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Resumo 

Introdução: A insuficiência cardíaca (IC) está associada a miopatia dos músculos 

esqueléticos dos membros, com perda da massa muscular, diminuição na proporção das 

fibras do tipo I (contração lenta) e aumento na proporção das fibras do tipo II (contração 

rápida). É provável que alterações na expressão de fatores de transcrição pertencentes à 

família “basic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, 

Myf5 e o MRF-4, conhecidos como fatores de regulação miogênica (MRFs), sejam 

responsáveis pelas mudanças nos tipos de fibras. Enquanto que a Miogenina é expressa 

em níveis superiores aos da MyoD em músculos lentos, o oposto é verdadeiro para 

músculos rápidos. Similarmente, a MyoD está associada com a expressão das isoformas 

de miosina de cadeia pesada rápidas dos tipos IIX e IIB. Estudos in vitro, demonstraram 

que o TNF-� inibe a expressão de MyoD e miogenina diminuindo a atividade de genes 

músculo específicos. A ação do TNF-� diminuindo a expressão da MyoD mostra-se 

mais acentuada quando em associação com o IFN-�, no entanto, há poucas informações 

na literatura a respeito do papel desta associação na expressão dos fatores de regulação 

miogênica, in vitro.

Objetivo: Avaliar a expressão dos fatores de regulação miogênica, MyoD, miogenina, 

Myf5, e MRF-4 em cultura de mioblastos C2C12 submetidos ao TNF-�/IFN-�.

Resultados: Nossos resultados mostraram um aumentou na expressão dos gene MyoD, 

Myf5 e miogenina sob tratamento com IFN-� quando comparado aos grupos controle  e 

TNF-�/IFN-�. A expressão gênica do MRF-4 na cultura de células não foi detectada em 

nenhum dos grupos analisados. O GAPDH foi utilizado para normalizar os valores de 

expressão dos outros genes analisados.

Conclusão: O presente estudo demonstrou que o IFN-� exógeno administrado à 

culturas de mioblastos de C2C12 diferenciados em miotubos tem influência sobre a 

proliferação e diferenciação destas culturas, já que MyoD, Myf5 e miogenina 

apresentaram expressão de mRNA aumentada.
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1. Introdução

A insuficiência cardíaca (IC) constitui um importante problema clínico devido à 

gravidade de suas manifestações e a sua prevalência. Dados obtidos nos Estados Unidos 

e na Europa mostram que a incidência média de IC é de 1 a 5 casos por 1000 

habitantes/ano, e sua prevalência é de aproximadamente 1% a 2% da população (Cowie 

et al., 1997). No Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da Saúde em 2005, 

as doenças do aparelho circulatório, em especial a IC, são a segunda maior causa de 

internações somando 10,34% do total em todo o país (Ministério da Saúde/SE/Datasus – 

Sistema de Informações Hospitalares do SUS, 2008). 

Entre os principais sintomas da IC encontram-se: dispnéia, intolerância para 

realizar exercícios físicos e redução da atividade locomotora, associada com fadiga de 

membros inferiores (Poole-Wilson & Ferrari, 1996; Wilson, 1996; Bigard et al., 1998). 

Embora vários fatores tenham sido descritos como responsáveis pelo desenvolvimento 

de fadiga nos pacientes com IC, sua etiopatogenia ainda não está completamente 

esclarecida. Esse fenômeno é decorrente, em parte, da presença de atrofia da 

musculatura esquelética, observada em 68% dos pacientes com essa síndrome (Mancini

et al., 1992; Harrington et al., 1997; Poehman, 1999). Outro fator responsabilizado pelo 

desenvolvimento da fadiga é a presença de alterações na freqüência dos tipos de fibras 

nos músculos esqueléticos; há diminuição na proporção das fibras do tipo I, de 

contração lenta, e aumento na proporção das fibras do tipo II, de contração rápida 

(Lipkin et al. 1988; Sullivan et al. 1990; Mancini et al. 1992; De Sousa et al. 2000). A 

IC induz expressão de isoforma de cadeia pesada de miosina (MHC) em direção a 

isoforma rápida (Vescovo et al. 1998a; Simonini et al. 1996), a qual está relacionada 

com a severidade da IC (Spangenburg et al. 2002). Dados do nosso laboratório também 

demonstraram mudanças na composição das isoformas da miosina e na proporção dos 
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tipos de fibras durante a transição de hipertrofia ventricular para IC (Carvalho et al., 

2003).  

Os mecanismos responsáveis pelas alterações na composição das isoformas da 

miosina no músculo esquelético, em presença de IC, não estão completamente 

definidos. É provável que fatores de transcrição pertencentes à família “basic helix-

loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 e o MRF-4, 

conhecidos como fatores de regulação miogênica, sejam responsáveis pelas mudanças 

nos tipos de fibras. Na miogênese, esses fatores transcricionais músculo-específicos 

regulam a ativação, proliferação e diferenciação de células miogênicas. A MyoD e a 

Myf5 são expressos em mioblastos na fase de proliferação, que antecede a de 

diferenciação, enquanto que a Miogenina e o MRF-4 são expressos em células no final 

da fase de diferenciação (Megeney & Rudnicki, 1995).  Esses fatores ligam-se a 

seqüências de DNA (5´-CANNTG-3´), conhecidas como Ebox, presentes na região 

promotora de vários genes músculo–específicos, levando à expressão dos mesmos 

(Murre et al., 1989). 

Na fibra muscular adulta, a Miogenina e a MyoD também podem estar 

envolvidas na manutenção do seu fenótipo, rápido ou lento; a Miogenina é expressa em 

níveis superiores aos da MyoD em músculos lentos, enquanto que o oposto é verdadeiro 

para músculos rápidos (Hughes et al., 1993; Voytik et al., 1993). Similarmente, a MyoD 

é associada com a expressão das isoformas de miosina de cadeia pesada rápidas dos 

tipos IIX e IIB (Hughes et al., 1993; Hughes et al., 1997, Mozdiziak et al., 1998; 

Mozdiziak et al., 1999, Seward et al., 2001). Como na IC existe uma transição das 

isoformas de miosina de lenta para rápida, é provável que essa alteração seja decorrente 

de uma mudança na expressão dos fatores de regulação miogênica, MyoD e miogenina. 
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Na IC, sabe-se que os níveis plasmáticos de TNF-� (fator de necrose tumoral) , 

bem como seus receptores solúveis encontram-se elevados (Levin et al., 1990; 

Mcmurrue et al., 1991; Dukta et al., 1993, Anker et al., 1999). Estudos in vitro, 

demonstraram que o TNF-� inibe a expressão de MyoD e miogenina diminuindo a 

atividade de genes de miosina de cadeia pesada durante a miogênese (Szalay et al. 

1997). A ação do TNF-� diminuindo a expressão da MyoD mostra-se mais acentuada 

quando em associação com o IFN-� (interferon-gama) (Acharyya et al., 2004), no 

entanto, há poucas informações na literatura a respeito do papel do TNF-�/IFN-� na 

expressão dos fatores regulação miogênica, miogenina e MRF-4. 
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2. Objetivos

2.1.Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a expressão dos fatores de regulação 

miogênica, MyoD, Myf5, miogenina, e MRF-4, em cultura de mioblastos submetidos a 

tratamentos contendo TNF-� e IFN-�. 

2.2.Específicos 

1. Padronizar culturas de mioblastos. Cultivo, expansão e manutenção; 

2. Padronizar a forma de tratamento de TNF-�/IFN-� a ser utilizada nas culturas de 
mioblasto; 

3. Padronizar condições de uso para os primers escolhidos para a realização de RT-
PCR; 

4. Analisar efeitos dos tratamentos realizados sobre as culturas de mioblastos 
utilizando o RT-PCR; 

5. Analisar estatisticamente os dados encontrados. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1.Cultura Celular 

As células C2C12, uma linhagem comercial de mioblastos, foram adquiridas do 

Banco de Células do Rio de Janeiro, sendo que as mesmas foram enviadas em fase de 

proliferação em garrafas de 25cm3, imersas em meio de cultura Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Médium (DMEM). 

 Inicialmente, o meio de cultura foi retirado e as células foram tripsinizadas para 

que pudéssemos expandir as culturas. Foi utilizada a tripsina (0.25% tripsina em 1mM 

EDTA),  para soltar as células da superfície da garrafa. Assim, ao final da primeira 

tripsinização, passamos a ter dois grupos de células: um grupo de expansão e um grupo 

utilizado para o experimento. Cada grupo foi constituído por metade das células 

tripsinizadas.  No grupo de expansão, as células foram cultivadas em garrafas com 

DMEM + 20% soro fetal bovino (FBS) até atingirem uma confluência de 80% e então 

foram expandidas novamente. A outra metade das células foi transferida para placas de 

6 poços formando o grupo de estudo (Figura 1). Esse procedimento foi adotado até 

conseguirmos todos os grupos de estudo em quantidades adequadas (controle e 

submetidos ao tratamento com TNF-� (5 ng/mL), IFN-�  (50 U/mL) e TNF-� + IFN-�  

(5 ng/mL + 50 U/mL). 

3.2.Esquema de tratamento das culturas celulares 

Decorridos seis a sete dias do plaqueamento, quando os mioblastos já estavam 

diferenciados em miotubos, iniciou-se o tratamento das culturas. Os miotubos foram 

tratados com TNF-� (5 ng/mL), IFN-�  (50 U/mL) e TNF-� + IFN-�  (5 ng/mL + 50 

U/mL) por 48 horas (Acharyya et al., 2004). O TNF-� e o IFN-� foram diluídos para a 

6 
�



concentração desejada no meio de cultivo das células e as culturas controles não foram 

tratados com as interleucinas. Após as 48 horas de tratamento, as células foram 

dissociadas com TRIzol e congeladas em nitrogênio líquido para posterior extração do 

RNA. 

3.3.Extração do ácido ribonucléico (RNA) 

Em cada grupo de estudo, as células foram lisadas com TRIzol® (1 mL de 

TRIzol/3.5 cm do diâmetro das placa). O TRIzol®, solução monofásica de fenol e 

guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a integridade do RNA durante a 

lise celular que ocorre no processo de homogeneização. O material insolúvel resultante 

da homogeneização foi retirado por centrifugação a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. 

Essa solução foi coletada e transferida para um tubo de 1,5mL e incubada durante cinco 

minutos à temperatura ambiente para permitir a completa dissociação dos complexos 

núcleo-protéicos. Após esse período, foi acrescentados 0,2mL de clorofórmio, por mL 

de TRIzol utilizado, homogeneizado vigorosamente e incubado novamente, desta vez, 

por três minutos, à temperatura ambiente. Após essa segunda incubação, o material foi 

centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos, a 4°C. 

Para a precipitação do RNA, a fase aquosa formada, após a centrifugação do 

material, foi separada e precipitada por intermédio da incubação com 0,5mL de 

isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente), durante 10 minutos, à 

temperatura ambiente. Em seguida, o material foi novamente centrifugado a 12.000 x g 

por 10 minutos a 4°C. O sedimento de RNA formado foi lavado com 1mL de etanol 

75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500 x g por cinco 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, após a remoção do 

excesso de líquido do fundo do tubo, o pellet de RNA foi seco em temperatura ambiente 
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durante cinco minutos. O RNA total foi dissolvido em água destilada e livre de DNase e 

Rnase (Gibco®), incubado por 10 minutos a 60ºC (para a inativação de qualquer 

possível resíduo de RNase) e, finalmente, armazenado à –80°C. O RNA foi quantificado 

por espectrofotometria a 260 nm, usando-se o fator de correção próprio para o RNA 

(40). Foi também determinada a razão entre 260 e 280 nm, este dado nos forneceu uma 

estimativa da qualidade da extração (Tabela II). 

3.4.Gel analítico de agarose para verificação da integridade do RNA 

A qualidade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.  A 

eletroforese foi realizada na corrente constante de 70mÅ por aproximadamente 45 

minutos. Terminada a eletroforese, o gel foi corado com SYBR safe (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e  sobre o Foto UV 450 DNA Transilluminator, da 

Fotodyne Incorporated, o RNA foi visualizado e fotografado, com filme de revelação 

instantânea 677 da Polaroid (Figura 2). 

As amostras que se mostraram íntegras foram utilizadas como substrato para a 

transcrição reversa. 

3.5.Tratamento do RNA com Dnase 

Conforme as instruções do protocolo DNase I – Amplification Grade 

(Invitrogen�), o RNA total, destinado à reação de transcrição reversa, foi transferido 

para um microtubo estéril contendo 1mL de tampão DNase I (1 unidade/mL) e água 

destilada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e autoclavada na quantidade 

suficiente para completar 10�L de solução. Essa solução permaneceu à temperatura 

ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1�L de EDTA (25mM) e 

incubada a 65ºC por 10 minutos. 
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3.6.Transcrição Reversa do RNA (RT) 

A transcrição reversa é um processo que converte as moléculas do RNA em 

ácido desoxirribonucléico complementar (cDNA). A transcrição reversa do RNA total 

obtido das células foi realizada incubando-se, por 5 minutos a 75 °C, alíquotas contendo 

1 �g de RNA total ao qual foi adicionado 1 �l de Ramdon Primers e 13 �l de H2O com 

DEPC por amostra. Em seguida, foi adicionado 11 �l de uma mistura composta de 4 �l 

de água DEPC, 5 �l de tampão de transcriptase reversa (MMLV reverse transcriptase 

5X buffer), 1,3 �l de dNTPs 10 mM, 0.625 �l de RNA Inhibitor (inibidor de RNAses), 

1 �l de enzima de transcriptase reversa. A mistura foi incubada a 42 °C durante uma 

hora, posteriormente seguido por um período de 15 minutos a 75 °C. 

3.7.Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

PCR é uma técnica utilizada para se obter grandes quantidades de uma 

determinada seqüência-alvo do DNA. A seqüência-alvo a ser amplificada é identificada 

por primers que reconhecem parte desta seqüência no cDNA por complementaridade de 

bases. O DNA é formado por duas cadeias complementares associadas, formando uma 

dupla fita; portanto, são necessários 2 primers (sense e antisense) com capacidade de 

reconhecer a seqüência-alvo em cada uma das fitas. A hibridização dos primers na 

seqüência-alvo marca o local do início da síntese: o sense demarca a síntese no sentido 

3’-5’ da cadeia de cDNA e o antisense no sentido inverso. Na reação de PCR, a 

seqüência-alvo é amplificada em cópias pela ação da enzima Taq DNA Polymerase� 

(Invitrogen).       

Para a realização da reação de PCR, alíquotas de 1 μl  de cDNA  foram 

amplificadas utilizando 0.2 mM de cada primer (Tabela 1), tampão de PCR sem Mg 1X, 
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MgCl2 1.5 mM, dNTPs (0.2 mM ) e 1 unidade de Platinum Taq DNA Polimerase 

(Invitrogen), em um volume final de 25 μl.  

Os primers utilizados foram (Tabela I): MyoD, Myf5, miogenina, MRF4 e 

GAPDH. Todos os primers foram sintetizados comercialmente e ressuspensos em água 

autoclavada para uma concentração de 10 �M. 

Os ciclos utilizados para cada jogo de primers foram padronizados para 

determinação do número de ciclos de PCR dentro da fase de aumento linear dos sinais 

de expressão gênica com o incremento do número de ciclos. Ao final dos ciclos, 5 �l do 

produto da reação de PCR será analisado em gel de agarose 1% em tampão TBE (1x) e 

corado com SYBR safe (Invitrogen®). 

As bandas referentes à amplificação dos fatores transcricionais e do controle 

interno foram visualizadas em transiluminados, fotografadas e analisadas 

densitometricamente. Os valores dos produtos do PCR foram normalizados pelos 

valores dos produtos do gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). 
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3.8.Análise estatística dos dados 

Os resultados estão apresentados como média � DP. Para a análise estatística dos 

dados utilizamos a Análise de Variância, seguida do teste de comparação múltipla de 

Tukey-Kramer. Uma diferença de 5% foi considerada estatisticamente significativa. 
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4. Resultados e Análise Estatística 

4.1.Cultura Celular 

Os procedimentos descritos em Materiais e Métodos para a proliferação e 

diferenciação dos mioblastos C2C12 foi adotado até conseguirmos todos os grupos 

estudados (controle e submetidos ao tratamento com TNF-� (5 ng/mL), IFN-� (50 

U/mL) e TNF-� + IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL). 

Na figura 1 podemos observar dois estágios de desenvolvimentos das culturas de 

C2C12. 

 

Figura 1: Cultura de mioblastos C2C12. A: mioblastos (seta) com 2 dias de cultura. B: 
mioblastos (seta) com 6 dias de cultura; miotubos(*). 
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4.2.Espectrofotometria

As amostras de RNA extraídas das culturas de C2C12 foram quantificadas por 

espectrofotometria. Foram realizadas leituras de absorbância à 260nn e 280nn e a partir 

destas leituras, a razão 260nn/280nn foi calculada para estimar a qualidade do RNA 

extraído. Valores de razão superiores a 1,65 são considerados bons. Os dados obtidos 

estão representados na Tabela II. 

Amostra 260nn 280nn Razão (r) 
C1 0,162 0,077 2,10 
C2 0,446 0,219 2,04 
C3 0,402 0,197 2,04 
C4 0,413 0,212 1,94 
C5 1,265 0,635 1,99 
C6 1,117 0,545 2,05 

TA1 0,506 0,258 1,96 
TA2 0,811 0,402 2,02 
TA3 1,183 0,588 2,01 
TA4 0,701 0,344 2,04 
TA5 0,944 0,465 2,03 
TA6 0,738 0,365 2,02 
TB1 1,292 0,637 2,03 
TB2 1,177 0,585 2,01 
TB3 1,104 0,562 1,96 
TB4 1,193 0,633 1,88 
TB5 0,182 0,090 2,02 
TC1 1,196 0,593 2,02 
TC2 1,059 0,526 2,01 
TC3 0,811 0,446 1,82 
TC4 1,063 0,523 2,03 
TC5 1,322 0,682 1,94 

Tabela II: Análise espectrofotométrica das amostras de RNA extraídos de culturas C2C12 de 
mioblastos diferenciados em miotubos. C*: amostras representantes do grupo controle; TA*: 
amostras representantes do grupo tratado com TNF-�; TB*: amostras representantes do grupo 
tratado com TNF-� /IFN-�; TC*: amostras representantes do grupo tratado com IFN-�. 
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4.3.Gel analítico de agarose para RNA 

 As amostras de RNA extraídas das culturas de C2C12 foram submetidas a 

análise de qualidade por gel de agarose 1%. Os resultados obtidos estão 

representados na Figura 2. 

��28s�
��28s�

��18s� ��18s�

��28s���28s�

��18s�
��18s�

 

Figura 2: Gel analítico para análise da qualidade do RNA extraído das culturas de C2C12. (A): 
Controle; (B): células tratadas com TNF-�; (C): células tratadas com TNF- �/IFN-�; (D): 
células tratadas com IFN-�. C*: amostras controle; TA*: amostras tratadas com TNF- �; TB*: 
amostras tratadas com TNF- �/IFN-�; TC*: amostras tratadas com IFN-�. 
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4.4.RT-PCR - análise dos níveis de expressão dos MRFs 

O RT-PCR é um método de análise semi-quantitativo. Todos os dados 

encontrados a partir deste experimento foram quantificados através da densitometria das 

bandas de cDNA amplificado pelos pares de primers específicos. Tais bandas foram 

obtidas de géis de agarose (figuras 3,5 e 7) referentes aos produtos das reações de PCR, 

os quais foram fotografados e então analisados. 

Os resultados da densitometria de bandas foram usados para a realização dos 

cálculos estatísticos e os dados obtidos estão expressos nos gráficos das figuras 4, 6 e 8. 

 

� MyoD: O tratamento com IFN aumentou a expressão do gene MyoD quando 

comparado aos grupos controle  (p<005) e TNF+IFN (p<0,01) (Figuras 3 e 4). 

Figura 3: Expressão do gene MyoD, de células extraídas das culturas de mioblastos C2C12. 
Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-
� (5 ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado 
com IFN-� (50 U/mL).
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Figura 4: Expressão do gene MyoD, de células extraídas das culturas de mioblastos C2C12. 
Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-� (5 ng/Ml); TNF+IFN: grupo tratado 
com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-� (50 U/mL). #: versus 
grupo controle (p<0,05); **: versus grupo TNF+IFN (p<0,01). 

 

� Miogenina: O tratamento com IFN aumentou a expressão do gene miogenina 

quando comparado ao grupo controle (p<005) (Figuras 5 e 6).

 
Figura 5: Expressão do gene Miogenina, de células extraídas das culturas de mioblastos 
C2C12. Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado 
com TNF-� (5 ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo 
tratado com IFN-� (50 U/mL). 
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Figura 6: Expressão do gene Miogenina, de células extraídas das culturas de mioblastos 
C2C12. Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-� (5 ng/Ml); TNF+IFN: grupo 
tratado com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-� (50 U/mL). #: 
versus grupo controle (p<0,05). 

� Myf5: O tratamento com TNF+IFN diminuiu expressão do gene Myf5 quando 

comparado aos grupos TNF (p<005) e IFN (p<0,05) (Figuras 7 e 8).

Figura 7: Expressão do gene Myf5, de células extraídas das culturas de mioblastos C2C12. Gel 
de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-� (5 
ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado com 
IFN-� (50 U/mL). 
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Figura 8: Expressão do gene Myf5, de células extraídas das culturas de mioblastos C2C12. 
Controle: grupo controle; TNF: grupo tratado com TNF-� (5 ng/Ml); TNF+IFN: grupo tratado 
com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); IFN: grupo tratado com IFN-� (50 U/mL). * e @: 
versus grupo TNF+IFN (p<0,05). 

 
� MRF-4: A expressão gênica do MRF-4 na cultura de células não foi detectada 

em nenhum dos grupos analisados (dados não demonstrados). 

 

� GAPDH: Foi usado para normalização dos valores referentes aos demais genes 

sendo detectado em todos os grupos experimentais com uma expressão igual (Figura 9). 

Figura 9: Expressão do gene GAPDH, de células extraídas das culturas de mioblastos C2C12. 
Gel de agarose (1%) corado com SYBR safe: (A): grupo controle; (B): grupo tratado com TNF-
� (5 ng/Ml); (C): grupo tratado com TNF- �/IFN-� (5 ng/mL + 50 U/mL); (D): grupo tratado 
com IFN-� (50 U/mL).
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5. DISCUSSÃO 

A proposta desta investigação foi determinar a expressão de mRNA dos fatores 

de regulação miogênica, MyoD, Myf5, Miogenina e MRF-4 em culturas de mioblastos, 

C2C12 após diferenciação até estágio de miotubos, submetidos a tratamento com TNF-

�/IFN-�. As culturas de C2C12 foram expandidas até que fosse atingida uma 

confluência de 80% da superfície de plaqueamento, então estas células foram tratadas 

para se diferenciarem em miotubos. Ao atingir este nível de diferenciação as culturas 

foram submetidas ao tratamento com fator de necrose tumoral (TNF-�), interferon-� 

(IFN-�), e a associação do TNF-�/IFN-�. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com IFN-� aumentou a expressão 

do gene MyoD quando comparado aos grupos controle  e TNF-�/IFN-�, bem como 

aumentou a expressão do gene miogenina quando comparado ao grupo controle. A 

expressão do gene Myf5 também aumentou sob tratamento IFN-� comparado aos 

grupos TNF-� e IFN-�. A expressão gênica do MRF-4 na cultura de células não foi 

detectada em nenhum dos grupos analisados. Para a normalização dos valores dos genes 

acima citados foi utilizado o gene constitutivo GAPDH detectado em todos os grupos 

experimentais. 

MyoD, Miogenina, Myf5 e o MRF-4 são conhecidos fatores de transcrição 

pertencentes à família “basic helix-loop-helix” (bHLH). Esses fatores são músculo-

específicos e regulam a ativação, proliferação e diferenciação de células miogênicas. 

MyoD e Myf5 são os fatores de regulação miogênica responsáveis pela proliferação dos 

mioblastos expressos anteriormente a fase de diferenciação destas células. A miogênina 

e o MRF-4 são fatores de regulação miogênica expressos nas células em final de 

diferenciação (Megeney & Rudnicki, 1995). 
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Neste trabalho MyoD, Myf5 e Miogenina apresentaram aumento de expressão 

em C2C12 tratadas com IFN-�. Estudos in vitro demonstraram que IFN-� e seus 

receptores são expressos em culturas de mioblastos C2C12 e que o bloqueio destes 

receptores causa uma redução na proliferação e fusão destas células (Cheng et al., 

2008). Em um estudo in vivo, camundongos transgênicos modificados para super-

expressarem constitutivamente IFN-� apresentaram miopatias necrotizantes (Shelton et

al., 1999). Por outro lado, outro estudo demonstrou que com administração controlada e 

não constante de IFN-� exógeno ocorreu uma melhora aparente no processo de 

cicatrização de músculo esquelético lesado (Foster et al., 2003). 

Alguns estudos reportaram que o IFN-� exógeno tem influência na proliferação e 

diferenciação de culturas de mioblastos derivados de músculo humano, de galinha e de 

rato (Fisher et al., 1983; Tomita & Hasegawa, 1984; Kalovidouris et al.,1993; Kelic et

al.,1993). Estes estudos permitem inferir que, o tratamento das culturas de mioblastos 

C2C12 com IFN-� estimulou a proliferação e diferenciação dos mioblastos conforme 

demonstrado pelo aumento da expressão dos fatores MyoD, Myf5 e Miogenina em 

nosso estudo. 

O TNF-� é uma citocina produzida por macrófagos ativados que se encontra 

elevada em diversas condições patológicas como na AIDS, cânceres e insuficiência 

cardíaca (Levin et al., 1990; Mcmurrue et al., 1991; Dukta et al., 1993, Anker et al., 

1999). 

Segundo trabalhos encontrados na literatura o TNF-� isoladamente inibe a 

expressão de fatores reguladores miogênicos como MyoD e miogenina em culturas de 

mioblastos C2C12 (Szalay et al., 1997; Chandran et al., 2007) e em culturas primárias 

de músculo esquelético (Larsen et al., 2008). Tem sido demonstrado que a associação 

entre o TNF-� e o IFN-� reduz de forma mais acentuada a expressão da MyoD tanto em 
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culturas de mioblastos C2C12 como em músculo esquelético de camundongos 

(Acharyya et al., 2004). No entanto, estes resultados contradizem os achados do 

presente estudo. 

Os mecanismos pelos quais o TNF-� inibe a miogênese ainda são bastante 

discutíveis não havendo até o momento um consenso entre os pesquisadores. Um dos 

mecanismos bastante elucidado em alguns estudos está relacionado com a ativação da 

via do NF-�B pelo TNF-� (Guttridge et al., 1999; Langen et al., 2001; Langen et al., 

2004), por outro lado, alguns estudos defendem que o TNF-� é um sinalizador 

indispensável ao processo regenerativo (Chen et al., 2005). Outro mecanismo potencial 

para explicar a perda de músculo esquelético é através da apoptose causada pelo TNF-� 

nos mioblastos (Foulstone et al., 2001; Langen et al., 2001; Stewart et al., 2004), no 

entanto, pouco se sabe sobre o efeito positivos ou negativos do TNF-� sobre miotubos 

(Tolosa et al., 2005). 

Em dados publicados por Tolosa em 2005, a exposição de culturas de mioblastos 

C2C12 diferenciados em miotubos ao TNF-� resultou em um aumento significante na 

atividade da caspase-3, uma protease envolvida no processo de apoptose. Quando estas 

mesmas culturas foram expostas ao TNF-�, porém na presença de IFN-�, a atividade da 

caspase-3 foi plenamente revertida. Isso demonstra que o IFN-� tem um efeito protetor 

sobre a apoptose induzida pelo TNF-� (Tolosa et al., 2005). 

Os resultados encontrados em nosso trabalho corroboram os resultados do 

trabalho acima referido. Todos os fatores miogênicos analisados, com exceção do MRF-

4, tiveram um aumento na expressão de mRNA quando tratados com IFN-�. Tais dados 

demonstram que o IFN-� apresenta um efeito de proteção sobre mioblastos de C2C12 

diferenciados em miotubos, contradizendo relatos que defendem o IFN-� como um 

regulador positivo do TNF-�. 
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O fator MRF-4 não foi detectado em nenhuma das amostras de RNA obtidas a 

partir das culturas de mioblastos C2C12 utilizadas para a realização deste trabalho. Uma 

possível explicação para essa situação é que o primer utilizado para o fator MRF-4 

tenha sido desenhado com algum erro crucial na seqüência de nucleotídeos, ou ainda o 

armazenamento e forma de uso tenham prejudicado de alguma forma sua atividade, 

dado que na literatura, outros trabalhos identificam níveis de expressão deste fator em 

culturas de mioblastos C2C12 (te Pas et al., 2000; Jin et al., 2007). 

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que o IFN-� exógeno administrado 

à culturas de mioblastos de C2C12 diferenciados em miotubos tem influência sobre a 

proliferação e diferenciação destas culturas. Este dados foi expresso pelo aumento na 

quantidade de mRNA dos fatores miogênicos MyoD, Myf5 e miogenina, corroborando 

à hipótese do efeito protetor desta citocina sobre a inibição da expressão de fatores 

miogênicos causados pelo aumento do TNF-� em diversas condições patológicas. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A formação universitária não se resume apenas a aulas, provas e notas. 

Paralelamente a este processo, que é fundamental, estão as relações interpessoais, as 

quais remetem a um aprendizado complementar ao processo de graduação. Através 

destas relações é que se torna possível descobrir muitos dos interesses que vão nortear o 

caminho que está em construção. 

O desenvolvimento de um trabalho científico também se baseia nestes preceitos. 

O aprendizado teórico dá embasamento e consistência ao que se deseja estudar. As 

relações interpessoais facilitam todo o processo de aprendizado, principalmente na 

aquisição dos conhecimentos relativos ao dia a dia de um laboratório. 

Neste sentido realizar o presente trabalho, como exigência parcial para a 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas traz não apenas um título ao 

currículo, mas sim toda uma vivência. Além de proporcionar condições para a 

continuidade de um trabalho futuro como pesquisador, ainda acrescenta de forma muito 

significativa conhecimentos indispensáveis à formação do caráter de um futuro 

profissional graduado por esta instituição. 

O projeto realizado permitiu um amplo aprendizado sobre o dia a dia de trabalho 

de um pesquisador, tanto em um sentido de aprendizagem teórica, como técnica. Esses 

conhecimentos somados permitem hoje o início de uma autonomia indispensável para a 

seqüência da carreira aqui escolhida. 

Sem mais, julgo que o desenvolvimento deste projeto, somado a todos os 

momentos vividos em função dele possibilitarão um futuro muito promissor dado a 

escolha de uma carreira científica a ser trilhada deste momento em diante.    
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