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RESUMO

O musculo esquelético bem como o0s 0ssos sdo tecidos vitais para 0s movimentos
articulares. Ambos possuem caracteristicas proprias de reparacdo e regeneracao,
com vias de sinalizacéo para os processos de proliferacéo, migracéo e diferenciagao
celular. A estimulacao elétrica é uma ferramenta que pode ser utilizada para promover
a proliferacao e diferenciacao celular. A Corrente Elétrica Continua (CEC) possui uma
alta eficacia na reparacao tecidual. Nesse contexto surge uma alternativa promissora
para o tratamento de les6es musculares e 6sseas utilizando a aplicacdo da CEC. O
objetivo deste trabalho foi a avaliacdo in vitro do efeito da aplicacdo da CEC na
proliferacéo, viabilidade e diferenciacdo celular em linhagem celular mioblastica de
camundongo (C2C12) e nas linhagens celulares osteoblasticas de rato (MC3T3 e
OSTEO-1), todas submetidas a aplicagcdo da CEC em diferentes densidades (0.1, 0.2
e 0.4 mA/cm?) nos tempos 2 e 5 minutos. Para analisar a viabilidade celular e migragéo
das linhagens C2C12 e MC3T3, foram utilizados os ensaios de MTT e wound healing
respectivamente. A diferenciacao celular foi verificada pela deteccéo da atividade da
fosfatase alcalina na linhagem OSTEO-1 e analise de alteracdo morfologica para
linhagem C2C12. A analise de variancia ANOVA seguida pelo do Teste post-hoc de
Tukey com valores significantes para p<0,05 foi utilizada para os dados estatisticos.
Os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular das linhagens C2C12 e
MC3T3 estimuladas em ambos os tempos, demonstraram diferengas significativas
(p<0,005) quando comparados aos grupos controles (ndo estimulados). Na migracao
celular (wound healing) ambas as linhagens ndo apresentaram resultados de melhora.
Os resultados para diferenciacao celular da linhagem muscular C2C12 apés 48h de
estimulacdo, mostrou que em todos os grupos houve a formacéo de miotubos nos
tempos avaliados. Para a linhagem 6ssea OSTEO-1, ndo houve diferencga significativa
na atividade da fosfatase alcalina apds 7 e 14 dias depois do estimulo elétrico. De
acordo com os resultados obtidos, foi observado que a aplicacdo da CEC com as
intensidades baixas em ambas as linhagens utilizadas foi capaz de aumentar a
viabilidade celular, sendo o seu maior efeito na linhagem muscular. Concluimos que
a utilizacdo da CEC em baixas intensidades pode ser uma forma promissora de

eletroterapia para reparacao do tecido muscular esquelético.

Palavras chave: Reparo Tecidual, Estimulag&o Elétrica, Corrente Elétrica Continua



ABSTRACT

The skeletal muscle as well as bones are vital tissues for joint movement. Both have
their own repair and regeneration characteristics, with signaling procedures for cell
proliferation, migration and differentiation processes. Electrical stimulation is a tool that
can be used to promote cell proliferation and differentiation. Continuous Electric
Current (CEC) is highly effective in tissue repair. In this context, there is a promising
alternative for the treatment of muscle and bone injuries using CEC. The objective of
this work was the in vitro evaluation of the effect of CEC application on cell proliferation,
viability and differentiation in mouse myoblastic cell line (C2C12) and rat osteoblastic
cell lines (MC3T3 and OSTEO-1). All of them submitted to the application of the CEC
at different densities (0.1, 0.2 and 0.4 mA / cm2) at every 2 and 5 minutes. To analyze
the cell viability and migration of C2C12 and MC3T3 lines, MTT and wound healing
assays were used respectively. Cell differentiation was verified by detection of alkaline
phosphatase activity in OSTEO-1 line and morphological alteration analysis for C2C12
line. ANOVA analysis of variance followed by Tukey's post-hoc test with significant
values for p <0.05 was used for statistical data. The results obtained in the cell viability
assays of the C2C12 and MC3T3 lines stimulated at both times showed significant
differences (p <0.005) when compared to the control groups (unstimulated). In cell
migration (wound healing) both strains showed no improvement results. The results for
cell differentiation of the C2C12 muscle line after 48h of stimulation showed that in all
groups there was formation of myotubes at the evaluated times. For OSTEO-1 bone
lineage, there was no significant difference in alkaline phosphatase activity after 7 and
14 days after electrical stimulation. According to the results, it was observed that the
application of CEC with low intensities in both lineage used was able to increase cell
viability, being its major effect on muscle strain. We conclude that the use of CEC at
low intensities may be a promising form of electrotherapy to repair the skeletal muscle

tissue.

Key Words: Tissue Repair, Electrical Stimulation, Continuous Electrical Current
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INTRODUCAO

Na medicina regenerativa as abordagens mais amplas estao entre:
compreender o mecanismo de reparo intrinseco nos tecidos promovendo uma
melhora na reparacdo natural e reduzir as cicatrizacbes excessivas, como também

desenvolver células capazes de reparar o tecido lesionado (FORBES, 2014).

A descontinuidade de tecidos através de lesbes permite o
desenvolvimento de terapias capazes de repara-los. A medicina regenerativa € um
campo interdisciplinar que permite a aplicacdo de principios da ciéncia capazes de
promover a regeneracgao e reparacéao tecidual como: utilizacdo de terapias celulares,
fatores de proliferagéo e diferenciagdo e biomateriais que permitem o organismo
reparar tecidos danificados (MAO, MONEY, 2015).

Um numero cada vez maior de lesBes nos tecidos, como as fraturas
e as lesBes musculares se beneficia com tratamentos combinando a terapia celular e
tecnologias no campo da medicina regenerativa (MOBINI; LEPPIK; BARKER, 2016).

Modelos de reparo tecidual sdo essenciais na exploracdo da
reparacdo e cicatrizacdo de tecidos lesionados. Os estudos realizados in vitro
permitem um exame quantitativo e qualitativo. O exame quantitativo mostra os efeitos
produzidos nas células, fornecem também informacBes importantes sobre as
estruturas dos tecidos, permitindo seu uso e estudo por muitos anos nas culturas
celulares (UD DYN; BAYAT, 2017).

Segundo Poltawski e Watson (2009) existem como Estimulacao
Elétrica: a Corrente Pulsada, a Corrente Alternada e a Corrente Continua. A Corrente
Elétrica Pulsada ocorre quando a polaridade dos elétrons muda de forma constante
com o tempo, mudando em consequéncia o sentido em que os elétrons circulam. E a
corrente com pulsos bidirecionais simétricos e ininterruptos e sem uma polaridade
definida (Figura 1).
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Figura 1 — Corrente Elétrica Pulsada

llustracdo do grafico de Corrente Elétrica Pulsada onde a intensidade (i) € medida em Ampéres (A) tém

uma variacdo com o tempo (t) expresso em segundos (S)

B

Amplitude

Time

FONTE: extraido de RAMADAN, ELSAIDY, ZYADA (2008)

A Corrente elétrica Continua é uma corrente com fluxo constante dos
elétrons numa Unica direcdo. Esse fluxo ndo sofre com as interrup¢des, podendo
ocorrer variacao de intensidade durante um determinado intervalo de tempo. Ela é
considerada polarizada, pois mantém fixa a polaridade da corrente durante todo o
periodo, conforme ilustrado na Figura 2 (POLTAWSKI; WATSON, 2009).

Figura 2 — Corrente Elétrica Continua

llustragdo do grafico de Corrente Elétrica Continua onde a intensidade (i) que é medida em Ampéres

(A) néo sofre variacdo em relacdo ao tempo (s)

£

p

Amplitude

Tirme

FONTE: extraido de RAMADAN. ELSAIDY, ZYADA (2008)
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A historia da estimulacdo elétrica em células musculares pode ser
rastreada desde meados dos anos 70. Os primeiros estudos mostraram a estimulacao
elétrica em células musculares de aves, posteriormente passaram a estudar as células
musculares de ratos (NIKOLIC et al, 2017).

Sua evolugdo histérica permite tratar a Corrente Continua como a
mais antiga empregada de forma terapéutica dentre os estimulos elétricos. Para sua
aplicacao deve-se analisar a composicao das células e tecidos que contém elementos
quimicos na forma de ions em suspensao com carga elétrica, pois é nesta forma que

a Corrente atua.

A dosagem é um elemento essencial nas correntes elétricas, pois a
quantidade de energia que a area a ser tratada recebe é o que realmente importa,
devendo ser considerada em mA. A &rea a ser tratada, por meio do eletrodo, deve ser
considerada em cm?. Quando deseja-se obter sempre os mesmos efeitos, deve-se
escolher valores de referéncia para a intensidade e superficie, conhecida como

densidade de corrente (mA/cm?).

Os estudos in vitro mostram que a estimulacdo elétrica possui um
papel importante na proliferacdo e diferenciacdo celular (LANGELAAN et al, 2011;
MOBINI et al, 2016) e o efeito da estimulagéo elétrica tem sido amplamente testado
em diferentes tipos celulares nos quais sdo mostrados o campo elétrico na migracao
celular conhecido como eletrotaxia (TAI; TAI; ZHAO, 2018).

O ferimento celular provoca um extravasamento de ions, gerando um
campo elétrico enddégeno onde a cicatrizacao se inicia lateralmente com apontamento
para o centro da ferida, conforme ilustrado na Figura 3 (SONG et al, 2007; TAI; TAI,
ZHAO, 2018) e esse campo elétrico endégeno possui um papel fundamental na
divisdo, migracao e proliferacao celular (SNYDER; DEJULIUS; WILLITS, 2017).
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Figura 3 — Formacao de Campo Elétrico Endégeno

llustracdo da formacgédo do campo elétrico endégeno produzido pela troca de ions de Sédio (Na‘) e

Cloro (CI). Campo elétrico medido em miliVolts (mV)

FERIDA

+ 25mV
++++

Campo Elétrico Enddgeno

Cl
FONTE: extraido de TAI; TAI; ZHAO (2018), modificado nas nomenclaturas que foram

traduzidas para o Portugués

Apbs a estimulacao elétrica através da corrente elétrica continua ser
aplicada, mudancas na forma da célula e na distribuicdo de sua atividade foram
induzidas pelos campos elétricos constantes, gerando uma locomocao celular guiada
eletricamente, onde as células sdo estimuladas a migrarem em uma direcdo. Essa
mobilidade facilitada eletricamente faz com que as células inflamatérias se dirijam em
direcéo aos eletrodos, contornando as bordas das feridas e alinhando-se ao campo
elétrico da Corrente Continua aplicada. Nelson, et al (2003) discutiram diferentes
protocolos de estimulacéo, dos quais identificou que os campos elétricos enddgenos

apos a CEC pode ser a responsavel pela aceleracao da reparacao tecidual.

O musculo esquelético é um tecido surpreendente em VAarios
aspectos, pois € especializado em gerar forca para que sua funcdo seja bem
estabelecida (TIDBALL, 2011) como também possui uma capacidade para se reparar

apos repetidos traumas (BAGHDADI; TAJBAKHSH, 2018).

O crescimento, a regeneracdo, a manutencdo e a adaptacdo do
muasculo esquelético sdo provenientes de um grupo de células precursoras
miogénicas, conhecidas como células satélite (ARTILHEIRO et al, 2012), sendo a
principal fonte na reparacéo e crescimento do musculo esquelético (MCCULLAGH,;
PERLINGEIIRO, 2015).
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As células satélites se localizam em uma regido especializada entre a
matriz extracelular circundante, conhecida como lamina basal e o sarcolema. Uma vez
acionadas, essas ceélulas se proliferam e se diferenciam em células miogénicas
essenciais no processo de reparacdo do tecido muscular lesionado, conforme
ilustrado na Figura 4 (DUMONT; WANG; RUDNICKI, 2015).

Figura 4 - Células Satélite na Reparacédo Tecidual

llustracdo das Células-Satélite no processo de proliferacao e diferenciacdo celular durante a reparacéo

tecidual

@ i’ — — @ @@ =" b
(

FONTE: extraido de DUMONT; WANG; RUDNICKI (2015)

OO

ApoOs uma leséo, inicia-se imediatamente uma invasdo de células
inflamatorias que podem persistir por semanas, enquanto ocorre a reparacao e o
crescimento muscular (TIDBALL, 2005). As células inflamatérias penetram no local
lesionado, atuando na remocéo dos residuos e aumentando a resposta imune com a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Essa liberacdo promove a ativacdo das
células satélites que visam a formacdo de novas células musculares (JUHAS;
BURSAC, 2013).

As células satélites ativadas aumentam de tamanho e comecam a se
proliferarem. Apés alguns ciclos de proliferagcédo, estas células passam a expressar a
miogenina, se diferenciando e saindo do ciclo para formar novas ou reparar miofibras
existentes. Uma outra parte das células satélite voltam ao seu estado original
mantendo-se como reserva para uma futura reparacdo (DINULOVIC; FURRER;

HANDSCHIN, 2017). A capacidade de reparacdo muscular das células satélites apos
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uma leséo, requer que estas sofram uma diferenciagdo no processo de reconstrucao
da fibra lesionada no ciclo lesao reparo (ALMADA; WAGERS, 2016).

As células satélites podem ser ativadas em resposta a miotraumas
que requerem a regeneracao muscular através de sua proliferacéo e diferenciacédo na
formacao de novas fibras. A ativagdo das células satélites podem ser influenciados
por varios fatores de crescimento como: IGF-lI, HGF, FGF e TGF. Além disso, as
células satélites controlam as fases de ativacao, proliferacdo e diferenciacao no reparo
muscular (AGUIAR; AGUIAR, 2009).

Figura 5 — Proliferacdo e Diferenciagdo das Células Satélite

Fibra muscular normal com célula satélite quiescente (A). Ap6s um miotrauma (B), as células
satélites quiescentes sdo ativadas, proliferam-se (C) e se diferenciam em mioblastos (E). No
miotrauma adaptativo, os mioblastos migram para a regido danificada e fundem-se com a fibra
muscular pré-existente (F). Em miotraumas severos, 0os mioblastos se alinham e fundem-se
entre si, formando uma nova miofibra (G) e reparam o dano muscular (H). A fase de ativagéo
das células satélites é expressada pelo MyoD e Myf5 e na diferenciacdo ocorre a expresséo
da Miogenina e MRF4.
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FONTE: extraido do site www.google.com.br/imagens, acesso em 03/01/2019
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O o0sso é um tecido com inumeras funcdes vitais como: facilitagdo na
locomogdo, armazenamento de minerais e protecdo a Orgdos vitais. Altamente
dindmico, ele sofre um processo constante de reparacao e remodelacao (LOI et al,
2016). Os o0ssos sdo essenciais no trabalho do musculo, principalmente no sistema
de alavancas das articulagbes. S&o constituidos de varios tipos celulares em
diferentes estagios na diferenciagéo celular (HALCSIK, 2012).

Uma assimilacdo dos principios da perda e reparacdo Ossea €
essencial no tratamento de lesdes que afetam o tecido 6sseo. Embora para essa
perda e reparo eram considerados somente osteoclastos e osteoblastos, atualmente
existe uma grande interacdo das linhagens osteoblastica mesenquimal — osteoblastica
e do mondcito macrofago — osteoclasto, pois as células inflamatoérias sédo essenciais

na reparacao e remodelacéo 6ssea, conforme ilustrado na Figura 6 (LOI et al, 2016).



Figura 6 — Fase Inflamatoria na Reparacéo Ossea

22

Expresséo e funcBes da VEGF na fase inflamatéria durante a reparacdo 6ssea. Durante a

fase aguda da inflamacado, forma-se um hematoma constituido por glébulos vermelhos e

neutréfilos no local da lesdo. Os neutrofilos removem os restos 6sseos e patdgenos

microbianos. O VEGF induz a quimiotaxia de neutréfilos e aumenta a permeabilidade da

medula. Apéds a infiltracdo dos neutrdfilos, macréfagos e outras células inflamatérias chegam

ao local da lesdo liberando citocinas que irdo promover a revascularizacdo nos locais

lesionados. Os macréfagos recrutados fagocitam os neutréfilos mortos, onde sera liberado

mediadores que irdo suprir a resposta inflamatdéria e iniciar o reparo.
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FONTE: extraido de HU; OLSEN (2016) - modificado nas nomenclaturas que foram traduzidas

para o Portugués

O sistema vascular é crucial durante a reparacéo tecidual. Nos 0sso0s,

nao serve somente como fonte de nutrientes e oxigénio, mas também fornecem célcio

e fosfato no processo de mineralizagdo. Além disso, 0s vasos na medula 6sseo

possuem um importante papel para as células tronco formadoras de ossos, conforme
ilustrado na Figura 7 (STEGEN; GASTEL; CARMELIET, 2014).
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Figura 7 — Fatores com Influéncia na Reparacéo Ossea

A importancia das células progenitoras, fatores de crescimento, suprimento sanguineo e
ambiente mecénico na reparacdo déssea de fraturas se deve as evidéncias que as células

inflamatdrias e seus mediadores possuem no papel de regulagéo da consolidacéo da fratura.
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Andaime Osteccondutivoe Sistema Wascular

Mediadores Inflamatérios nos
Fatores de Crescimento

FONTE: modificado e extraido de LOI et al (2016).

A demanda na reparacdo de lesbes estd aumentando, elevando a
procura por dispositivos que facilitem a reparacdo, e um dispositivo disponivel para
esse tipo é a estimulacao elétrica (TAI; TAI; ZHAO, 2018) sendo esta uma terapia
utilizada no processo de reparacéo de lesdes, pois gera campos elétricos fisioldgicos
e correntes que ajudam na sua reparacdo (SNYDER; DEJULIUS; WILLITS, 2017).

A estimulacdo elétrica tem sido usada como uma ferramenta na
proliferacéo e diferenciacao de células musculares e 6sseas in vitro, simulando assim
0 processo fisioldgico de reparacédo tecidual das células musculares e dsseas in vivo
(LANGELAAN et al, 2011), pois mesmo por curtos periodos de tempo alteram as

funcdes celulares na reparacéo dos tecidos (SNYDER et al, 2017).

A formagéo de tecido funcional tem um alto impacto na medicina
regenerativa. A substituicdo de tecido muscular sem funcionalidade por um tecido

recuperado funcionalmente através da estimulacdo elétrica € uma opcdo de

tratamento com pouco ou nenhum efeito colateral (NIKOLIC et al, 2017).

A estimulacdo elétrica € uma ferramenta que pode ser utilizada na
proliferacédo e diferenciacdo das células musculares e dsseas in vitro, pois aproxima-
se do processo fisiologico (MAO, MONEY, 2015; MISHRA, et al, 2015; MOBINI,
LEPPIK, BARKER, 2016; DUMONT, FURRER, HANDSCHIN, 2017). A Corrente

Elétrica Continua possui uma alta eficacia na aceleracdo da reparacédo das lesdes
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teciduais e quando utilizada em curtos periodos de tempo, alteram as funcdes
celulares na reparagédo dos tecidos (SONG, et al, 2007; FUNK, 2015; WANG, et al,
2016).
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JUSTIFICATIVA

Na pratica fisiotergpica as les6es mais encontradas acontecem nos
tecidos muscular e 6sseo. As lesBes musculares e 0sseas apresentam manifestacoes
clinicas diferentes, dependendo do mecanismo do trauma (FERRARI, et al, 2005). As
células C2C12 e MC3T3 estdo relacionadas com os tecidos mais comumente
lesionados na atuacdo fisioterapica e o interesse nessas linhagens acontecem para o
entendimento do como a estimulagéo elétrica com a Corrente Elétrica Continua em
baixa intensidade ira proporciona os beneficios a esses tecidos (TAI; TAI; ZHAO, 2018).

Essas duas linhagens foram escolhidas para se ter uma visdo o que
acontece com as células em termos de regeneracdo ou possibilidade de alteracdo no
tecido 6sseo e no tecido muscular e como sado os andamentos de resposta apos a
eletroestimulacédo em cada tipo de tecido.

Com a capacidade de reparar tecidos como muscular e 6sseo, a CEC
rotineiramente é utilizada em areas da medicina, proporcionando resultados
satisfatorios. A utilizacdo dessa corrente com densidades de correntes mais baixas é
pouco explorada, com poucos resultados publicados na comunidade académica que
demonstrem a eficiéncia da utilizacdo da terapia com seus métodos e parametros de
aplicacdes (FERNANDES, et al, 2010; MODARRESI, et al, 2012).

Novas técnicas para o tratamento de lesdes musculares e para as
fraturas 6sseas sao necessarias tendo em vista a representatividade das mesmas.
Nesse ambito a estimulacdo elétrica através da corrente elétrica continua se
apresenta como uma possibilidade promissora para o tratamento das lesbes
musculares e 0sseas em suas diversas especificidades. Sendo agora necessarios
estudos que abordem a forma de utilizacdo dessa terapéutica tendo em vista todas as

possibilidades de sua utilizagdo baseada em variaveis.



26

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a proliferacéo, a
viabilidade e diferenciacéo celular in vitro de diferentes linhagens celulares apos a

aplicacéo da Corrente Elétrica Continua (CEC).

Objetivos Especificos

- Avaliar as respostas das linhagens celulares apds a aplicacdo da CEC nos tempos

de 2 e 5 minutos;

- Avaliar a viabilidade celular das linhagens celulares através do método MTT apés a
aplicacao da CEC;

- Avaliar a migracdo celular das linhagens celulares através da técnica de Wound

Healing apés a aplicacdo da CEC;

- Avaliar a diferenciacao celular da linhagem C2C12 apés a aplicacao da CEC;

- Avaliar a diferenciacao celular da linhagem Osteo-1 através do método de Fosfatase

Alcalina apoés a aplicacdo da CEC;
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METODOLOGIA

O estudo foi realizado nas dependéncias da Universidade de
Araraquara-SP (UNIARA), junto ao Laboratério de Ensaio Celular e Engenharia

Regenerativa do Grupo Quimmera (LECER).

Linhagem Celular

Foram utilizadas trés linhagens celulares: C2C12 (células
subclonadas de mioblastos de camundongo), MC3T3-E1 (células pré-osteoblasticas
de rato) e a Osteo-1 (células osteoblasticas originadas de peridésteo de osso parietal
de ratos recém-nascidos). As células foram cedidas gentiimente pela Prof.2 Dr.2
Heloisa Sobreiro Selistre de Aradjo do LBBM/UFSCAR (Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular, Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal
de Sao Carlos) e cultivadas no Laboratério LECER.

Os meios DMEM (Eagle modificado de Dulbecco) e a-MEM
empregados no cultivo celular foram adquiridos da empresa Nutricell Nutrientes
Celulares — Campinas-SP — Brasil.

Cultivo Celular

Um tubo criogénico armazenado em freezer -80°C de cada uma das
linhagens utilizadas para o estudo, armazenadas em Soro Fetal Bovino (SFB) e
protegidas em dimetilsulféxido (DMSO) foi descongelado em banho Maria a 37°C por
1 minuto. Para remover o DMSO, as células em suspensédo foram transferidas para
um tubo falcon de 15 ml contendo 3 mL de DMEM ou a-MEM, contendo 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) e acrescido de penicilina e estreptomicina (10U/mL). Em seguida,
centrifugadas na centrifuga Combate® a 1200 rpm durante 4 minutos, a temperatura
ambiente. Apés a aspiracdo do sobrenadante, o precipitado de células resultante da
centrifugacéo, foi ressuspendido em 1 mL de DMEM ou a-MEM. A suspenséo das

células foi transferida para uma garrafa de 25 cm? contendo 3 mL de DMEM ou a-
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MEM com 10% SFB e acrescido de antibiético-antimicotico. A cultura foi mantida em
estufa a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de COo.

Os procedimentos foram realizados em fluxo laminar Veco, seguindo
0s protocolos para manutencdo da esterilidade dos materiais, suplementos e meios

de cultura.

A monitorizagdo do crescimento celular foi realizada diariamente
utilizando-se microscopio invertido Nikon Eclipse T5100 e o meio de cultura trocado a
cada 3 dias, de acordo com o metabolismo celular.

ApGs atingirem 80-90% da subconfluéncia do frasco, as células foram
subcultivadas. Para tal, o meio de cultura foi retirado e descartado, a monocamada
celular lavada uma vez com a solucdo PBS (tampao fosfato salino). A seguir, o PBS
foi retirado do frasco e descartado e as células foram desaderidas com 3 mL de
solucéo de tripsina, durante 4 minutos, mantida em estufa a 37°C, em atmosfera umida
contendo 5% de COa.

Para a inativacéo da tripsina foi utilizado meio de cultura DMEM ou a-
MEM completos. As células em suspensédo foram transferidas para um tubo Falcon e
centrifugadas na centrifuga Combate® a 1200 rpm durante 4 minutos, a temperatura

ambiente.

O sobrenadante foi removido e o precipitado de células ressuspendido
em 1 ml de meio de cultura DMEM ou a-MEM. Da ressuspenséao foram retirados 10uL
e adicionados 10uL de azul de Trypan 0,4%, onde posteriormente as células foram
transferidas para a camara de Neubauer e, em seguida levada ao microscépio

invertido Nikon Eclipse T5100 para a realizacdo da contagem do nimero de células.

Apo6s o subcultivo as linhagens celulares foram semeadas em placa
de 24 pocos com meio DMEM ou a-MEM, com uma concentracdo de 1x104

células/poco para a realizacao e analise dos ensaios.

Para a perpetuacéo da linhagem celular, fragcbes de suspensdes de
células foram subcultivadas em novas garrafas, dando origem a novas passagens da
cultura. Para todo o experimento foram utilizadas células entre a quinta e vigésima

passagens.



29

Estimulacdo com a Corrente Elétrica Continua (CEC)

Neste estudo foi utilizado a corrente elétrica continua (CEC) através
do equipamento Neurograph da empresa KLD - Biosistemas Equipamentos
Eletronicos Ltda. Foi utilizado juntamente um multimetro da empresa Rontek modelo

TRUT30B congregando a amperagem utilizada conforme Figura 8.

Os eletrodos foram confeccionados de aluminio, devido a sua alta
condutibilidade, onde cada eletrodo possuia uma area de contato com o meio de
cultura de 1 cm? (Figura 10). Foram trabalhadas 3 intensidades de correntes
diferentes: 0.1mA, 0.2 mA e 0.4 mA. Portanto, ao final, obteve-se densidade de

correntes escolhidas em: 0.1 mA/cm?, 0.2 mA/cm? e 0.4 mA/cm?2.

Foram aplicadas as correntes em cada po¢o com uma distancia de 1
cm entre os eletrodos, onde estes ficaram acoplados a borda lateral de cada poco

(Figura 9). O estudo foi realizado em dois tempos distintos de aplicacdo da CEC: 2 e

5 minutos.

Figura 8: Aparelho utilizado na pesquisa

A: llustragdo com a Visdo Superior do equipamento Neurograph — KLD — Biosistemas

Equipamentos Eletronicos Ltda
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30

Figura 9 - Placas com os eletrodos

A: llustragdo com a Visdo do Multimetro e Eletrodos acoplados a placa de 24 pocos; B:
llustragdo modificada com a Visdo dos eletrodos ilustrando a distancia de 1 cm entre os

eletrodos; C: llustracdo modificada ilustrando a aplicacdo da CEC em cada pogo

FONTE: Proprio Autor
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Figura 10 - Eletrodos

A: llustracdo modificada dos eletrodos de aluminio utilizados nos experimentos. A area
ilustrada em vermelho representa a area em contato com o meio de cultura durante a

estimulacéo elétrica — 1 cm?2.

FONTE: Préprio Autor

Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram:

Controle (GC): Células (C2C12, MC3T3 e Osteo-1) crescidas em

meio nas condicdes ideais e sem estimulagao elétrica.

Densidade de Corrente (DC) 0.1 mA/cm? — 2 e 5 minutos (G0.1 -2
e G0.1 - 5): Células (C2C12, MC3T3 e Osteo-1) crescidas em meio nas condicdes
ideais e estimuladas com uma densidade de corrente de 0.1 mA/cm? por 2 e 5 minutos.

Densidade de Corrente (DC) 0.2 mA/cm? — 2 e 5 minutos (G0.2 -2
e G0.2 -5): Células (C2C12, MC3T3 e Osteo-1) crescidas em meio nas condi¢cdes

ideais e estimuladas com uma densidade de corrente de 0.2 mA/cm? por 2 e 5 minutos.

Densidade de Corrente (DC) 0.4 mA/cm? -2 e 5 minutos (G0.4 -2
e G0.4 - 5): Células (C2C12, MC3T3 e Osteo-1) crescidas em meio nas condi¢cdes
ideais e estimuladas com uma densidade de corrente de 0.4 mA/cm? por 2 e 5minutos.
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Experimento

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em dois ensaios
biolégicos.

ApGs 24 horas que a suspensdo celular foi semeada em placas de 24
pocos na concentracéo celular de 1x10* células/poco, sendo trés pocos para cada
grupo experimental e o acréscimo de meio DMEM ou a-MEM, cada poco recebeu o

estimulo elétrico com a CEC conforme seu grupo experimental, ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Representacédo da placa de cultivo celular

llustracdo maodificada com a representacdo da placa de cultivo celular. Cada cor representa
um grupo experimental: Azul Claro: D1. D2 e D3 — GC-02; Amarelo Claro: A1, Bl e C1-G0.1
— 2; Verde Claro: A2, B2 e C2 — G0.2 — 2; Laranja Claro: A3, B3 e C3 — G0.4 — 2; Amarelo
escuro: D4, D5 e D6 — GC - 5; Vermelho: A4, B4 e C4 — G0.1 - 5; Roxo: A5, B5e C5 -G0.2
—5e Marrom: A6,B6e C6-G0.4-5
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FONTE: www.online-shop.eppendorf.com.br, acesso em 26/12/2018

Viabilidade Celular

Para andlise da viabilidade celular foi observado os efeitos da

proliferacéo celular apds a estimulagéo elétrica com CEC, em 1 unico periodo. Os


http://www.online-shop.eppendorf.com.br/
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dados do teste do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
foram obtidos ap6s 48 horas da aplicacdo da corrente elétrica.

Para a realizacao das analises foram semeadas 2 placas de 24 pocos
para a linhagem celular C2C12 e duas para a linhagem celular MC3T3-E1 em ensaios
biolégicos distintos. Em cada placa foram semeados 3 pogcos para cada grupo

experimental (8 grupos).

As placas de 24 pocos foram analisadas pelo teste do MTT 48 horas
apoés as células terem recebidos a CEC. O teste de MTT foi realizado da seguinte
forma: o meio de cultura presente em cada poco foi removido apos a inversao rapida
da placa, foi adicionado a cada poco 400 pL de PBS 1x. Apds a remocao do PBS 1x

foi adicionado 200 pL de MTT em cada poc¢o e incubado em estufa a 37°C por 4 h.

Transcorrido o tempo foi removido o MTT e adicionado 400 uL de
DMSO (sulfoxido de dimetilo) em cada poco. Posterior a adicdo do DMSO, os cristais
formados foram solubilizados repetidas vezes e transferidos 100 pL para a placa de
96 pocos, na qual foi realizado a leitura utilizando o leitor Polaris® densidade 6ptica
(DO) de 570 nm. Os resultados foram calculados e apresentados pela porcentagem

média de viabilidade dos pocos.

Wound Healing

Ambas linhagens celulares (C2C12 e MC3T3), foram cultivadas em 2
placas de 24 pocos (uma para cada linhagem) em dois ensaios biolégicos

independentes.

O monitoramento do crescimento celular ocorreu com 24, 48 e 72 h
ou quando a monocamada celular atingiu uma confluéncia de 90%. Apés a confluéncia
atingir 90% foi realizada com uma ponteira de pipeta P1000, uma risca em local pré-
estabelecido na linha mediana vertical de cada poco, gerando uma lesdo mecanica
na confluéncia celular. Imediatamente apos a obtencao da lesdo mecanica foi aplicado
a CEC nos pocos destinados aos grupos experimentais. As imagens do local da lesé&o
foram adquiridas através de um microscopio invertido Nikon Eclipse T5100, em 0, 24
e 48 h apds a CEC, respectivamente aos grupos presentes nas placas. As imagens

foram analisadas utilizando o programa ImageJ, este destinado ao processamento
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das imagens obtidas. Os resultados foram calculados e apresentados pela média das

areas analisadas.

Ensaio de Diferenciac&o da Linhagem C2C12

A linhagem celular C2C12 foi cultivada em 6 placas de 24 pocos. Em cada
placa foram semeados 3 poc¢os por grupo experimental (8 grupos) totalizando 24
pocos. Apos 24 horas, 0s grupos experimentais foram submetidos a aplicacdo do
estimulo elétrico através da CEC.

Decorrido o tempo de 24 h da estimulacdo com CEC o meio (DMEM) foi
removido dos pogos e em seguida foram lavados com PBS 1x e foi adicionado o meio
de diferenciacdo contendo: DMEM suplementado com soro fetal de cavalo 2%

acrescidos de antibiético-antimicotico.

As placas foram mantidas incubadas em estufa a 37°C. O cultivo celular de
C2C12 foi avaliado em 24, 48 e 96 h, ap6s a suplementacdo com o meio de

diferenciacéo, quanto a sua morfologia.

As imagens foram obtidas utilizando o microscépio invertido Nikon Eclipse

T5100 para a analise da diferenciacdo nos tempos estudados.

Ensaio da Atividade da Fosfatase Alcalina

As células OSTEO-1 foram cultivadas e semeadas em placas de 24
pocos. ApdOs 24 horas as células foram submetidas a aplicacdo do estimulo elétrico
atravées da CEC.

Decorrido o tempo de 24 horas da estimulagdo com CEC o meio
(DMEM) foi removido dos pocos e em seguida foram lavados com PBS 1x e
adicionado o meio de diferenciacdo DMEM acrescido de dexametasona 0,1 uM, acido

ascorbico 0.3 mM e B-glicerolfosfato 10mM.
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O meio de diferenciagéo foi trocado a cada 3 dias e as placas foram
mantidas incubadas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2. A cultura

celular foi avaliada em 7 e 14 dias ap0s a aplicacdo da corrente elétrica continua.

Foi utilizado para a andlise da atividade da Fosfatase Alcalina o
protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest Diagnostico
S.A. — Lagoa Santa — Minas Gerais — MG — Brasil). Este ensaio utiliza o substrato de
timolftaleina monofosfato, um substrato do éster do acido fosforico. Com a utilizacao
do substrato de timolftaleina monofosfato € possivel a medida direta do produto de
hidrélise (reacdo de decomposicdo ou alteragdo de uma substancia pela agua),
alterando o pH, cuja modificacdo é medida fotometricamente através do
espectrofotometro em 540 nm. Um dos principais marcadores da diferenciacéo celular
esta no aumento das atividades das fosfatase, pois estas atuam removendo o grupo

fosfato das moléculas conforme ilustrado na figura 12.

Figura 12 — Atividade da Fosfatase Alcalina

A hidrélise de um fosfomonoéster leva a um fosfato inorganico e um alcool correspondente.

Alkaline Phosphatase
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FONTE: www.google.com.br/imagens, acessado em 30/01/2019

A linearidade dos calculos da fosfatase alcalina foi calculada
multiplicando-se a absorbancia do teste pelo fator de calibragcdo cuja unidade foi

medida em U/L, conforme as férmulas abaixo:

e Fator de Calibragcdo = 45/Absorbancia do Padréo


http://www.google.com.br/imagens
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e Fosfatase Alcalina (U/L) = Absorbancia do Teste x Fator de Calibracéo

Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. As diferencas
entre 0s grupos experimentais foram obtidas pela anélise de variancia (ANOVA), de
uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados
como indicativo de significancia. As analises estatisticas e o0s graficos foram

realizados com o software Graphpad Prisma verséao 7.1.
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RESULTADOS

Os resultados da viabilidade celular da linhagem celular C2C12 apés
a estimulagdo com CEC, mostraram que houve uma diferenga significativa
comparando os grupos testados com CEC em relacdo ao controle, respectivamente

(p<0,05), ilustrado na Figura 13.

N&o foi possivel verificar diferenca significativa na viabilidade celular
desta mesma linhagem celular, quando comparados 0S grupos com mesma
densidade de corrente e tempos distintos (G0.1 — 2 com G0.1 -5, G0.2 — 2 com GO0.2
—-5e G0.4 -2 com G0.4 - 5) como também nao houve diferenca significativa entre os
grupos estimulados com o0 mesmo tempo (G0.1 -2 com G0.2 - 2e com G0.4 -2 e G0.2

— 2 com GO0.4 - 2), conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 13 — Viabilidade celular C2C12 na auséncia (controle) e presenca de tratamento com

CEC utilizando diferentes densidades de corrente e tempos

C: Grupo Controle; *: Comparacédo do Grupo com Densidade de Corrente 0,4 mA/cm? e o
Grupo Controle nos dois tempos avaliados; **: Comparacdo do Grupo com Densidade de
Corrente 0,1 mA/cm? e o Grupo Controle nos dois tempos avaliados; ***: Comparacéo do
Grupo com Densidade de Corrente 0,2 mA/cm? e o Grupo Controle no tempo de 5 minutos;
***%. Comparacéo do Grupo com Densidade de Corrente 0,2 mA/cm? e o Grupo Controle no
tempo de 2 minutos
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FONTE: Proprio Autor
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Os resultados da viabilidade celular da linhagem celular MC3T3-E1
apos a estimulacdo com a CEC, mostraram que houve diferenga somente nos grupos
tratados G0.2 — 2 e G0.4 - 2 em relacéo ao grupo GC - 2 (p<0,005) e houve diferenca
significativa ha comparacao entre os grupos tratados com CEC (G0.1 -5, G0.2-5¢

GO0.4 - 5) e o grupo GC - 5 (p<0,05), conforme ilustrado na Figura 14.

Foi possivel verificar significancia estatistica na viabilidade celular
desta mesma linhagem celular quando comparados os grupos: G0.4 - 2 em relacéo
ao GO0.1 - 2 (p<0,001) como também do grupo G0.4 — 5 em relacdo ao G0.1 — 2
(p<0,05), ilustrados na Figura 14.

Figura 14 — Viabilidade celular MC3T3 na auséncia (controle) e presenca de tratamento com

CEC utilizando diferentes densidades de corrente e tempos

C: Grupo Controle; **; Comparagédo do Grupo com Densidade de Corrente 0,2 mA/cm? e o Grupo
Controle no tempo de 5 minutos; ***; Compara¢do dos Grupos com - Densidade de Corrente 0,2
mA/cm? e o Grupo Controle no tempo de 2 minutos e Densidade de Corrente 0,1 mA/cm? e o Grupo
Controle no tempo de 5 minutos; ****: Comparacdo do Grupo com Densidade de Corrente 0,4 mA/cm?
e o Grupo Controle em ambos os tempos; a: Comparacdo do Grupo com Densidade de Corrente 0,4
mA/cm2 e o Grupo com Densidade de Corrente 0,1 mA/cm2 ambos no tempo de 2 minutos; b:
Comparacao do Grupo com Densidade de Corrente 0,4 mA/cm? no tempo de 5 minutos com o Grupo
com Densidade de Corrente de 0,1 mA/cm? no tempo de 2 minutos
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Quanto ao efeito da estimulacdo elétrica com corrente continua sobre
o wound healing na linhagem celular C2C12 os resultados mostram que houve uma
diferenca significativa na proliferacéo celular no tempo de 2 min, nos grupos tratados
com a CEC em 24 e 48 h comparados com o periodo inicial de Oh (p<0,0001), ilustrado

na Figura 15.

Porém ndo foi possivel verificar significAncia estatistica na
proliferacéo celular desta mesma linhagem quando comparados 0s grupos controle
nos periodos de 24 e 48 h em relagdo ao grupo controle do periodo inicial de Oh no
tempo de 2 minutos (p>0,05) e também Nao foi possivel verificar significancia
estatistica na proliferacdo celular da linhagem C2C12 quando comparados 0S grupos
estimulados com CEC no periodo de 24 e 48h em relacdo aos grupos controle do

mesmao periodo (p>0,05), conforme ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Wound Healing na linhagem celular C2C12 na auséncia (controle) e presenca de
tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de 2 min

C: Grupo Controle; ****: Comparacdo das DC 0,1 mA/cm?, 0,2mA/cm? e 0,4mA/cm? nos
periodos de 24 e 48h em relagdo as mesmas DC do periodo inicial de Oh, respectivamente
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No tempo de 5 min o efeito da estimulagédo elétrica com corrente
continua sobre o wound healing da linhagem celular C2C12, teve como resultado uma

diferenca significativa na proliferacdo celular, na comparagcdo entre as culturas
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celulares tratadas com CEC nos periodos de 24 e 48 h em relagdo as mesmas culturas
tratadas no periodo inicial de Oh (p<0,0001), ilustrado na Figura 16.

Entretanto ndo foi possivel verificar significancia estatistica na
proliferagdo celular desta mesma linhagem quando comparados 0s grupos controle
nos periodos de 24 e 48 h em relagdo ao grupo controle do periodo inicial de Oh no
tempo de 5 minutos (p>0,05) e também n&o foi possivel verificar significancia
estatistica na proliferacdo celular desta linhagem quando comparados oS grupos
estimulados com CEC no periodo de 24 e 48h em relagdo aos grupos controle no
mesmao periodo (p>0,05), conforme ilustrado na Figura 16.

Figura 16 — Wound Healing na linhagem celular C2C12 na auséncia (controle) e presenca de
tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de 5 min

C: Grupo Controle; ****: Comparacéo das DC 0,1 mA/cm?, 0,2mA/cm? e 0,4mA/cm? nos
periodos de 24 e 48h em relagdo as mesmas DCs do periodo inicial de Oh, respectivamente
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Quanto ao efeito da estimulacao elétrica com corrente continua sobre
o wound healing da linhagem celular MC3T3, os resultados mostram que houve uma
diferenca significativa na proliferacdo celular, na comparacdo entre as culturas
celulares tratadas com CEC no tempo de 2 minutos no periodo de 48 h em relagéo as

mesmas culturas tratadas com CEC com o mesmo tempo no periodo inicial de Oh e
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no periodo de 24h (G0.1 -2, G0.2 - 2 E G0.4 — 2 - p<0,0005), conforme ilustrado na
Figura 17.

Foi possivel verificar significancia estatistica na proliferacéo celular da
linhagem MC3T3 quando comparado o grupo estimulado com CEC no tempo de 2
minutos no periodo de 24h, o grupo G0.4 - 2 em relagdo ao mesmo grupo no periodo
de Oh (p<0,05). Nao foi possivel verificar significancia estatistica na proliferacao
celular desta mesma linhagem quando comparados 0s grupos controle nos periodos
de 24 e 48 h em relagéo ao grupo controle do periodo inicial de Oh no tempo de 2
minutos (p>0,05), conforme ilustrado na Figura 17.

Essa estimulacdo com a CEC de baixa intensidade nos remete a
entender que a sintese de DNA celular aumenta e a orientacdo e migracado de
fibroblastos através de um campo elétrico aumenta favorecendo a reparacao do tecido

conhecida como galvanotaxia.

Figura 17 — Wound Healing na linhagem celular MC3T3 na auséncia (controle) e presenca de

tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de 2 min

C: Grupo Controle; *: Comparacéo da DC 0,4 mA/cm? no periodo de 24h em relacéo a mesma
DC no periodo de Oh; ***; Comparagdo das DC 0,1 mA/cm?, 0,2 mA/cm? e 0,4 mA/cm? no
periodo de 48h em relacédo as mesmas DCs nos periodos de 0 e 24h, respectivamente
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Quanto ao efeito da estimulacdo elétrica com corrente continua sobre
o wound healing na linhagem celular MC3T3, os resultados mostram que houve uma
diferenca significativa na proliferacdo celular, na comparacdo entre as culturas
celulares tratadas com CEC no tempo de 5 minutos nos periodos de 48 h em relacéo
as mesmas culturas tratadas com CEC com o mesmo tempo no periodo inicial de Oh
(G0.1-5e G0.2 -5 - p<0,0005 e GO.4 — 5 — p<0,05) e no periodo de 24h (G0.1-5¢€
GO0.2 - 5 - p<0,0005 e G0.4 - 5 — p<0,05) , conforme ilustrado na Figura 18.

N&o houve significancia estatistica na proliferacdo celular desta
mesma linhagem quando comparados os grupos controle nos periodos de 24 e 48 h
em relacdo ao grupo controle do periodo inicial de Oh no mesmo tempo (p>0,05),

conforme ilustrado na Figura 18.

Figura 18 — Wound Healing na linhagem celular MC3T3 na auséncia (controle) e presenca de
tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de 5 min

C: Grupo Controle; **: Comparacgédo das DCs 0,1 mA/cm?e 0,2mA/cm? no periodo de 48h em
relacdo as mesmas DCs nos periodos de 0 e 24h, respectivamente; ****: Compara¢édo da DC
0,4 mA/cm? nos periodos de 24 e 48h, respectivamente, em relacdo a mesma DC no periodo
de Oh
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Essa migracdo ocorre pois as lesdes do tecido carregam cargas
elétricas que se movem quando uma corrente elétrica € aplicada, principalmente a
CEC de baixa intensidade.

Os registros fotogréaficos obtidos apds 24h de incubagdo com o meio
de diferenciacéo e a aplicagcdo da CEC permitiram verificar que n&o houve alteracao
na morfologia entre as células que foram submetidas a aplicacdo da CEC e o grupo
controle. Apés 48h e 96h pbéde ser notado formacdo de células maiores e mais
alongadas nos grupos tratados com CEC em comparacdo as células cultivadas no
grupo Controle no tempo de 2 minutos, conveniente com a formagédo de miotubos.
N&o pbdbde ser notado uma grande quantidade de miotubos formados apds a

estimulacdo com CEC (Figura 19).
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Figura 19 — Avaliacdo da morfologia da linhagem celular C2C12 na auséncia (controle) ou
presenca de tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de

2 min

GC — 2: Grupo Controle de 2 minutos representados pelas ilustracdes Al, A2 e A3 correspondentes a
24h, 48h e 96h respectivamente; G0.1 — 2: Grupo com DC de 0,1 mA/cm2 no tempo de 2 minutos
representados pelas ilustragBes B1, B2 e B3 correspondentes a 24h, 48h e 96h respectivamente; G0.2
— 2: Grupo com DC de 0,2 mA/cm2 no tempo de 2 minutos representados pelas ilustracdes C1, C2 e
C3 correspondentes a 24h, 48h e 96h respectivamente; G0.4 — 2: Grupo com DC de 0,4 mA/cm2 no
tempo de 2 minutos representados pelas ilustrag6es D1, D2 e D3 correspondentes a 24h, 48h e 96h
respectivamente. As setas sdo as indica¢des dos locais onde existem miotubos formados {B2, B3, C2,
C3, D2 e D3}; llustragdes modificadas
24h 48h 96h

FONTE: Proprio Autor
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Os registros fotograficos obtidos apés 24h de incubagcdo com o meio
de diferenciacéo e a aplicagcdo da CEC permitiram verificar que n&o houve alteracao
na morfologia entre as células que foram submetidas a aplicacdo da CEC e o grupo
controle. Apés 48h e 96h pbéde ser notado formacdo de células maiores e mais
alongadas nos grupos tratados com CEC em comparacado as células cultivadas no
grupo Controle no tempo de 5 minutos, conveniente com a formacgéo de miotubos.
N&o pbdde ser notado uma grande quantidade de miotubos formados apds a

estimulacdo com CEC (Figura 20).
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Figura 20 — Avaliacdo da morfologia da linhagem celular C2C12 na auséncia (controle) ou
presenca de tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente no tempo de
5 min

GC — 5: Grupo Controle de 5 minutos representados pelas ilustragfes Al, A2 e A3 correspondentes a
24h, 48h e 96h respectivamente; G0.1 — 5: Grupo com DC de 0,1 mA/cm2 no tempo de 5 minutos
representados pelas ilustragBes B1, B2 e B3 correspondentes a 24h, 48h e 96h respectivamente; G0.2
— 5: Grupo com DC de 0,2 mA/cm2 no tempo de 5 minutos representados pelas ilustragbes C1, C2 e
C3 correspondentes a 24h, 48h e 96h respectivamente; G0.4 — 5: Grupo com DC de 0,4 mA/cm2 no
tempo de 5 minutos representados pelas ilustragées D1, D2 e D3 correspondentes a 24h, 48h e 96h
respectivamente. As setas sdo as indica¢des dos locais onde existem miotubos formados {B2, B3, C2,
C3, D2 e D3}; llustragdes modificadas
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FONTE: Préprio Autor
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Quanto a diferenciacdo por Fosfatase Alcalina da linhagem celular
OSTEO-1, os resultados obtidos mostram que embora no grupo G0.4 — 5 ha um
aumento significativo na quantidade de Fosfatase Alcalina em relacdo aos outros
grupos testados e em relacdo ao Grupo Controle, no periodo de 7 dias, ndo houve
significancia estatistica nesse periodo testado (p>0,999), conforme ilustrado na Figura
21.

Figura 21 — Atividade da Fosfatase Alcalina na linhagem celular OSTEO-1 na auséncia
(controle) ou presenca de tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente

nos tempos de 2 e 5 minutos no periodo de 7 dias

C: Grupo Controle; DC: 0,1 mA/cm?; DC: 0,2 mA/cm?; DC: 0,4 mA/cm? nos tempos de 2 e 5 minutos
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Quanto a diferenciacdo por Fosfatase Alcalina da linhagem celular
OSTEO-1, os resultados obtidos mostram que embora nos grupos G0.2 -5 e G0.4 -
5 h& um aumento significativo na quantidade de Fosfatase Alcalina em relacdo aos
outros grupos testados e em relacdo ao Grupo Controle, no periodo de 14 dias, ndo
houve significancia estatistica nesse periodo testado (p>0,999), conforme ilustrado na

Figura 22.
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Figura 22 — Atividade da Fosfatase Alcalina na linhagem celular OSTEO-1 na auséncia

(controle) ou presenca de tratamento com CEC utilizando diferentes densidades de corrente

nos tempos de 2 e 5 minutos no periodo de 14 dias

C: Grupo Controle; DC: 0,1 mA/cm?; DC: 0,2 mA/cm?; DC: 0,4 mA/cm? nos tempos de 2 e 5 minutos
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DISCUSSAO

O grande desafio da medicina regenerativa, destina-se a desenvolver
estratégias para estimular o processo de reparo tecidual dos tecidos muscular e
0sseo, buscando melhores perspectivas em relacdo ao restabelecimento funcional
dos tecidos (FORBES, 2014). Frequentemente é proposto a utilizacdo de recursos
terapéuticos, como recursos eletrofisicos, que potencializam a interagcdo e a
estimulacdo de células responsaveis pelo processo de reparo, potencializando a
funcao celular e contribuindo para uma reparacéo acelerada e uma melhor qualidade
do novo tecido formado (HAO CHIU et al, 2017).

A corrente elétrica continua é utilizada para o aumento da inducao no
processo de reparacao dos tecidos muscular e dsseo. A corrente elétrica vem sendo
muito utilizada nas aplicacdes biomédicas, e possui um destaque na reparacao
tecidual muscular e éssea dentro da medicina regenerativa (FERNANDES et al, 2010;
JUHAS; BURSAC, 2013).

Em relacdo wound healing obtido no presente estudo, os resultados
mostraram que o comportamento celular da linhagem C2C12 frente a estimulag&o
elétrica continua teve uma aceleracdo no que se refere a variavel de proliferacéo
celular, de maneira geral nos grupos tratados com corrente continua ou nao. A
proliferacédo celular apds 48h foi de quase a totalidade nos grupos estimulados com
CEC com densidades de correntes baixas como também no grupo controle. Kloth e
McCulloch (1996) e Thakral e colaboradores (2017) verificaram que densidades de
correntes baixas influenciam a aceleracdo da proliferacdo celular. Densidades de
Correntes baixas sdo capazes de gerar campo elétrico endégeno e favorecem a
migracéo celular (SONG, et al, 2007). Snyder, Dejulius e Willits (2017) relataram que
o tratamento de lesdo muscular através da estimulacdo elétrica continua por curtos
periodos de tempo é capaz de alterar as funcdes celulares no seu reparo. Porém no

presente estudo, a CEC néo teve agao sobre a linhagem celular estudada.

O ensaio de viabilidade celular é frequentemente utilizado e discutido
na literatura e, de acordo com Mobini e colaboradores (2017), as células viaveis com
metabolismo ativo convertem o reagente em um produto, enquanto as células mortas

nao séo capazes de realizar essa conversao.
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No estudo realizado por Snyder, Dejulius e Willits (2017) relatou que
apos a estimulacgéo elétrica com densidades de corrente variando entre 2,78 mA/cm?
a 18,24 mA/cm? no tempo de 10 minutos, teve uma viabilidade celular muscular maior
em comparacdo com O grupo nao estimulado. No presente estudo os resultados
mostraram que de forma geral a viabilidade celular variou com os estimulos
realizados, pois houve um aumento da viabilidade celular na linhagem C2C12 frente
a estimulacao elétrica continua utilizada com densidades de correntes inferiores ao
estudo anterior citado, sendo 0,1 mA/cm? 0,2 mA/cm? e 0,4 mA/cm?, com uma Unica
estimulacdo nos tempos de 2 e 5 minutos, indicando que o tratamento com corrente

continua foi efetivo.

A diferenciacdo celular consiste em processos que transformam e
especializam as células e apos essas transformacdes, sua morfologia e fisiologia séo
definidas, tornando-as capazes de realizar determinadas fungdes. No estudo realizado
por Langelaan e colaboradores (2011) os miotubos foram observados em todas as
culturas estimuladas eletricamente apos o terceiro dia do processo de diferenciacéao,
porém no estudo realizado por Ostrovidov e colaboradores (2017) os miotubos
comecaram a aparecer apés o segundo dia de estimulacdo elétrica, porém com uma

pequena diferenca significativa na organizacao e alinhamento dos miotubos.

Os resultados do presente estudo obtidos na linhagem celular C2C12
permitiram verificar que ap6s 24h ndo houve diferenciacdo a ponto de diminuir o
namero de células nos grupos estimulados com CEC em relacdo ao grupo Controle.
Apoés 48h até 96h a diferenca passou a ser significativa evidenciando que as células
estimuladas com CEC reduziram sua proliferacdo, condizente com o estagio de final
da diferenciacdo e demonstrando que a estimulacdo elétrica continua pode ser
favoravel a formacéo destes miotubos, principalmente no tempo de estimulacao de 5
minutos e com densidades variando entre 0,2 e 0,4 mA/cm?. Porém em 96h ainda era
possivel encontrar células musculares com aspecto fusiforme ou estrelado
caracteristico de células satélite indiferenciadas (ARTILHEIRO e colaboradores,
2012) mostrando a necessidade de uma nova avaliacdo ap0s 96 h com os tempos e

densidades de corrente estudados.

Estas caracteristicas da inducao realizada no tecido mostram no

7

estudo realizado por Arruda (2010) que o campo elétrico € atil na aceleracdo da

reparagcdo no processo de ossificacdo endocondral. Segundo Fernandes e
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colaboradores (2010) a estimulagéo elétrica proporciona uma proliferagéo celular, pois
aumenta a concentracao citoplasmatica de calcio (tanto pela abertura dos canais de
calcio como pela mobilizacdo do calcio contido em compartimentos intracelulares).
Esse calcio se acopla a ATP-ase, estimulando o crescimento e a reparacdo 0ssea. No
presente estudo os resultados obtidos mostraram que houve um aumento na
proliferacdo celular na linhagem MC3T3 frente a estimulagéo elétrica continua teve
uma aceleracado no que se refere a variavel de proliferacédo celular, de maneira geral
nos grupos tratados com corrente continua ou ndo. A proliferacdo celular apos 48h foi
de quase a totalidade nos grupos estimulados com CEC com densidades de correntes
baixas como também no grupo controle. No estudo realizado por Mishra e
colaboradores (2015) as células osteogénicas proliferaram apd6s a estimulacéo
elétrica. Porém no presente estudo, a CEC ndo teve a¢éo sobre a linhagem celular

estudada.

Quanto a viabilidade celular o presente estudo observou-se que os
resultados de forma geral mostraram que a viabilidade celular variou com os estimulos
realizados, houve um aumento da viabilidade celular na linhagem MC3T3 frente a
estimulacdo elétrica continua utilizada com densidades de correntes variando entre
0,1 mA/cm? e 0,4 mA/cm?, com uma Unica estimulagédo nos tempos de 2 e 5 minutos,

indicando que o tratamento com a corrente continua foi efetivo.

A atividade da enzima fosfatase alcalina também foi fator de
investigacdo e um importante indicador, uma vez que as células pré osteoblasticas e
osteoblasticas sdo desfosforiladas por essa enzima (MISHRA e colaboradores, 2015).
O atual estudo mostrou que a atividade enzimatica proposta embora na densidade de
corrente de 0,4 mA/cm? no tempo de 5 minutos teve um aumento, ndo houve uma
importancia significativa em comparacdo aos grupos nao estimulados e frente aos

outros grupos estimulados com CEC.

O presente estudo mostrou uma viabilidade maior da CEC na
linhagem muscular em relacdo a linhagem 6ssea, mostrando uma maior eficicia da

corrente elétrica em tecidos musculares.

Considerando uma comparacdo entre tempos testados neste atual
estudo, foi observado que densidades de corrente ndo sao necessarias serem altas e

gue independente do tempo houve uma resposta positiva aos objetivos propostos.
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Novas pesquisas precisam ser realizadas para complementar os resultados
alcancados, contribuindo com um desenvolvimento técnico e cientifico favoravel a

utilizacao da corrente elétrica continua na medicina regenerativa muscular e éssea.
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CONCLUSAO

A aplicacdo da CEC com as intensidades baixas a em ambas as
linhagens utilizadas aumentou a viabilidade celular sendo o seu maior efeito na
linhagem muscular, que também apresentou altera¢des na sua morfologia, sugerindo
a utilizacdo da CEC como uma forma promissora na terapia para reparacdo dos
tecidos muscular. Sugere-se que novas pesquisas sejam realizadas complementando

0s resultados obtidos.
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