e deficiéncia nutricional (5% de SFB) e com LBP AsGaAl
(660nm) com dose de 3,8]/cm?e em ambas as condi¢bes o 6xido
nitrico foi mensurado no meio de cultura. Resultados: Nao houve
diferenca significativa na producio de éxido nitrico (NO) entre os
mioblastos tratados com laser e as culturas controle nos parimetros
testados apds 24h de cultivo. Conclusio: A laserterapia ndo aumentou
a produgio de NO pelos mioblastos C2C12 cultivados em situacio
padrio ou em deficiéncia nutricional (modelo de injdria muscular)
nos pardmetros acima citados.
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Abstract

Introduction: Low-level laser therapy (LLLT) has been widely
used in physical therapy, mostly on skeletal muscle healing or in-
flammatory processes. The aim of this in vitro study was to evaluate
the effect of LLLT on the nitric oxide (NO) production by cultured
C2C12 myoblasts under different nutritional conditions (muscle
injury model) using low energy GaAlAs. NO production was de-
termined in both conditions. Methods: C2C12 cell line cultured in
regular (10% fetal bovine serum, FBS) and nutrient-deficient (5%
FBS) media were irradiated with low-energy GaAlAs (660 nm) laser
with energy density of 3.8 J/cm?. Results: There were no significant
differences in NO production between laser-treated myoblasts and
control cultures for tested parameters after 24 h of cell culture.
Conclusion: Laser phototherapy did not increase NO production by
C2C12 myoblast under regular or nutrient-deficient (muscle injury
model) conditions using the above parameters.

Key-words: myoblast cells, nitric oxide, low-intensity laser,
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Introducéo

A miogénese ou a formagao do musculo esquelético é
um processo altamente complexo que envolve a expansio
de células musculares mononucleadas progenitoras ao longo
da via miogénica até se tornarem mioblastos que se fundem
para formar miotubos e que, finalmente, desenvolvem-se
para se tornarem miofibrilas do musculo esquelético ma-
duro [1,2].

Apéds uma lesio, o musculo tem a habilidade de iniciar
um processo de reparo altamente organizado de forma a
prevenir a perda de massa muscular. Este processo ¢ se-
melhante 2 miogénese, porém, as células que participam
inicialmente sao as células satélites, ao invés das progenitoras
miogénicas [3,4].

O laser de baixa poténcia ¢ um recurso muito utilizado
com o intuito de acelerar o processo de reparo do tecido
muscular esquelético. Porém, ainda sdo escassas, e por vezes
contraditdrias, as evidéncias cientificas e clinicas que determi-
nem os parimetros dosimétricos e metodoldgicos necessdrios
3 aquisicao de seus objetivos [5-8].

Lasers de baixa poténcia sio aqueles que possuem baixa
energia e auséncia de potencial foto-térmico. Os mais usados
estdo na por¢io dptica do espectro vermelho e do infra-
vermelho (400 a 780 nm e 780 a 1mm) [9,10].

O efeito de bioestimulagio depende da combinagao de
pardmetros como comprimento de onda, poténcia, intensi-
dade e também do tipo celular a ser avaliado [9-14].

Estudos que envolvem a utilizagio do laser em cultura de
células vém sendo realizados com freqiiéncia cada vez maior
na tentativa de estabelecimento dos pardmetros dosimétricos
para gerar a bioestimulagdo necessdria em processos de reparo
[15].

Os mioblastos C2C12 sio células musculares precurso-
ras que derivam de musculo esquelético de camundongos,
exibem a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais
e diferenciam-se em cultura, propiciando um bom modelo
para estudar a regeneracido muscular. Além disso, o uso de
linhagens celulares em modelos para andlise de proliferacao
celular elimina a possibilidade da influéncia da irradiacio laser
sobre a produgio de fatores de crescimento por células nao
miogénicas contidas em culturas primdrias, como fibroblastos
e macréfagos [1,13,16].

Dentre os eventos de sinalizacio envolvidos na miogénese,
a fusao de mioblastos requer a produgao de éxido nitrico
(NO), porém, o envolvimento desta substincia na diferencia-
¢ao destas células e sua influéncia na resposta imune especifica
e ndo-especifica ainda permanecem pouco elucidados [17].

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi verificar
os efeitos da irradiacio laser de As-Ga-Al 660nm e dose de
3,8]J/cm? sobre a produgio de 6xido nitrico em células mus-
culares C2C12.

Material e métodos
Cultivo celular

As células utilizadas foram da linhagem de mioblasto
C2C12 gentilmente doadas pelo professor José Ernesto Belizé-
rio, do Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP/SP. As células
foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, SP) contendo 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP).

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

O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular
se tornava subconfluente para a perpetuacio da linhagem
celular, sempre em fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Pira-
cicaba, SP) e viabilidade das células foi avaliada por contagem
com corante vital azul de Trypan (0,4%), sendo utilizadas nos
ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%.

Para simular a situagio de lesdio muscular, 24 horas antes
dos experimentos, as culturas foram cultivadas em meio com
somente 5% de SFB.

Irradiacao laser

Para a aplicago de laser utilizamos um aparelho Twin-laser
de Arseneto de Gdlio Aluminio (As-Ga-AL) (MM Optics, Sio
Carlos, SP) fixando o comprimento de onda em 660nm, dose
de 3,8]/cm?, poténcia de 15 mW e tempo de 10 segundos.

As irradiacdes foram feitas em tubos de centrifugacio
contendo os precipitados celulares, sendo de baixo para cima
na extremidade inferior dos tubos, de modo que o feixe de
laser atingisse diretamente o precipitado celular sem passar
pelo meio de cultura (conforme descrito anteriormente por
Fujihara ez al. [14]. Os experimentos foram realizados em
um ambiente com obscuridade parcial para nio sofrerem
interferéncia da luz externa. As células do grupo controle
sofreram a mesma manipulagio, mas nio foram irradiadas

(Figura 1).

Figura 1 - Procedimento de irradiagio laser em células musculares.
(A) Posicionamento da caneta para irradiacio (B) Realizacdo da

irradiagdo laser diretamente no precipitado celular.
A B
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Dosagem de Owxido Nitrico (NO)

A liberagio de NO foi medida pelo acimulo de nitrato
e nitrito no meio de cultura. Para tanto, o sobrenadante foi
coletado e centrifugado durante 10 min, 400 x ga 4°C. Apds
a reducao de nitrato e nitrito com uma solugao saturada de
cloreto de vanidio (VCla) em HCI 1M, a 90°C, a concen-
tracdo de 6xido nitrico no sobrenadante foi determinada por
quimioluminecéncia em fase gasosa, por meio da reagio de
NO com ozdnio, usando o analisador de NO (NOATM280;
Sievers Inc.). A concentragdo de nitrato foi determinada pela
curva padrao de NaNO, utilizando o Bag program software
2.2 (Sievers Instruments Inc.).

Resultados

A andlise dos resultados da produgao de NO pelas células
musculares permitiu verificar que nio houve diferenca entre
as células submetidas a tratamento laser em comparagio as
ndo tratadas, tanto em situagdo de suprimento nutricional
padrio (10%SFB) quanto na situagdo de estresse nutricional

(5%SFB) (Figura 2).

Figura 2 - Produgio de NO (W) pelas células musculares C2C12
cultivadas (A) com 10% SFB (B) em situagdo de estresse nutricional,

5% SEB, submetidas a tratamento laser.
A

Concentragio de NO
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Controle Laser

Concentragio de NO
-]
_
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Discussao

Nas situagdes de injiria muscular, o processo de formacio
do novo tecido requer que células mononucleadas quiescentes
precursoras se tornem ativas, proliferem, se diferenciem em
mioblastos e se fundam para formar os miotubos. Subseqiien-
temente, os miotubos irdo sofrer diferenciacio e maturagio
para formar fibras musculares funcionais ¢ reparar as miofi-
brilas danificadas [1,2].

Como levantado anteriormente, para as etapas da mio-
génese, o aumento da produgio de NO estd relacionada a
fusio de mioblastos. Adicionalmente, evidéncias recentes
demonstraram que o NO participa da fisiologia muscular
modulando os processos de vasodilatagio, metabolismo e
contragio. Entretanto, a produgio excessiva de NO no ms-
culo esquelético pode induzir lesdo oxidativa e morte celular
por apoptose, resultando em distrofia muscular, caquexia e
envelhecimento [16,17]. O musculo esquelético contém trés
formas de NOS sendo duas delas (NOS1 e NOS3) expressas
de forma constitutiva enquanto que a NOS2 ¢ expressa no
musculo esquelético em resposta a lesdo e reparo [20].

Além disso, 0 NO desempenha um importante papel em
vérios outros fendmenos biolégicos como agregacio plaque-
tdria, tonus vascular, transmissio sindptica, citotoxidade [21],
reparo tecidual, remodelagio tecidual e angiogénese [22], além
de atuar na resposta imunoldgica, na plasticidade neuronal, na
sinalizagdo intracelular e na indugio de apoptose [23,24].

Nossos resultados demonstraram que na presenca de
injuria muscular, mimetizada pela condic¢io de deficiéncia
nutricional [25], ndo houve altera¢io na produgio de éxido
nitrico sugerindo que este tipo de modelo de lesdo utilizado
nio foi capaz de causar um aumento da produgio de NO com
relagio as células cultivadas em situagio regular. Além disso, a
irradiacio laser, utilizada em ambas as condi¢oes nutricionais
de cultivo, também nio foi capaz de alterar a produgio de
NO de maneira significativa.

Vale ressaltar o fato de que parAmetros similares podem
causar efeitos diferentes, dependendo da funcio celular a ser
avaliada. Assim, parAmetros que aumentam o crescimento
celular podem, por exemplo, diminuir a sintese protéica. Por
esta razio ¢é crucial conhecer a correta combinagio de para-
metros (comprimento de onda, poténcia e intensidade) a fim
de alcangar efetivamente os efeitos desejados no uso clinico
[10-12,26,27]. Dessa forma, nossos resultados representam
apenas a resposta destas células musculares aos parimetros
dosimétricos escolhidos no presente trabalho, porém nao nos
permitem concluir que o laser nio influencia a produgao de
NO e que esta ferramenta terapéutica ndo traga beneficios
a0 processo de reparo.

Estudos subseqiientes, utilizando a gama de parAmetros
disponiveis, sio necessdrios para o estabelecimento de novos
conhecimentos e protocolos tteis para a intervencao e reabi-
litagao de lesbes musculares.
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Conclusao

A laserterapia nio aumentou a produgio de NO pelos

mioblastos C2C12 cultivados em situacio padrio ou em

deficiéncia nutricional (modelo de injiria muscular) nos
pardmetros utilizados no presente estudo.
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