O EFEITO DA RADIACAO ULTRA SONICA EM CULTURA DE CELULAS DE
FIBROBLASTOS
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Resumo - O fibroblasto € a célula mais comum no tecido conjuntivo sendo o principal responsavel pela
formacéo das fibras e de material amorfo, contribuindo basicamente com a sintese de colageno. A aplicacao
de ultra-som pulsado tem sido amplamente utilizado na area de fisioterapia, principalmente no que se refere
as afecgbes do sistema musculo-esquelético. O presente estudo vem demonstrar a agdo desta terapia, em
diferentes intensidades efetivas, na radiagdo de cultura de células de fibroblasto objetivando definir uma
faixa de estimulacéo de acordo com seus efeitos benéficos e deletérios diante dos tecidos biolégicos.
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Introducao

(0] tecido conjuntivo caracteriza-se,
morfologicamente, por apresentar diversos tipos
de células, separadas por abundante material
intercelular sintetizado por fibroblastos. Dentre
este material intercelular podemos destacar as
fibras colagenas, elasticas e reticulares que se
distribuem nas variedades de tecido conjuntivo,
sendo essas fibras responsaveis pelas
propriedades dos tecidos. O colageno é
sintetizado por diversos tipos celulares, como
fibroblasto, osteoblasto, odontoblasto, condrécito e
célula muscular lisa [1].

Devido a tais caracteristicas, o colageno tem
sido objeto de estudo de inUmeros pesquisadores,
que procuram desenvolver equipamentos e
também metodologias que auxiliem os processos
naturais existentes no corpo humano, de forma a
obter um melhor e mais eficaz resultado no
tratamento de sistemas biolégicos.

O ultra-som terapéutico, por sua vez tem se
mostrado como um recurso de grande importancia
no que diz respeito as afeccdes musculo-
esquelético [2]. O equipamento de ultra-som
consiste em um gerador que produz corrente
elétrica alternada de alta freqiiéncia, que em
seguida é convertida por um transdutor em
vibragbes mecénicas ou acusticas. O transdutor
possui um cristal que faz a conversao de corrente
alternada de alta frequéncia em vibracdes
mecanicas, devido ao efeito piezoelétrico [3].

Os cristais de quartzo sdo os mais utilizados
juntamente com os materiais ceramicos sintéticos
como titanato de bario e titanato zirconato de

chumbo — PZT [4]. Com relagdo aos efeitos fisicos
produzidos pelo ultra-som, conseguimos obter
respostas significativas nos tecidos biologicos,
podendo ser classificados como térmicos e
mecanicos [5, 6]. Com isto o ultra-som continuo
caracteriza-se pela produgdo de calor enquanto
que o pulsado pode apresentar-se de forma
reduzida devido a fragmentac&o na propagacéo da
onda [7]. O objetivo do presente estudo foi verificar
o efeito da radiacdo ultra-sénica modo pulsado,
em diferentes intensidades, aplicada em cultura de
células de fibroblastos CHO - K1, avaliando a
morfologia celular.

Materiais e Métodos

Linhagem celular - Células CHO-K1
(fibroblasto de ovéario de Hamster) foram obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e
cultivadas em meio Ham-F12 (Gibco-Invitrogen),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino-SFB
(Gibco-Invitrogen).

Ultra-som - Foi utilizado aparelho de Ultra Som
marca KLD - Biosistemas Equipamentos
Eletrénicos Ltda, modelo Avatar Ill, com 01
cabecote, de um 1MHz , com ERA de 1 cm?,
devidamente calibrado pelo fabricante.

Irradiacdo — A monocamada de células CHO-
K1, foram colhidas por tripsinizacéo e a suspensao
celular foi centrifugada por 5 minutos em 8000 rpm
e o0 sedimento ressuspenso em meio Ham-F12
suplementado com 10% de SFB. As células foram
plagueadas em pocos individuais em placas (TPP)
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de 12 pocos e mantidas overnight a 37°C em
atmosfera de 5% de CO..
Parametros do Ultra-Som

Frequéncia | Modo de | Indice de | Tempo de | Intensidade
de emissdo | modulacdo | irradiagdo efetiva
modulagéo % wicm?
Hz
100 pulsado 20 2 0,6
minutos 0,8
1,0
2,0

Para realizacdo da radiagdo foram separados
0s seguintes grupos: controle (que ndo recebeu
radiacdo) e de acordo com as intensidades
efetivas acima citadas. Para a radiacdo ultra-
sbnica utilizamos placas de 12 pocos com 2,4 mm
de didmetro e 1,8 mm de profundidade, contendo a
cultura de células. Para um bom acoplamento da
interface do ultra-som e propagacdo da onda
mecanica o0s volumes dos pogos foram
completados com meio HAM F-12 até a borda;
assim sendo, realizou-se a aplicagdo por 2
minutos em cada poco. Apds este periodo as
culturas foram avaliadas ao microscépio invertido,
marca Leica DMIL para andlise morfologica e
registro das imagens.

Resultados
A sequir, observar-se as imagens das culturas

de células, apés radiagcdo ultra-sbnica, de acordo
com cada intensidade efetiva utilizada:

= 3 O o A
Fig. 01 - Cultura de Fibroblasto. Grupo controle observa-
se morfologia alongada caracteristica deste tipo celular.
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Fig. 02 - Cultura de Fibroblasto. Grupo irradiado com
intensidade de 0,6 w/cm?. Nota-se a manutencéo da forma
e integridade (seta) das células apds o tratamento.

Fig. 03 - Cultura de Fibroblasto. Grupo irradiado com
intensidade de 0,8 w/cm?. Observa-se perda de adesao de
algumas células e alteragdo na morfologia das mesmas
(seta).

e ok i Y, b=
Fig. 04 - Cultura de Fibroblasto. Grupo irradiado com
intensidade de 1,0 w/cm®. Observa-se a presenca de
fragmentos celulares (seta) e redugdo das células
aderidas (estrela).
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Fig.”C')5 - Cultura de i:ib'roblastd Grupo irradiado com
Intensidade de 2,0 w/cm®. Observa-se completa perda de
adesdo com agregacao de fragmentos celulares (seta).

Discusséo

A analise dos resultados através da observacao
morfologica apds aplicagdo do ultra-som pulsado
de baixa e média intensidade demonstra que se
mantendo a freqiiéncia e o indice de modulacéo,
variando a intensidade, as células apresentam
alteracdes irreversiveis prejudicando a proliferacéo
celular. A literatura relata que a aplicacédo do ultra-
som de baixa e média intensidade é eficaz na
preservacdo da estrutura celular e conseqlente
bioestimulacao do tecido alvo [8, 9]. Os resultados
obtidos “in vitro” demonstram a necessidade do
controle das intensidades utilizadas de acordo
com o quadro das lesdes.

Mantendo-se a freqiéncia e indice de
modulacdo e utilizando-se intensidades de 0,6 a
0,8 W/cm? obtivemos melhores resultados, uma
vez que as culturas foram mantidas pds-radiacao
por até 72 horas [10]. O aumento da intensidade
demonstra uma tendéncia a reducao de células
viaveis, acarretando morte celular na primeira hora
poés-radiacdo, contudo os resultados apresentados
exibem alteragBes na membrana de diversos tipos
de células, onde foram observadas alteracdes
severas com conseqlente destruicdo, até
alteragbes mais sutis, apOs radiacdo com ultra-
som [11]. O efeito destrutivo do ultra-som pode ser
suprimido pela radiacdo sob pressdo, o que
sugere que a cavitagdo seja 0 mecanismo fisico
responsavel [12].

Através dos dados obtidos pretendemos avaliar
a estimulacdo de secrecdo de colageno pelos
fibroblastos, acrescentando que o grau de
resposta dependerd diretamente da intensidade
[13].

Concluséao

De acordo com a literatura, a a¢édo do ultra-som
em meio biolégico, pode provocar tanto efeitos
benéficos como deletérios, dependendo da
dosimetria utilizada.

Conclui-se entdo que, na forma pulsada
predominam os efeitos ndo térmicos ou
mecéanicos, onde as vibracdes ultra-sbnicas
causam compressbes e expansfes nos tecidos;
contudo as aplica¢cbes de ultra-som utilizando altas
intensidades de energia desencadeiam mudancas
de pressdo alterando toda estrutura celular (e
consequente dano tecidual). Assim, pode-se
afirmar que, o ultra-som apresenta efeitos
terapéuticos, desde que, sejam observadas
intensidades especificas para cada tipo de leséo,
preservando as caracteristicas fisicas do tecido.
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