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RESUMO

TRAJANO, Larissa Alexsandra da Silva Neto. Avaliacao de expressdo génica em musculo
lesionado de ratos Wistar expostos a laser infravermelho de baixa intensidade. 2017.
178 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Durante o processo de reparo muscular espécies reativas de oxigénio ativam
importantes vias de sinalizagdo. Entretanto, se ocorrer estresse oxidativo pode levar ao dano
secundario de fibras ndo lesionadas. Os danos provenientes de lesGes oxidativas sdo reparados
pelo mecanismo de reparo por excisdo de bases e de nucleotideos. A protecdo contra danos
ndo oxidativos no DNA pode ocorrer atraves de mecanismos chamados de checkpoints. Além
disso, teldmeros ndo funcionais também funcionam como danos no DNA e ativam vias de
respostas aos danos no DNA. A terapia com laser de baixa poténcia ¢ uma técnica
considerada segura e eficaz que tem sido amplamente utilizada para o reparo de lesdes
musculares. Estudos recentes mostraram que os efeitos bioestimulatérios do laser influenciam
a estabilidade genémica. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do laser
infravermelho de baixa poténcia na expressdo de genes relacionados ao reparo de lesdes
musculares, de reparo no DNA e manutencdo de telomeros em mioblastos em cultura e em
modelo de lesdo muscular utilizando ratos Wistar. Para o estudo in vitro foram utilizadas
células C2C12 que foram expostas ao laser e foi avaliado seu efeito na viabilidade celular, na
geracdo de espécies reativas de oxigénio, na apoptose e na necrose, bem como na expressao
de genes relacionados com o reparo muscular, com a estabilidade genémica e na manutengéo
de telébmeros. Para os estudos in vivo foi utilizado o modelo de crioleséo para causar a lesao
muscular e foi avaliada a expressao de genes relacionados com o reparo muscular, com a
estabilidade do genoma e na manutencdo de teldbmeros e citocinas pré-inflamatorias e
antiinflamatdrias. Os resultados do estudo in vitro mostraram que a exposicdo ao laser de
baixa poténcia aumenta a viabilidade celular, reduz a porcentagem de células apoptéticas e
aumenta a necrose dependendo da fluéncia utilizada. Além disso, modula a expressao de
genes envolvidos no reparo de danos oxidativos (APE1l, OGG1, ERCC1, XPC), na
estabilidade genémica (ATM e Tp53), no reparo muscular (MyoD e Pax7) e na estabilidade
de cromossomos (TRF1 e TRF2). O estudo in vivo mostrou que a exposi¢do ao laser
dependente de poténcia modula a expressao de genes relacionados a estabilidade genémica
(ATM e Tp53), manutengdo de telomeros (TRF1 e TRF2), reparo de lesdes musculares
(MyoD, Myf5, MyoG, MRF4 e Pax3), citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e IL-1p) e na citocina
antiinflamatéria IL-4. Em conclusdo, a modulacdo desses genes tanto nos estudos in vitro
quando nos estudos in vivo pode ser mais um dos efeitos benéficos resultantes de exposicao
ao laser de baixa poténcia.

Palavras-chave: Laser de baixa poténcia. Estabilidade genémica. Regulacdo de telémeros.
Bioestimulagdo. Expressdo génica. Reparo de DNA. Lesdes oxidativas.
Ratos Wistar. Células C2C12.



ABSTRACT

TRAJANO, Larissa Alexsandra da Silva Neto. Evaluation of gene expression in
injured muscle of Wistar rats exposed to low level infrared laser. 2017. 178 f.
Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2017.

During the muscle repair process, reactive oxygen species activate important
signaling pathways. However, if oxidative stress occurs it can lead to secondary damage
of non-injured fibers. Damage from oxidative injury is repaired by the mechanism of
base and nucleotide excision repair. Protection against non-oxidative DNA damage can
occur through mechanisms called checkpoints. In addition, non-functional telomeres
also function as DNA damage and activate pathways of DNA damage response. Low-
power laser therapy is a safe and effective technique that has been widely used for the
repair of muscle injuries. Recent studies have shown that the biostimulatory effects of
laser influence the genomic stability. Thus, the aim of this study was to evaluate the
influence of low level infrared laser on the expression of genes related to muscle injury
repair, DNA repair and telomere maintenance in culture myoblast and muscle injury
model using Wistar rats. For the in vitro study, C2C12 cells were used that were
exposed to the laser and evaluated its effect on cell viability, generation of reactive
oxygen species, apoptosis and necrosis, as well as the expression of genes related to
muscle repair, genomic stability and the telomere maintenance. For the in vivo studies
the cryoinjury model was used to cause muscle injury and the expression of genes
related to muscle repair, genome stability, telomere maintenance and pro-inflammatory
and anti-inflammatory cytokines were evaluated. The results of the in vitro study
showed that low level laser exposure increases cell viability, reduces the percentage of
apoptotic cells and increases necrosis depending on the fluence used. In addition, it
modulates the expression of genes involved in repair of oxidative damage (APEL,
OGG1, ERCC1, XPC), genomic stability (ATM and Tp53), muscle repair (MyoD and
Pax7) and chromosome stability (TRF1 and TRF2). The in vivo study showed that
power-dependent laser exposure modulates expression of genes related to genomic
stability (TMJ and Tp53), telomere maintenance (TRF1 and TRF2), repair of muscle
lesions (MyoD, Myf5, MyoG, MRF4 and Pax3), proinflammatory cytokines (IL-6 and
IL-1B) and the anti-inflammatory cytokine IL-4. In conclusion, modulation of these
genes in the in vitro studies and in the in vivo studies could be one of the beneficial
effects of low level laser exposure.

Keywords: Low level laser. Genomic stability. Telomere Regulation. Biostimulation.
Gene expression. DNA repair. Oxidative lesions. Wistar rats. C2C12 cells.
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INTRODUCAO

A lesdo muscular pode resultar de trauma direto ou indireto. O trauma direto ocorre
quando uma forga externa é aplicada ao musculo, e estruturas internas e externas sdo
esmagadas umas contra as outras. O trauma indireto ocorre quando ndo ha forca traumatica
externa, e a principal causa de lesdo € uma contragdo muscular excéntrica (MAFFULI et al.,
2014). As lesdes musculares sdo classificadas em trés graus: no grau | a laceracdo envolve
poucas fibras musculares, com preservacdo ou minima perda da funcdo; no grau Il ocorre
dano tecidual com reducdo da forca na unidade musculotendinea; no grau Ill a laceragdo é
completa e ocorre perda de fungdo (MUELLER-WOHLFAHRT et al., 2013).

O processo de regeneracdo muscular é constituido por quatro fases interconectadas:
necrose, inflamacdo, ativacdo e diferenciacdo de células satélites, maturacdo das novas
miofibrilas formadas e remodelamento muscular (DOMINGUES-FARIA et al., 2016). Na
fase inflamatdria espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas em grandes quantidades,
predominantemente em neutrofilos e macréfagos M2 (BARBIERI; SESTILI, 2012). Além
disso, ha ativacao de proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAP quinase), fator nuclear
kappa B (NF-xB) e a proteina ativadora- 1 (AP-1) pelas EROs que induzem uma resposta
protetora no musculo lesionado (JI, 2007; BARBIERI; SESTILI, 2012). Também, enzimas
antioxidantes, tais como superdxido dismutase 2, glutationa peroxidase e catalase, estdo
aumentadas nos primeiros dias apos a lesdo (SINGH et al., 2014). Portanto, as EROs ativam
importantes vias de sinalizacdo para o reparo muscular. Entretanto, 0 aumento de estresse
oxidativo pode levar ao dano secundéario de fibras ndo lesionadas (KOSAKOWSKA et al.,
2015).

O estresse oxidativo pode levar a danos oxidativos no DNA. O dano no DNA pode
afetar a diferenciagdo miogénica de células musculares esqueléticas e bloquear a formacéao de
miotubos. Além disso, a presenca de dano no DNA em ceélulas satélites musculares pode
afetar a capacidade de reparo no musculo lesionado (SAADA et al.,, 2017). Os danos
provenientes de lesdes oxidativas sdo reparados pelo mecanismo de reparo por exciséo de
bases (REB) e pelo mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (REN), que garantem o
reparo do DNA e a manutencao da estabilidade genémica (MELIS et al., 2013).

A protecdo contra danos ndo oxidativos no DNA pode ocorrer através de mecanismos

chamados de checkpoints. Durante esse processo, as células reconhecem o dano no DNA e
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param a divisdo celular até que ocorra a reparacdo dos danos esteja completada (HYUN,
2015). Tp53 (proteina tumoral 53) é uma proteina ativada pela ATM (ataxia telangiectasia
mutada) e desempenha um papel central no checkpoint, sendo responsavel pela parada da
atividade do ciclo celular e permitindo a ativacao de vias de reparo, funcionando desta forma
como um transdutor e mediador indireto (HORIKAWA, 2011; IVY, 2016).

O teldbmero é uma regido constituida de sequéncias de nucleotideos repetitivos na
terminacdo de cada cromossomo eucariotico, com funcdo de protecdo contra atritos e danos
(DIMAURO, 2017). Telébmeros ndo funcionais também funcionam como danos no DNA e
ativam vias de respostas aos danos no DNA, tais como Tp53 (SAHIN, 2012). O encurtamento
de telébmeros induzido por um estresse oxidativo prolongado pode atuar como um gatilho no
envelhecimento através da ATM e Tp53. ATM e Tp53 mediam apoptose induzida por
telomeros ou senescéncia muscular (HORIKAWA, 2011). Mais recentemente, tem sido
mostrado que REB modula positivamente a regulacdo de telémeros, entretanto, poucos
estudos tém sido realizados para esclarecer o papel do REN no processo de regulagdo de
telomeros (JIA et al., 2015; SERVANT et al., 2017).

A terapia com laser de baixa poténcia € uma técnica considerada segura e eficaz que
tem sido amplamente utilizada para o tratamento da dor, reparo de lesGes e para o tratamento
de diversas doencas (HAMBLIN, 2017). Estudos recentes mostraram que os efeitos
bioestimulatérios do laser influenciam a estabilidade genémica (GUEDES, 2017). Dessa
forma, torna-se importante avaliar os efeitos da exposicdo a radiacdes emitidas por lasers de
baixa poténcia na expressao de genes relacionados com reparo de lesGes musculares, na
expressao de genes relacionados com a estabilidade gendmica e de telomeros para que se

possa entender melhor como esses efeitos ocorrem no tecido muscular lesionado.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Tecido muscular

O tecido muscular esquelético € formado por feixes de células muito longas,
cilindricas, multinucleadas e contendo muitos filamentos, as miofibrilas. No embrido essas
fibras se originam pela fusdo dos mioblastos. Nas fibras musculares esqueléticas os ndcleos

se localizam na periferia das fibras, nas proximidades do sarcolema (JUNQUEIRA, 2004).

1.1.1 Organizacdo do musculo esquelético

O masculo esquelético é envolvido pelo epimisio, um tecido conjuntivo denso néo-
modelado. O perimisio, um tecido conjuntivo mais frouxo e menos fibroso, derivado do
epimisio, envolve feixes (fasciculos) de fibras musculares. O endomisio, composto de fibras
reticulares e uma lamina externa (lamina basal), envolve cada célula muscular (GARTER,
2007).

O tecido conjuntivo mantém as fibras musculares unidas, permitindo que a forca de
contracdo gerada por cada fibra individualmente atue sobre o musculo inteiro. Este papel do
tecido conjuntivo tem grande significado funcional porque na maioria das vezes as fibras néo
se estendem de uma extremidade a outra do musculo. Além disso, a forca de contracdo do
musculo pode ser regulada pela variacdo do nimero de fibras estimuladas pelo nervo. E ainda
por intermédio do tecido conjuntivo que a forca de contragdo do masculo se transmite a outras
estruturas como tenddes e 0ssos (JUNQUEIRA, 2004).



25

1.1.2 Organizacdo das fibras musculares esqueléticas

Grande parte do sarcoplasma das células do tecido muscular esquelético é ocupado por
miofibrilas, cada uma medindo de 1 a 2 um de diametro. As miofibrilas se estendem por todo
o comprimento da célula e estdo alinhadas umas as outras adjacentes no sarcoplasma. Este
arranjo estritamente paralelo das miofibrilas é responsavel pelas estriagdes transversais com
faixas claras e escuras que sdo caracteristicas das fibras musculares estriadas esqueléticas
(GARTER, 2007).

As faixas escuras sao conhecidas como bandas A (anisotropicas quando vistas a luz
polarizada) e as faixas claras sdo conhecidas como banda | (isotrépicas quando vistas a luz
polarizada). O centro de cada banda A é ocupada por uma banda palida, a banda H, que é
dividida por uma delgada linha M. Cada banda | ¢é dividida por uma delgada linha escura, o
disco Z. A regido das miofibrilas entre os dois discos Z sucessivos € conhecida como
sarcomeros, que mede 2,5 um de comprimento, e é considerado a unidade contrétil das fibras
musculares esqueléticas (GARTER, 2007).

As miofibrilas do mdsculo estriado contém quatro proteinas principais: miosina,
actina, tropomiosina e troponina. Os filamentos grossos sdo formados de miosina e as outras
trés proteinas sdo encontradas dos filamentos finos. A miosina e a actina juntas representam
55% do total das proteinas do musculo estriado (JUNQUEIRA, 2004).

A actina apresenta-se sob forma de polimeros longos (actina F) formados por duas
cadeias de mondmeros globulares (actina G) torcida uma sobre a outra, formando uma hélice
dupla. A tropomiosina € uma molécula longa e fina constituida por duas cadeias
polipeptidicas uma enrolada sobre a outra. A troponina é um complexo de trés subunidades:
TnT, que se liga fortemente a tropomiosina; TnC, que tem grande afinidade pelos ions de
calcio; e Tnl, que cobre o sitio ativo da actina, onde ocorre a interagdo da actina com a
miosina. A molécula de miosina € formada por dois peptideos enrolados em hélice. Numa de
suas extremidades a miosina apresenta uma cabeca com local especifico para ligacdo de
moléculas de ATP (adenosina trifosfato). E nesta parte da molécula que ocorre hidrélise do
ATP para liberar energia usada na contracdo. Nesta por¢do da molécula da miosina também se

encontra o local de interagdo com a actina (JUNQUEIRA, 2004).
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1.1.3 Mecanismo de relaxamento e contracdo muscular

A contracdo muscular depende da disponibilidade dos ions Ca?* e o musculo relaxa
quando a concentracdo desse ion diminui no sarcoplasma. O reticulo sarcoplasmaético
armazena e regula o fluxo de ions Ca?*. Quando a membrana do reticulo sarcoplasmatico é
despolarizada pelo estimulo nervoso, os canais de Ca?* se abrem, difundem-se passivamente
para o sarcoplasma, ligam-se a troponina, possibilitando formac&o de pontes entre a actina e a
miosina. Quando a despolarizacdo da sarcolema é finalizada, a membrana do reticulo
sarcoplasmatico, por processo ativo, transfere fons Ca?* para dentro das cisternas levando a
finalizacdo da atividade contratil, ou seja, ao relaxamento da fibra muscular (JUNQUEIRA,
2004).

A contracdo muscular ocorre devido a uma sequéncia de eventos:

a) antes do inicio da contracdo muscular as pontes cruzadas das cabecas de
miosina se ligam ao ATP. A atividade da ATPas das cabegas de miosina
imediatamente cliva o ATP, mas deixa 0 ADP (adenosina difosfato) e o ion
fosfato como produtos dessa clivagem ainda ligados a cabeca. Nessa etapa
a conformacdo da cabeca é tal que se estende perpendicularmente em
direcdo ao filamento de actina, sé que ainda ndo esta ligada a actina.

b) quando o complexo troponina-tropomiosina se liga aos ions célcio, os locais
ativos no filamento de actina sdo descobertos, e as cabecas de miosina
entdo se ligam a eles.

c) a ligacdo entre a ponte cruzada da cabeca e o local ativo do filamento de
actina causa alteracdo conformacional da cabeca, fazendo com que se
incline em direcdo ao braco da ponte cruzada. Essa alteracdo gera um
movimento de forca para puxar o filamento de actina. A energia que ativa o
movimento de forca é a energia ja armazenada, como uma mola
“engatilhada”, pela altera¢do conformacional que ocorreu na cabe¢a quando
as moléculas de ATP foram clivadas.

d) uma vez que a cabeca da ponte cruzada esteja inclinada, isso permite a
liberacdo do ADP e do ion fosfato que estavam ligados a cabeca. No local
onde foi liberado o ADP, nova molécula de ATP se liga. A ligacdo desse

novo ATP causa o desligamento da cabeca pela actina.
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e) apos a cabega ter sido desligada da actina, a nova molécula de ATP é clivada
para que seja iniciado novo ciclo, levando a novo movimento de forca. Ou
seja, a energia volta a “engatilhar” a cabega em sua posi¢ao perpendicular,
pronta para comegar o novo ciclo do movimento de forca.

f) quando a cabeca engatilhada (com energia armazenada derivada da clivagem
do ATP) se liga a novo local ativo no filamento de actina, ela descarrega e
de novo fornece outro movimento de forca (HALL, 2011).

1.2 Lesao do tecido muscular

1.2.1 Epidemiologia

Mais de 20 milhdes de lesdes ocorrem no sistema musculo-esquelético todos os anos
nos EUA,; entorses, fraturas e contusdes séo as mais comuns. Coletivamente, eles custam ao
sistema de salde dos 150 bilhGes de ddlares por ano (EVANS ET AL., 2015). Lesdo
musculoesquelética é a causa mais comum de deficiéncia fisica grave e de dor crbnica que
afeta centenas de milhdes de pessoas em todo 0 mundo, sendo uma grande preocupacao para a
medicina esportiva. A contusdo muscular traumatica e as lesdes por esforco representam
aproximadamente 55% de todas as lesbes agudas relacionadas com esportes (CONTRERAS-
MUNOZ ET AL., 2017).

1.2.2 Fases da lesdo do tecido muscular

O mecanismo de reparo e lesdo geralmente € similar na maioria dos tipos de lesbes
musculares. O reparo de lesbes musculares se divide em trés estagios: destruicdo e fase
inflamatdria (1 a 3 dias), fase de reparo (3 a 4 semanas) e a fase de remodelamento (3 a 6

semanas). As duas Ultimas fases tendem a sobrepor-se (BAOGE, 2012). (Figura 1)
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Figura 1 - llustracdo do Tempo e curso da regeneracdo do musculo lesionado

Inflamagdo Reparo Remodelamento

------

Respostarelativaao maximo

7 14 21 28
Tempo (dias)

Nota: A regeneracdo do musculo esquelético inclui trés eventos fisioldgicos: inflamagéo,
reparo e remodelamento.
Fonte: Adaptado de SMITH, 2008.

Quando um masculo € lesionado, ha um rompimento, necrose das miofibras e um
hematoma € formado. Ao mesmo tempo, durante esta primeira fase, as células inflamatorias
podem invadir livremente os sitios da lesdo devido ao rompimento de vasos sanguineos. As
células inflamatorias mais abundantes sdo os leucdécitos polimorfonucleares. Os leucocitos sdo
substituidos por mondcitos algumas horas apds a lesdo. Em seguida, 0os mondcitos se
transformam em macréfagos, que tem duas fungbes: 1) fazer a remocéo das fibras necroéticas
por fagocitose; 2) produzir, juntamente com fibroblastos, sinais quimiotaticos, tais como
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. A matriz extracelular também contém fatores
de crescimento que se tornam ativos quando ha um dano tecidual. Alguns desses fatores de
crescimento, tais como FGF (fator de crescimento de fibroblastos), IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina-1), IGF-2 fator de crescimento semelhante a insulina-2),
TGF-B (fator de crescimento transformante-f), HGF (fator de crescimento de hepatocitos),
TNF-o (fator de necrose tumoral o), e IL-6 (interleucina-6) podem ativar precursores
miogénicos que atuam nas chamadas células satélites (BAOGE, 2012).

A fase seguinte, a fase de reparo, consiste em duas fases concomitantes. A primeira é a
regeneracdo das miofibras rompidas. A regeneracdo pode ocorrer porque ainda existe uma
reserva de células indiferenciadas, também chamadas de precursores miogénicos ou células
satélites, que se localizam sob a lamina basal das miofibras. As células satélites irdo se

proliferar e eventualmente se diferenciardo em mioblastos. Esses novos mioblastos se fundem
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com as miofibras lesionadas preenchendo o espaco entre as duas extremidades das miofibras
lesionadas (BAOGE, 2012).

O segundo processo da fase de reparo € a formacdo de uma cicatriz de tecido
conjuntivo pela fibrina e fibronectina, que sdo provenientes do sangue do hematoma formado
imediatamente apds a lesdo. O tecido cicatricial fornece ao masculo resisténcia para suportar
as contracdes e fornece aos fibroblastos um local de ancoragem para invadir o tecido de
granulacdo. No entanto, em caso de proliferacdo excessiva desses fibroblastos, um tecido
cicatricial denso é formado dentro do mdsculo lesionado. Isso ndo so interfere no processo de
reparo como também interrompe o processo de regeneracdo muscular e contribui para a
recuperacdo funcional incompleta do musculo lesionado durante a terceira fase (fase de
remodelamento). Nesta Ultima fase, as miofibras recém-formadas amadurecem e a0 mesmo

tempo o tecido cicatricial € reorganizado (BAOGE, 2012).

1.2.3 Células satélites

As células satélites sdo caracterizadas pela expressdo do fator de transcricdo tipo
homeobox pareado, Pax7, que foi identificado como o primeiro marcador para quantificacéo
de células satélites, tanto no estado quiescente, quanto no estado ativado e é essencial para o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das destas celulas. O Pax7 estd diretamente relacionada
com o Pax3, que também € expresso em células satélites quiescentes em alguns musculos,
sendo que estes fatores desempenham um papel essencial na manutencéo da proliferacdo de
progenitores e na prevencao da diferenciacdo miogénica precoce e morte celular por apoptose
(MOTOHASHI, 2014).

Os fatores miogénicos MyoD (fator de determinacdo miogénico 1), Myf5 (fator
miogénico 5), MRF4 (fator regulatério miogénico 6) e miogenina (fator miogénico 4)
desempenham papeis essenciais na especificagdo miogénica, diferenciagdo e manutencao
durante o desenvolvimento e a regeneragdo muscular. MyoD serve especificamente como um
potente fator de transcricdo miogénico que pode reprogramar muitos tipos de células nao
musculares para uma linhagem miogénica, quando expressa nessas celulas (MOTOHASHI,
2014).
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No musculo esquelético adulto, a Myf5 é expressa na maioria das células satélites
quiescentes. Entretanto, nas células satélites quiescentes, nem o RNA mensageiro, nem a
proteina de MyoD sédo detectados. Em caso de lesdo muscular, as células satélites iniciam o
programa miogénico pela expressdo de MyoD, retiram-se do seu estado de repouso e entram
no ciclo celular como células satélites ativadas. Essa proliferacdo de células satélites ativadas
gera as chamadas células precursoras miogénicas, ou mioblastos (MOTOHASHI, 2014).

Além disso, durante a regeneracdo muscular, as células satélites podem ser
diferenciadas com base na expressdo de proteinas codificadas pelos genes Pax7 e MyoD:
Pax7 (+) MyoD (-) células estdo num estado de repouso, Pax7 (+) MyoD (+) células estdo em
estagio de proliferacdo e Pax7 (-) MyoD (+) células estdo sofrendo diferenciacdo miogénica
sequida de fuséo celular gerada por miofibras multinucleadas (MOTOHASHI, 2014).

A expressdo de fatores miogénicos em resposta a uma lesdo muscular ocorre da

seguinte forma:

a) a ativacdo de celulas satélites ocorre quando h& a expressdo de Pax 7 e
Myf5;

b) quando a fase de migracdo e diferenciacdo comeca a Pax7 ndo é expressa,
enquanto é mantida a expressdo da Myf5. Nesta fase a MyoD também é
expressa;

C) apos este processo ocorre a fusdo de miotubos em que ha a expressdo de
MyoD e também a expressdo de miogenina (nessa fase ja ndo ha mais
expressao de Myf5);

d) na ultima etapa, de maturacdo em miofibras, é observada apenas a
expressao de miogenina e MRF4 (Figura 2) (ZANOU, 2013).
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Figura 2 - Representacdo esquematica para a participacdo dos fatores envolvidos no reparo

muscular

®© ® ® ®

Legenda: A) Células satélites quiescentes; B) Células satélites ativadas; C) Proliferacdo de células satélites; D)
Migracdo e diferenciacdo de células satélites; E) Fusdo em miotubos; F) Maturacdo em miofibras.
Pax7: paired box 7, Myf5: fator miogénico 5, MyoD: diferenciacdo miogénica 1, MyoG: Miogenina,
MRF4: fator miogénico 6.

Fonte: A autora, 2017.

1.2.4 Modelos experimentais de lesdo muscular

Os principais modelos experimentais de lesdo muscular sdo: contusdo, tensdo,

laceracdo e criolesao.

a)

b)

Contusdo: a contusdo muscular é um dos tipos mais comuns de lesdes e
ocorre quando o tecido é exposto a uma forca de compressao rapida e forte
ou, por exemplo, uma batida direta e ndo penetrante ao ventre muscular,
gue normalmente leva a formacdo de um hematoma dentro do masculo. A
maioria dos estudos usa 0 modelo de impacto contundente e néo-
penetrante. a lesdo é causada pela queda de uma massa metalica através de
um tubo guia, a massa € entdo liberada na regido do ventre muscular.
Outros estudos utilizam o esmagamento, um modelo de lesdo mais invasivo
que usa cirurgia para exposicdo do ventre muscular seguido de
esmagamento (SOUZA, 2013);

Tensdo: a lesdo muscular por tensdao ocorre quando o musculo é submetido

a uma forca de tenséo excessiva, resultando em estiramento excessivo.
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Normalmente, as tensfes musculares ocorrem na juncdo miotendinosa
distal, onde maior forca é concentrada e transferida para o musculo
esquelético. Geralmente, ocorre tensdo quando o musculo esta envolvido
em uma contracdo excéntrica e as forcas de tracdo opostas estdo
simultaneamente presentes. Na literatura séo descritos diversos protocolos
de replicagéo de leséo por tensdo em animais, que podem ser divididos em
dois grandes grupos: (i) por estimulo muscular elétrico para simular
contracdes excéntricas com aplicacdo de estiramento e, (ii) por tracdo do
tenddo muscular (SOUZA, 2013);

Laceragdo: semelhante as lesGes musculares por contusdo, as laceracfes
também causadas por traumas diretos. Entretanto, este tipo de trauma
acontece quando o tecido é exposto a uma forca de esmagamento ou a
objetos pontiagudos, causando destruicdo local de estruturas teciduais ou
perda volumétrica de tecido muscular. Todos os estudos com modelo
animal de laceracdo usam a transeccao do ventre muscular, variando apenas
a extensao e a profundidade de corte (SOUZA, 2013);

Criolesdo: consiste em um corte transversal (cerca de 1cm) na pele sobre o
meio do masculo, expondo o muasculo. Em seguida uma barra de ferro
retangular congelada em nitrogénio liquido é aplicada por 10 segundos no
centro do musculo. O procedimento €, em geral, repetido por duas vezes
consecutivas, com um intervalo de tempo de 30 segundos. Apds o

procedimento, a pele é suturada (ASSIS, 2013) (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem ilustrativa do modelo de lesdo muscular por Crioleséo

>

P
-

Criolesdo |

Legenda: Inicialmente o mudsculo é exposto com uma pequena incisdo na pele (a); em seguida o
metal que j& foi imerso em nitrogénio liquido é colocado em contato com o musculo (b),
causando a crioleséo (c); em seguida a pele é suturada (d).

Fonte: Adaptado de ASSIS, 2013.

1.3 Lesdes no DNA

1.3.1 Espécies reativas de oxigénio e danos oxidativos no DNA em musculo saudavel e

lesionado

EROs sdo formadas de forma endogena pelo processo de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial ou, através de fontes exdgenas, tais como radiacdo ultravioleta, consumo de
alcool, fumaca de cigarro, ingestdo de drogas antiinflamatérias ndo esterdides e infeccBes
(DIAZ DE BARBOZA et al., 2017). O estresse oxidativo ocorre quando os niveis de EROs
aumentam e a capacidade antioxidante celular reduz (RAY et al., 2012).

Em niveis elevados, as EROs causam danos em estruturas celulares, como &cidos
nucléicos, lipideos e proteinas (VALKO et al., 2007). Os danos no DNA podem ocorrer como
resultado da geracdo de radical hidroxila na reacdo de metais de transicdo com peroxido de
hidrogénio, ou devido ao aumento da concentracdo intracelular de ions calcio que ativam
nucleases (DABROWSKA; WICZKOWSKI, 2017). Modificagcdes permanentes do material
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genético causada por danos oxidativos representam o primeiro passo para mutagénese,
carcinogénese e envelhecimento (VALKO et al., 2007; MANDAL, 2017).

Danos de DNA que ocorrem devido as EROs incluem as lesdes de bases de DNA,
lesGes na desoxirribose, quebras simples da cadeia polinucleotidica e ligagbes cruzadas entre
proteinas e DNA. A guanina é a base nitrogenada mais suscetivel a oxidagdo devido ao seu
baixo potencial redox (BOITEUX et al., 2017). O radical hidroxila interage com a guanina
resultando num radical neutro redutor que reage com o oxigénio molecular (O2) e, via
transferéncia de elétrons, produz diferentes produtos no DNA, como 8-oxo-7,8-di-
hidroguanina  (8-0xoG) e  2-6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidinas  (FapyG)
(BOITEUX et al., 2017).

No musculo sadio, espécies reativas sao importantes em niveis basais contribuindo
para que a contracdo muscular ocorra. De fato, a deplecdo dos niveis de EROs, pela ativacao
de antioxidantes, resulta na inibicdo da contracdo muscular (ROY et al., 2017). Além disso,
EROs participam do processo de reparo de lesdes musculares onde sdo geradas em larga
escala, predominantemente em macréfagos e neutrofilos, e sdo essenciais para a fagocitose
(KOSAKOWSKA et al., 2015). Em niveis adequados, as EROs, em conjunto com fatores de
crescimento e citocinas, sdo importantes para o reparo de lesbes musculares, devido ao
redirecionamento de células satélites para o local da lesdo (RIBEIRO et al., 2016).

Entretanto, niveis elevados de EROs durante um longo periodo de tempo no tecido
lesionado podem causar danos oxidativos por reacdo direta com constituintes celulares vitais,
tais como lipideos, proteinas e DNA, que podem interferir negativamente na diferenciacao das
celulas musculares (KOSAKOWSKA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016).

Apesar dos danos no DNA ocorrerem frequentemente, as células possuem
mecanismos para reparar estes danos causados por radicais livres. O reparo dos danos é muito
importante para a manutencdo da estabilidade genémica e para a homeostase celular normal.
Enzimas que participam do reparo do DNA séo de grande importancia para manutencéo da
integridade genémica, prevenindo a ocorréncia de mutagdes causadas por EROs endogenas e
exogenas (CADET; DAVIES, 2017). O REB é considerado o mecanismo primario de reparo
de danos oxidativos no DNA. Também, acredita-se que o REN participe do reparo de danos
oxidativos no DNA (MELIS et al., 2013).
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1.3.2 Reparo por excisdo de base

O REB é um mecanismo responsavel pelo reparo de diferentes tipos de danos
oxidativos no DNA (CADET; DAVIES, 2017). Esse mecanismo realiza o reparo do DNA em
cinco fases: (i) remocdo da base danificada, (ii) incisdo do sitio abasico, (iii) limpeza do
terminal de DNA, (iv) insercdo do nucleotideo correto e, (v) ligacdo do gap remanescente na
cadeia polinucleotidica (PARSONS; DIANOV, 2013).

Na primeira fase ocorre o reconhecimento da base danificada por uma DNA
glicosilase (OGG1, por exemplo), que catalisa a clivagem da ligacdo N-glicosidica
removendo a base danificada e criando um sitio apurinico/apirimidinico (AP) (ROBERTSON
et al., 2009). As DNA glicosilases sdo classificadas como monofuncionais e bifuncionais com
base no seu mecanismo de acdo (MENONI et al., 2017). O primeiro e 0 segundo estagio sao
realizados por uma DNA glicosilase monofuncional, também conhecido como REB de via
curta, em que 80% dos danos no DNA séo reparados (PARSONS; DIANOV, 2013). As DNA
glicosilases bifuncionais (via REB de via longa) tem a atividade AP liase, que cliva o sitio
abasico no DNA resultando na formacdo de uma terminacdo com um grupo fosfato (P)
(eliminacdo B, &), ou um aldeido poliinsaturado (PUA) a,B (eliminagdo B) na terminagdo 3’
(MENONI et al., 2017; SHAVIROVICH; GEACINTOV; 2017; TALHAQOUI et al., 2017 ).

Na segunda fase, o sitio abasico € clivado por uma AP endonuclease (APEL, por
exemplo) para formar terminagfes 3'-OH e 5'-fosfato na cadeia polinucleotidica (5'-dRP). AP
endonucleases desempenham um papel importante no reconhecimento e processamento de
sitios AP no REB (MENONI et al., 2017; SHAVIROVICH; GEACINTOV; 2017,
TALHAOUI et al., 2017). AP endonucleases podem ser classificadas em classe | (AP liases) e
classe Il (AP endonucleases) (ABBOTTS; MADHUSUDAN, 2010). Ao contrario das AP
endonucleases, as AP liases clivam o lado 3' do sitio AP através de uma reacao de [-
eliminagdo para produzir um aldeido insaturado - a, B. Esse produto bloqueia a sintese de
reparo do DNA e deve ser removido por uma 3' fosfodiesterase antes que 0 reparo possa
prosseguir (DALEY et al., 2010). AP endonucleases sdo divididas em duas familias distintas:
exonuclease Il e endonuclease IV (ABBOTTS; MADHUSUDAN, 2010). Em mamiferos ndo
existe ortologo para endonuclease 1V. Mas existe uma proteina homologa da exonuclease 111
chamada APE2. Entretanto, sua funcdo como uma enzima de reparo permanece desconhecida
(LI1; WILSON, 2014).
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No terceiro estagio, o gap contendo 5-dRP (DNA glicosilase monofuncional) é clivado
pela DNA polimerase B e os grupos 3'-PUA and 3'-fosfato séo removidos pela atividade
diesterase da APEL e da polinucleotideo fosfatase quinase (PNK), com o objetivo de formar
uma lacuna (PARSONS; DIANOV, 2013; MENONI et al., 2017; SHAVIROVICH,;
GEACINTOV; 2017; TALHAOUI et al., 2017). O quarto estdgio do REB de via curta
consiste na acdo da polimerase p adicionando um nucleotideo complementar novo na lacuna
formada durante o reparo (PARSONS; DIANOV, 2013; MENONI et al., 2017
SHAVIROVICH; GEACINTOV; 2017; TALHAOUI et al., 2017 ).

Entretanto, quando o reparo do DNA acontece através do REB de via longa, se o
residuo 5'-dRP é oxidado ou reduzido para a excisdo pela polimerase B, apds a adicdo do
primeiro nucleotideo pela polimerase B para iniciar o reparo, um interruptor de polimerases
para as enzimas replicativas de DNA e entdo as polimerases & or ¢ (Pol &/e) (CARTER,;
PARSONS, 2016) adicionam de 2-8 nucleotideos na lacuna formada pelo reparo do DNA,
criando uma estrutura chamada 5'-FLAP que é reconhecida e cortada pela FLAP
endonuclease-1 (FEN-1) em associacdo com o antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) (PARSONS; DIANOV, 2013; QUINONES; DEMPLE, 2016).

O quinto passo € realizado pela DNA ligase I, que promove o fechamento dos gaps
remanescentes na cadeia polinucleotidica, finalizando o REB de via longa (PARSONS;
DIANOV, 2013; QUINONES; DEMPLE, 2016). No REB de via curta, 0 complexo XRCC1 e
a DNA ligase Illa. fecham o gap na cadeia polinucleotidica (ROBERTSON et al., 2009)
(Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica para 0 mecanismo de reparo por excisao de bases
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Legenda: APE1: endonuclease apurinica/apirimidinica 1, Pol B: DNA polimerase beta, XRCCL1: proteina de
complementacdo cruzada para reparo de raio X 1; P: fosfato, PUA: PUA aldeido fosfato insaturado
a,f, PNK: polinucleotideo quinase, FEN1: flap endonuclease 1, PCNA: antigeno nuclear de

proliferacéo celular.
Fonte: A autora, 2017.

1.3.3 Reparo por excisdo de nucleotideo

O REN ¢ constituido por mais de 30 proteinas e é capaz de reparar um amplo espectro

de danos no DNA que resultam da exposicdo a agentes enddgenos e exdgenos, tais como a
radiacdo ultravioleta (SHAFIROVICH; GEACINTOV, 2017). Esse mecanismo pode estar

envolvido no reparo de alguns tipos de danos no DNA, tais como as bases oxidadas, mas seu

papel no mecanismo de reparo de danos oxidativos ndo estd completamente elucidado
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(CURTIS, 2012). O REN pode ocorrer por duas sub-vias, que se iniciam mecanicamente
diferentes, mas apds o reconhecimento do dano, ambas as vias seguem a mesma rota
molecular: REN acoplado a transcricdo (REN-AT) e REN gendmico global (REN-GG)
(MELIS et al., 2013).

REN-AT ¢é responsavel pela eliminagdo de lesdes em sequéncias génicas ativas,
reparando danos no DNA que bloqueiam a transcri¢do. Por outro lado, REN-GG reconhece e
remove danos no DNA ao longo de todo o genoma, e é considerado um processo
relativamente lento e um pouco ineficiente, porque examina todo o genoma para avaliar se ha
algum dano (MELIS et al., 2013).

As duas vias podem ser divididas em quatro fases: (i) reconhecimento do dano no
DNA, (ii) recrutamento do complexo pré-incisdo e desdobramento do DNA, (iii) criacdo de
incisdes duplas no local do dano no DNA e subsequente excisdo do fragmento danificado, e
(iv) ligacdo e sintese de reparo do DNA (BOWDEN, 2014).

1.3.3.1 REN-GG

O REN-GG é composto por diversas proteinas, incluindo a Xeroderma pigmentoso
grupo A (XPA), Xeroderma pigmentoso grupo C - proteinas humanas Rad23 B (XPC-
hHR23B), fator de transcricdo humano Il (TFIIH), grupo de complementacdo cruzada de
reparo de excisdo 1-Xeroderma pigmentoso grupo F (ERCC1-XPF), Xeroderma pigmentoso
grupo G (XPG), proteina A de replicacdo (RPA), PCNA, DNA polimerase e DNA ligase |
(MU et al., 2017). Todo o processo inclui reconhecimento dos danos, incisao dupla na cadeia
polinucleotidica e sintese de DNA para fechamento dos gaps (SCHUCH et al., 2017). O
principal complexo de reconhecimento de danos no REN-GG é o XPC-hHR23B-Centrina-2
(geralmente chamado de XPC). Alguns danos sdo reconhecidos pela proteina DDB2 em
complexo com a proteina DDB1, criando uma tor¢do que é reconhecida pela XPC. DDBL1 e
DDB2 fazem parte do complexo ubiquitina ligase CUL4-ROC1, que ubiquitina DDB2, XPC e
histonas apo6s a ocorréncia de danos no DNA (SPIVAK, 2015; SCHUCH et al., 2017). O
complexo XPC reconhece o dano ao longo de todo o processo de reparo para garantir um alto
nivel de discriminacdo de danos (ZHU; WANI, 2017).
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No entanto, o complexo XPC ndo entra em contato direto com a cadeia de DNA que
contém a lesdo, mas com a cadeia de DNA complementar, enquanto desloca pares de bases
contendo danos, induzindo uma conformacdo invertida. Esta interacdo permite que o
complexo XPC sirva como uma plataforma para o recrutamento de TFIIH para verificar
lesbes de DNA com a ajuda da proteina XPA (MARTEIJIN et al., 2014; SCHUCH et al.,
2017).

A verificacdo de danos é realizada por um sistema de sele¢do de danos no DNA que
ocorre quando a XPC detecta alteracdes no DNA com emparelhamento incorreto de bases
nitrogenadas. Em seguida, o complexo TFIIH recruta as proteinas XPB e XPD para
desenrolar a dupla fita de DNA, facilitando a entrada no dano pelo complexo pré-incisdo
(MELIS et al., 2013; ZHU; WANI, 2017).

XPA ¢ responsavel pela verificacdo de danos e também atua como um fator
organizacional, estimulando a posicdo correta de proteinas de reparo em torno da lesdo
(MELIS et al., 2013; SUGITANI et al., 2016). Além disso, tanto a XPA quanto a RPA
protegem a fita ndo danificada de uma incisdo incorreta e buscam a abertura completa da
DNA danificado (MELIS et al., 2013). Posteriormente, as nucleases XPF-ERCC1 e XPG séo
recrutadas para realizar a incisdo dupla para permitir a remocdo de 24 até 32 nucleotideos
contendo o dano do DNA (ZHU; WANI, 2017). A incisdo do lado 5' é realizada pelo
heterodimero XPF-ERCC]1, seguido da incisdo do lado 3’ pelo XPG (MELIS et al., 2013).

Uma vez que os nucleotideos sdo removidos, a re-sintese é realizada pelo PCNA
(LEHMANN, 2011) e as DNA polimerases 6 € ¢, que usam a extremidade 3'-hidroxila gerada
pela incisdo XPF/ERCC1 como inicio para sintetizar DNA dentro do intervalo de 30
nucleotideos (SCHUCH et al., 2017). O corte resultante na extremidade 5 ' da lacuna é selado

pela DNA ligase | e I11, restaurando a molécula original (SCHUCH et al., 2017) (Figura 5)
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Figura 5 - Representacdo esquematica do mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos
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1.3.2.2 REN-AT

No REN-AT, a RNA polimerase Il (RNAPII) é paralisada nos sitios de danos nas
sequéncias que estdo sendo transcritas, assim, esta enzima participa da etapa de
reconhecimento (LAGERWEREF et al., 2011). A interrupgéo da transcrigéo, o reconhecimento
de danos e o reparo subsequente envolvem as proteinas da sindrome de Cockayne A (CSA) e
B (CSB), que sdo necessarias para a ubiquitinacdo do dominio carboxi-terminal da RNAPII
(SCHUCH et al., 2017). Estas proteinas desempenham um papel importante no REN-AT, mas
também estdo relacionadas com a funcéo de transcricdo da RNA polll (MELIS et al., 2013).
A proteina CSB interage com a RNAPII e foi sugerido que a CSB € responsavel pelo
deslocamento da RNA polll no REN-AT (MELIS et al., 2013; VELEZ-CRUZ; EGLY, 2013).
A funcdo da CSA parece estar relacionada com o alongamento do processo de transcrigdo no
REN-AT (MELIS et al., 2013; VELEZ-CRUZ; EGLY, 2013). Posteriormente, o reparo do
DNA segue a mesma via do REN-GG atraveés do complexo de ligacdo TFIIH através da

interacdo com o XPC ou com a maquinaria de transi¢cdo (SCHUCH et al., 2017) (Figura 5).

1.4 REB e REN na manutencéo dos telomeros

Os telébmeros séo elementos cromossomicos essenciais que garantem replicacdo e
protecdo adequadas das extremidades cromossdmicas, desempenhando um papel fundamental
na estabilidade gendmica. Eles consistem em 2 a 20 kb de repeti¢cbes de TTA GGG de cadeia
dupla em seres humanos. A medida que ocorre a proliferacdo celular, os telémeros tornam-se
mais curtos, levando a uma parada de crescimento irreversivel, um processo chamado
senescéncia celular (DIOTTI; LOAYZA, 2011; SAMPATHI; CHAI, 2011; WANG et al.,
2017).

A telomerase ¢ uma enzima com uma unidade catalitica que impede a replicacéo final
pelo alongamento de telomeros (ARSENIS et al., 2017). Na auséncia de telomerase podem
ocorrer erros na replicacdo de moléculas lineares de DNA, que levam ao encurtamento dos

teldmeros em cada divisdo celular. No inicio da senescéncia ocorre apoptose ou instabilidade
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gendmica, quando os teldmeros estdo encurtados abaixo do limite critico (BIANCHI,
SHORE, 2008).

A protecdo e a regulacdo dos teldmeros sdo realizadas por um complexo estavel de
proteinas, chamado de Shelterina (NADERLINGER; HOLZMANN, 2017). Este complexo é
capaz de interagir ou recrutar atividades transitorias especificas que sdo importantes para a
funcéo dos telomeros (DIOTTI; LOAYZA, 2011).

O complexo Shelterina € composto por seis proteinas: fator de ligacdo de repeticao de
telomeros 1 e 2 (TRF1, TRF2), protecdo de telomeros 1 (POT1), TRF1 e TRF2 interagindo
com proteina nuclear 2 (TIN2), repressor/ativador da proteina 1 (Rapl) e displasia
adrenocortical da proteina homologa 1 (TPP1) (SAMPATHI; CHAI, 2011), que se ligam as
regibes de cadeia simples e/ou dupla do telomero, desempenhando fungdo importante na
regulacdo da telomerase e na prevencdo da degradacdo dos telébmeros pelas nucleases
(SAMPATHI; CHALI, 2011; IVANCICH et al., 2017) (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo esquematica do mecanismo de regulacéo telomérica
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Fonte: A autora, 2017.
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O complexo Shelterina reprime a resposta a danos no DNA dos telémeros, evitando a
ativacdo da proteina ATM e da telangiectasia mutada dependente de Rad3 (ATR), que podem
induzir a parada do ciclo celular em resposta a quebras de cadeia dupla no DNA (QCD) e
outros tipos de danos no DNA (KIBE et al., 2016). Além disso, garante que os teldomeros nédo
sejam processados através de vérias vias de reparo de QCD, incluindo a via de reparo por
recombinacdo ndo homologa, que pode levar a fusdo de terminagcBes cromossémicas
(MACIYOWSKI; DE LANGE, 2017). Além disso, protege parcialmente os telémeros pela
formacéo da estrutura t-loop (YALCIN et al., 2017).

A TRF1 foi a primeira proteina do complexo Shelterina descoberta e é relacionada a
replicacédo dos telomeros, protecdo e manutencdo do comprimento de teldomero pela supressao
da atividade da telomerase e resolucdo de telémeros irmédos. A TRF2 também esta relacionado
a protecdo dos telémeros (WALKER; ZHU, 2012; PATEL et al., 2015).

TRF1 e TRF2 sdo estabilizadas através da sua ligacdo ao TIN-2, além disso, o TIN-2
participa no recrutamento das proteinas TPP1 e POT1 (DOKSANI AND DE LANGE, 2014).
A POTL1 participa da manutengdo dos telomeros e se liga ao DNA com alta afinidade e
especificidade. A ligacdo da POT1 ao DNA auxilia na reducdo do alongamento dos
teldmeros, na resposta a danos no DNA e é dependente da proteina ATR (RICE et al., 2017).
A proteina TPP1 participa da manutencdo do comprimento dos telémeros (TONG et al.,
2015) e a proteina RAP1 participa da estabilizacdo do complexo (DONATI; VALENTI.,
2016).

Uma perturbacdo nas proteinas Shelterina nos teldomeros desregula a homeostase do
comprimento dos telémeros e reduz a protecdo dos telébmeros, resultando na formagéo de
anormalidades, que incluem fusdes ponto a ponto, perda de telomeros e teldmeros duplos/
frageis. Esses telomeros ndo funcionais podem danificar o DNA e contribuir para a
instabilidade gendmica, sendo associados a formacdo de tumores e ao envelhecimento
(WALKER; ZHU, 2012).

O encurtamento dos telomeros pode ser causado pelo aumento do estresse oxidativo.
A consequéncia da formacdo de elevado nimero de danos oxidativos, como a 8-0xoG, pode
ser a saturacdo da capacidade do reparo pelo mecanismo de reparo do DNA por exciséo de
bases, 0 que contribui para o encurtamento dos teléomeros (TAN; LAN, 2016). Os arranjos
longos das repeticdes TTAGGG tornam os teldmeros suscetiveis a lesdes oxidativas (JIA et
al., 2015).
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Assim, além do REB ter um papel importante no reparo de danos no DNA, ele
desempenha um papel importante na regulacdo do comprimento dos telémeros (LU; LIU,
2010). Wang et al (2010) demonstraram que 0 REB é necessario para reparar guaninas
oxidadas nos teldmeros, mantendo sua integridade, uma vez que a ablacdo da funcdo OGG1
resulta em aumento do ndmero de guaninas oxidadas nos teldmeros de camundongos idosos.
Lu et al (2010) demostraram que ocorre alongamento dos telémeros quando o gene OGGL1 é
excluido. APE1 estd associada a protecdo dos telémeros, interagindo com a proteina TRF2
(JIA et al., 2015). A deplecdo de APEL resulta em encurtamento de telomeros em duas
linhagens de células humanas, BJ-HTERT e HelLa, mesmo que estas células expressem
telomerase para a manutengédo dos telomeros (MADLENER et al., 2013).

Poucos estudos tém sido realizados para avaliar o papel do REN na manutencdo dos
telomeros (JIA et al., 2015). Apesar disso, foi demonstrado que o complexo ERCC1/XPF
participa da manutencéo dos telomeros (ZHU et al., 2003). Mufioz et al (2005) mostraram que
a nuclease XPF também esta localizada nos telébmeros e esta envolvida na degradacdo de
teldmeros associada com o aumento da expressdo de TRF2, ligando geneticamente a TRF2 e
0 REN.

A XPB tem papel importante no reparo de danos no DNA induzidos pelo estresse
oxidativo e na dinamica dos teldmeros (TING et al., 2010). Gopalakrishnan et al (2010)
demonstraram que as proteinas XPB e XPD participam da manutencdo dos teldmeros em
condigdes de estresse oxidativo causado por H202. Mais recentemente, foi demonstrado que a

proteina XPA também esta envolvida na protecdo dos teldmeros (PARIKH et al., 2015).

1.4.1 Manutencio de teldbmeros em musculo saudavel e lesionado

Alguns estudos tém sido realizados para avaliar a manutencao de teldmeros no tecido
muscular esquelético, geralmente associado ao envelhecimento e a atividade fisica Entretanto,
poucos estudos tém sido realizados para avaliar a manutencdo de telémeros na leséo
muscular.

Wootton et al (2003) sugeriram que a expressao de telomerase poderia auxiliar na
terapia génica de doencas musculares. Estudos mostraram encurtamento de teldémeros no

masculo esquelético em idosos saudaveis em comparacdo com individuos jovens saudaveis,
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bem como em modelos experimentais (LUND et al., 2007; BUNOUT et al., 2009; LUDLOW
etal., 2014).

No entanto, ndo foi observada diferenga no comprimento dos teldmeros em culturas de
mioblastos jovens e senescentes, células satélites jovens e senescentes, ou no musculo
esquelético de adultos jovens e idosos, ou em musculos afetados por doencas, como a
polimiosite e a dermatomiosite (DECARY et al., 1997; RENAULT et al., 2002; PONSOT at
al., 2008; PONSOT et al., 2012; BARBERI et al., 2013).

Tem sido demonstrado que o exercicio tem efeito protetor para os telébmeros em
adultos idosos (Osthus et al., 2013). No entanto, exercicios agudos podem resultar
inicialmente em encurtamento dos teldomeros (LUDLOW et al., 2012a). Kadi et al (2008)
demostraram que o exercicio de longo prazo ndo esta associado ao encurtamento dos
teldmeros no masculo esquelético, enquanto Ludlow et al (2012b) demostraram que o
exercicio de longo prazo estéa associado ao encurtamento de teldmeros.

Em atletas que sofrem de fadiga crbnica relacionada ao exercicio foram observados
telomeros encurtados (COLLINS et al., 2003). Em outro estudo foi sugerido que a taxa de
encurtamento dos teldmeros no musculo esquelético é aumentada pelo aumento da inatividade
muscular e ndo pela idade cronologica (VENTURELLI et al., 2014). Além disso, outros
autores sugeriram que ndo existe diferenca no comprimento do telémero entre individuos
atletas e sedentérios (RAE et al., 2010).

Estudos que avaliam o comprimento dos telémeros nas lesdes musculares ainda séo
escassos. Recentemente, Mackey et al., (2016) ndo observaram encurtamento de teldmeros em
adultos jovens apds uma lesdo muscular induzida por estimulacdo elétrica nos musculos
extensores das pernas. Associando a manutencdo de teldmeros com o laser de baixa
intensidade, Trajano et al. (2016a) observaram que o laser modula positivamente a expressdo
de TRF1 e TRF2 em mioblastos em condi¢cdes normais (10% de soro bovino fetal - SFB) e

em condigdes de estresse (2% SFB).

1.5 Estabilizacdo gendbmica

A manutencdo da estabilidade gendmica para preservar a transmissdo de material

genético durante a divisdo celular apresenta pontos criticos, nos quais o genoma pode sofrer
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varios danos e interromper o ciclo celular (ZHAO et al., 2017). O ciclo celular é dividido em
interfase e mitose, sendo o primeiro subdividido em gap zero (G0), gap um (G1), sintese (S) e
gap dois (G2) (GOLLOSHI et al., 2017).

No G1 as celulas apresentam atividade bioquimica intensa produzindo ciclinas,
proteinas que controlam o ciclo celular, bem como quinases dependentes de ciclina (CDK).
As células nesta fase permanecem em estado de repouso temporério (G0) ou progridem no
ciclo celular (SATYANARAYANA et al.,, 2009). Na subfase S, hd uma duplicacdo do
material genético e, consequentemente, aumento da producdo de ATP necessaria para a
préxima fase, bem como aumento da expressdo de ciclinas necessarias para a progressao para
0 G2 (BESSON et al., 2008). No G2 existem pontos de verificacdo para preparar as células
para a divisdo de modo a manter sua integridade gendmica (KASTAN; BARTEK, 2004).

Com o objetivo de minimizar as falhas ao longo dos estagios do ciclo celular, as
células apresentam checkpoints, nos quais eventos intracelulares sdo monitorados. Os
checkpoints sdo controlados por proteinas que regulam e controlam o ciclo celular,
determinando o tempo exato para a divisdo celular ou a interrupcdo desta diviséo
(MALUMBRES et al., 2009). Estudos mostram que o controle de checkpoints esta associado
a ativacdo de mecanismos de reparo do DNA (BRANZEI; FOIANI, 2008), controle de
transcricdo de genes (BARNUM; O'CONNELL MJ, 2014), comprimento dos telémeros
(GOBBINI et al., 2014) e, em alguns casos, na inducdo da morte celular através de apoptose
(PUCCI et al., 2000). Portanto, os pontos de verificacio compreendem ndo apenas as
respostas ao dano celular, mas também a sobrevivéncia celular e estabilidade genémica
(BARZILAIL; YAMAMOTO, 2004).

Os checkpoints que acarretam a parada do ciclo celular em resposta aos danos no DNA
estdo associados ao aumento da expressdo do gene Tp53 (TAYLOR, 2001). O Tp53 ¢é
identificado como um gene supressor de tumor (LANE, 1992), cuja proteina regula muitos
genes e participa de vias importantes, incluindo a inibi¢cdo do crescimento tumoral, promocéo
do reparo do DNA, apoptose, parada do ciclo celular e senescéncia (WHIBLEY et al., 2009).
No G1, a proteina Tp53 desencadeia um ponto de controle que bloqueia a progressdo da
célula no ciclo celular (VOUSDEN; PRIVES, 2009) através da sintese da proteina p21
(CHAN et al., 2000), o que permite que os danos no DNA sejam reparados antes da celula
entrar na subfase S. No entanto, se a célula ja esta comprometida com a diviséo, esta proteina
desencadeia a sinalizacdo para apoptose, através da fragmentacdo do DNA nuclear (HE et al.,
2009) (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema mostrando os checkpoints da Tp53
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Nota: A Tp53 é regulada pela ATM e tem um papel fundamental no reparo do DNA. Quando
ndo é possivel reparar 0s danos no DNA, ocorre a apoptose.
Fonte: A autora, 2017.

Os polimorfismos na Tp53 desregulam o ciclo celular e levam a perda de controle da
estabilidade genémica e da proliferacdo celular (PIETSCH et al, 2006). Assim, quando o
mecanismo de reparo falha, a célula continua a dividir com DNA danificado, o que pode levar
a doencas, como um tumor (NACCARATI et al, 2012), cuja perda da funcdo da Tp53 confere
uma vantagem multiplicativa as células (CARNERO et al, 2000). Além do produto do gene
Tp53, um produto do gene ATM desempenha um papel importante na manutencdo da
integridade do genoma (MORGAN; KASTAN, 1997).

Os niveis e a localizacdo da proteina ATM permanecem constantes em todas as fases
do ciclo celular (SHILOH; ZIV, 2013), tendo um papel central na sinalizacdo da cascata de
quebras duplas do DNA (SHILOH, 2003), através da fosforilacdo (CHENG; CHEN, 2010),
ndo sé nos mecanismos de reparo do DNA, mas também nos checkpoints do ciclo celular nas
vias apoptoticas (BAKKENIIST; KASTAN, 2003), outros estudos também sugerem a
participacdo da proteina ATM na resposta celular ao estresse oxidativo (ALEXANDER et al,
2010).

As células deficientes no gene ATM ndo possuem checkpoints relacionados a
verificacdo das fases G1 e G2, nem induzem a ativacdo da Tp53 ap0s exposi¢do a um agente
genotoxico, sugerindo a importancia da proteina ATM para a estabilidade celular
(SHACKELFORD et al, 2002). Isto demonstra a relacdo entre ATM e Tp53, pois a ATM
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controla o checkpoint G1 ao regular a ativagédo/estabilizacdo da Tp53 (CHENG; CHEN,
2010). A fosforilacdo da Tp53 pela ATM é um mecanismo importante que leva ao aumento
dos niveis e da atividade da Tp53, embora a Tp53 também possa ser ativada através de
mecanismos independentes da ATM (LOMBARD et al, 2005). De fato, estudos
demonstraram que a ativacdo da Tp53 poderia estimular ou reprimir a transcricdo de varios
genes coordenando uma série de vias de sinalizagdo (MEEK, 2004).

A Tp53 pode ser reprimida pelo produto do gene MDM2 (murino duplo minuto 2)
(SHI ; GU, 2012), devido a associacdo fisica entre as proteinas Tp53 e MDM2 (HINDS et al,
1987) el/ou através do aumento da expressdo da proteina MDM2 (FAKHARZADEH et al.,
1991), que ¢ um mecanismo molecular pelo qual a célula pode impedir a transformacédo de
Tp53 para células tumorais (OLINER et al, 1993). Estudos indicam que a fosforilacdo de
MDMZ2 pela ATM, altera o perfil regulador negativo da MDM2 para um regulador positivo
para a Tp53, aumentando a interacdo entre a proteina MDM2 e 0 RNAm de Tp53, levando ao
aumento dos niveis de transcricdo do gene Tp53 (GAJJAR et al, 2012; GANNON et al,
2012.).

A estabilidade genémica atraves do controle dos checkpoints do ciclo celular € de
extrema importancia para a manutencdo do material genético, segregacdo cromossdmica,
coordenacdo da diferenciacdo celular, senescéncia e morte (BRANDMAIER, HOU; SHEN,
2017). Um mau funcionamento do checkpoint e mudancas no ciclo celular podem ser
causadas por mutacdes cromossdmicas e aberracdes, que favorecem o desenvolvimento
doencas, como o cancer (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

1.6 Laser

1.6.1 Histoérico e definicdo

Foi Albert Einstein quem desenvolveu o conceito de luz viajando em ondas de
particulas conhecidos como fdétons e o conceito de “"emissdo estimulada”, acabando por
desenvolver as bases para o desenvolvimento do laser. O precursor do laser foi um

equipamento capaz de amplificar microondas por emisséo estimulada de radiagdo conhecido
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como MASER (Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation). O primeiro
MASER foi criado por Charles Townes em 1954 e melhorado por James Gordon e Herbert
Zeiger. O MASER inicial era incapaz de produzir saida de luz continua até que Nikolai Basov
e Alexander Prokhorov criaram um novo sistema que poderia liberar emissdo estimulada de
radiacdo a partir atomos excitados sem cair no estado fundamental, mantendo assim a saida
continua de luz (BARD; GOLDBERG, 2014).

Em 1964, Basov, Prokhorov e Townes dividiram o Prémio Nobel de Fisica por seu
trabalho fundamental no desenvolvimento dos principios do MASER. Pouco ap6s o
desenvolvimento do MASER, os cientistas exploraram a possibilidade de emissdo estimulada
em outras regides do espectro eletromagnético, tais como as regides Opticas (visivel) e
infravermelhas. Em 1958, Arthur Schawlow e Charles Townes propuseram 0 primeiro
MASER optico que foi rebatizado mais tarde de "laser" (FRANCK et al., 2016; BARD;
GOLDBERG, 2014).

Em 1960, foi criado por Maiman o primeiro laser de rubi funcional excitado por uma
lampada de xendnio. Entretanto, esse laser possuia apenas o modo de emissdo pulsada. Pouco
tempo depois Peter Sorokin e Mirek Stevenson desenvolveram o primeiro laser com modo de
emissdo continuo. Este feixe ininterrupto foi muito eficaz na destruicdo do tecido alvo
desejado, mas exp0s o tecido circundante a periodos prolongados de energia, culminando em
danos colaterais excessivos, causando cicatrizes hipertroficas e alteragbes pigmentares.
Assim, obturadores mecanicos foram introduzidos para interromper o feixe laser, criando
lasers quase continuos com o objetivo de minimizar os efeitos adversos (BARD;
GOLDBERG, 2014).

Em 1983, Rox Anderson e John Parrish propuseram a teoria da termoélise seletiva,
revolucionando a cirurgia cutanea com laser. Com manipulacéo cuidadosa do comprimento de
onda e duracdo do pulso em relacdo ao tempo alvo, os lasers poderiam selecionar alvos e
destruir de forma seletiva estruturas especificas sem danificar os tecidos circundantes. Isto foi
crucial no tratamento com laser direcionado a lesdes vasculares (BARD; GOLDBERG, 2014).

O LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) é um
dispositivo que gera radiagdo eletromagnética e que é relativamente uniforme em
comprimento de onda, fase e polarizacdo. O laser é descrito como uma fonte de energia
luminosa ou de radiacdo. O laser de baixa poténcia é um tipo especial de laser que afeta

sistemas bioldgicos por meios ndo térmicos (FARIVAR et al., 2014).
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1.6.2 Principios e propriedades do laser

1.6.2.1 Emissédo estimulada

Considerando um modelo atdmico simples, como aquele proposto por Niels Bohr, 0s
elétrons giram ao redor do nucleo em trajetdrias circulares bem definidas, as chamadas
camadas eletrdnicas ou niveis de energia. Nesse movimento de rotacdo eles ndo emitem
radiacdo. Quando o elétron passa de uma camada eletr6nica para outra ocorre emissdo ou
absorcdo de energia. Essa quantidade de energia absorvida ou emitida pelo elétron é
denominada de “f6ton”. Durante as mudancas de orbita o elétron ira emitir ou absorver uma
quantidade especifica de energia: um foton. Dessa forma, quando o elétron que esta girando
em torno do ndcleo passa de uma Orbita externa para outra interna ha a emisséo de um foton e
quando ocorre 0 processo inverso ha a absorcdo de um féton. Esse processo em que um atomo
sai espontaneamente de um estado excitado para um estado menos energético, é chamado de
emissao espontanea (Figura 8) (BAGNATO, 2008).

Figura 8 - Processo de absorcéo ou emisséo de fotons
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Legenda: A) O elétron passa de uma Orbita externa para outra interna emitindo um
féton. B) O elétron passa de uma 6rbita interna para outra externa
absorvendo um féton.

Fonte: A autora, 2017.

Na emissdo estimulada o sistema atdmico absorve um foton externo e o elétron usa a
energia desse foton para pular para o nivel de energia mais alto. O elétron volta ao seu estado
de energia mais baixa através da emissao de um foton. Entretanto, esse retorno é causado pelo

foton externo. O resultado dessa emissdo estimulada é que um féton emerge ao lado do
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primeiro foton. Esses dois fétons resultantes da emissdo estimulada irdo estimular outros
atomos com elétrons em seu estado excitado havendo emissdo de mais fotons que se juntam
aos iniciais (Figura 9). A radiacdo emitida pelo laser provém da emissdo que ocorre quando

elétrons decaem de seus niveis de energia de forma estimulada (BAGNATO, 2008).

Figura 9 - Representacdo do processo de emissdo estimulada e sua diferenca entre os

processos de absorcéo e emissdo espontanea
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Fonte: A autora, 2017.

1.6.2.2 Constituicdo do equipamento laser

Para fazer um laser funcionar é necessario primeiro dispor de um meio ativo, ou seja,
de uma colecdo de a&tomos, moléculas ou ions que emitam radiagdo. Em segundo lugar, deve
ser satisfeita uma condi¢do conhecida como inversdo de populacdo que é gerada por um
processo de excitacdo denominado bombeamento, transformando o meio ativo em
amplificador da radiacdo e por ultimo, dispor de uma cavidade Optica para que 0 sistema
composto por tal reacdo e pelo meio ativo seja a sede de uma oscilagéo laser (GARCEZ et al.,
2012).

O equipamento laser apresenta trés elementos essenciais:

a) Meio ativo: pode ser solido, liquido ou gasoso. Essa parte do laser € a que

contém os atomos ou moléculas, constituidos dos elétrons que, através dos
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saltos de niveis de energia, emitem a luz (fétons) que configurardo a luz
laser. O meio ativo pode ser de dioxido de carbono, de argbnio, de hélio-
nebnio, de YAG, de eximeros, de corantes, de rubi e de diodos
semicondutores, como o de arseneto de galio e aluminio (AsGaAl);

Fonte de energia: para que os elétrons saltem para niveis de energia mais
elevados é preciso fornecer energia. Esta é a finalidade da fonte externa de
energia, que é o segundo elemento principal do laser. A fonte tera que
produzir estados excitados para que nos decaimentos haja emissdo de
radiacdo. Desta forma, a fonte ira fornecer energia para 0 meio ativo, que
pode ser na forma de luz (como no laser construido por Maiman), fazendo
com que um grande numero de atomos passe para um estado excitado (com
elétrons em niveis mais elevados de energia). Quando isso ocorre diz-se
que ocorreu uma inversdo de populacdo, que é fundamental para a emisséo
laser;

Cavidade dptica ou ressonador: sua fungdo € fazer com que os fotons
emitidos pelo meio ativo fiquem retidos neste meio para produzir mais
emissdo e conseguir a amplificacdo da radiacdo necessaria para emissao
laser. Isso é realizado por dois espelhos, situados nas extremidades dessa
cavidade, que refletem a luz emitida de volta as moléculas ou dtomos do
meio ativo. Um dos espelhos, sendo semireflexivo, semitransparente ou
apresentando um orificio, permite a saida da radiacdo do sistema, formando
um feixe de radiacdo Unico (Figura 10) (BAGNATO, 2008;
CAVALCANTI et al., 2011).

Figura 10 - Esquema das partes que constituem o laser
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Fonte: A autora, 2017.
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O meio ativo do laser pode ser do estado gasoso, sélido ou liquido, e isto é utilizado
para uma das formas de classificacdo dos lasers. Os lasers gasosos normalmente tém como
fonte de energia a descarga elétrica através do meio ativo. Dentre os lasers gasosos aqueles
formados pela mistura dos gases nobres Hélio e Nednio (He-Ne) € um dos mais comuns. No
caso do laser He-Ne o meio ativo, uma mistura de gases de Hélio (90%) e Neon (10%), é
excitado por uma descarga elétrica na ampola que contém os dois gases. Isto promove 0
movimento acelerado de elétrons e ions que ao colidirem conseguem excitar os atomos de He.
Estes, ao colidirem com os atomos de Ne transferem sua energia aos atomos de Ne,
produzindo uma inversdo de populacdo e dando inicio ao processo de emissdo estimulada. O
comprimento de onda da radiagdo emitida é de 632,8 nm, ou seja, radiacdo vermelha. Outros
exemplos de lasers gasosos sao: laser de argénio (Ar), CO2, nitrogénio e alcool (BAGNATO,
2008; DANTAS et al., 2011).

Os lasers de estado solido tém como meio ativo os ions de um determinado elemento
embebidos em um cristal. Esse procedimento recebe o nome de dopagem e se diz que tem um
cristal dopado com ions. Esses ions podem ser metalicos como o cromo, ou elementos da terra
como érbio, eurdpio ou hémio, por exemplo. No caso desses cristais dopados como meio
ativo, a melhor forma de manté-los excitados é através do uso de luz de uma lampada de
emissdo intensa (por exemplo, lampadas de xenénio ou halégenas) como fonte de energia
externa.

Os lasers que tém seu meio ativo no estado liquido sdo os lasers de corante. Nestes
lasers ha uma molécula organica dissolvida em solvente apropriado e transformada em um
jato ou mantida em uma cubeta. Nestes lasers, a fonte de energia externa para promover a
inversdo de populacdo é a radiacdo emitida por outro laser, ou por ldmpadas. A vantagem
desse tipo de laser é a possibilidade de emissdo de radiacdo laser em diferentes comprimentos
de onda devido ao fato de que as moléculas do corante podem apresentar diferentes estados de
energia e, desta forma, emitirem radiacbes com diferentes comprimentos de onda
(BAGNATO, 2008).

Nos lasers semicondutores o meio ativo € formado pela juncdo de dois tipos de
semicondutores, um do tipo p e outro do tipo n. A corrente elétrica de uma fonte externa
promove a passagem de elétrons de uma regido para outra e, nesta passagem, os elétrons sao
excitados para a banda de conducéo. Na juncdo os elétrons retornam para a banda de valéncia
emitindo fétons. O aumento da corrente elétrica permite aumentar o nimero de elétrons

excitados, aumentando a quantidade de radiacdo emitida (BAGNATO, 2008). Os lasers
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semicondutores mais comuns sdo os de AsGaAl (arseneto de galio e aluminio), com o
comprimento de onda desde o vermelho até o infravermelho proximo, variando entre 620 a
830 nm, e 0 AsGa (arseneto de galio), que emitem no espectro infravermelho, variando de
830 a2 920 nm (DANTAS et al., 2013).

1.6.2.3 Caracteristicas do feixe laser

As principais caracteristicas do feixe laser sdo: monocromaticidade, coeréncia,
colimacéo e poténcia.

A monocromaticidade é caracterizada pela emissdo de fotons com mesmo
comprimento de onda, ou seja, fétons estimulam fétons da mesma frequéncia, ou de mesmo
comprimento de onda. A emissdo de fétons com mesmo comprimento de onda é o que
diferencia as radiagbes emitidas por lasers das radiacdes emitidas por lampadas
incandescentes, que sdo constituidas por radiacdes de varios comprimentos de onda, desta
forma a radiacdo emitida por ldmpadas incandescentes é uma radiacao policromatica.

A propriedade mais importante da radiacdo laser é a coeréncia. A coeréncia se
manifesta simultaneamente pela monocromaticidade (coeréncia espacial) ou pela frente de
onda unifasica (temporal). A radiacdo é coerente se as diversas por¢des sucessivas no tempo
da mesma onda oscilam para cima e para baixo ao mesmo tempo. Quando estas oscilacdes
ndo ocorrem ao mesmo tempo, a fonte ndo € coerente e, neste caso uma porcao da onda ndo
preserva a mesma relacdo de oscilagdo com a outra por¢do da mesma onda.

O feixe laser é constituido de ondas que caminham na mesma dire¢do havendo o
minimo de espalhamento, essa caracteristica é denominada de colimacdo ou pouca
divergéncia. Diferentemente da radiagéo laser, a radiacdo emitida por uma lampada comum
ndo é colimada, ou seja, é constituida por feixes divergentes.

A intensidade € outra caracteristica da radiacdo laser em que &omos ou moléculas
emitem radiagé@o de forma controlada, contribuindo para que a energia da radiacdo esteja, num
certo intervalo de tempo, em uma area muito pequena. A poténcia do feixe laser pode ser
extremamente elevada, podendo atingir a ordem de terawatts (102w). Essas grandes
intensidades ocorrem em lasers pulsados, onde toda a energia acumulada durante um periodo

é emitida num intervalo de tempo pequeno. Em lasers de baixa poténcia, para um mesmo
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comprimento de onda, é possivel ter diferentes poténcias de saida do equipamento, podendo
variar de 10mW a 100mW (BAGNATO, 2008; GARCEZ et al., 2012).

O laser pode se comportar de formas distintas em funcdo do tempo. Os lasers de
emissdo continua tém poténcia de saida constante durante todo o tempo. O modo de emissédo
pulsado tem poténcia de saida oscilante, que varia entre um valor maximo (poténcia pico) e
zero, durante um determinado periodo de tempo, denominado largura temporal (GARCEZ et
al., 2012).

1.6.3 Parametros fisicos do laser

Definir adequadamente os parametros fisicos do laser € de grande importancia uma
vez que a acdo do laser no tecido bioldgico ird depender da escolha destes parametros. Os
principais parametros fisicos do laser sdo: comprimento de onda, densidade de poténcia,
densidade de energia, energia radiante e poténcia radiante.

a) Comprimento de onda: € definido como a distancia entre dois picos
(cristas) da onda. Quanto menor o comprimento de onda, maior a
frequéncia da onda. Cada segmento repetido ou repetitivo da onda que
corresponde ao mesmo ponto idéntico é considerado um ciclo ou periodo
(Figura 11). Como regra geral, quanto maior o comprimento de onda, maior
a profundidade de penetracdo do feixe no tecido. Desta forma, como a
radiacdo infravermelha tem comprimento de onda acima de 700nm ela
penetra mais profundamente no tecido do que a luz vermelha, que tem
comprimento de onda abaixo de 700nm. Entretanto, isso ndo significa que
o laser infravermelho ndo sera absorvido por tecidos mais superficiais,
implica apenas que no laser infravermelho as ondas continuam em direcéo
a niveis mais profundos do tecido bioldgico. Por esta razdo, para o
tratamento de lesdes mais profundas, € utilizado laser infravermelho e, para
tratamento de tecidos alvo superficiais, é utilizado laser vermelho, uma vez
que os fétons séo absorvidos principalmente nesses tecidos (ENWEMEKA,
2009);
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Figura 11 - llustracdo representando o comprimento de onda da luz

A
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Legenda: A denota comprimento de onda. Nota-se que a luz vermelha
(660nm) tem comprimento de onda maior do que a luz azul
(450 nm).

Fonte: Adaptado de ENWEMEKA, 2009.

b) Densidade de energia (fluéncia): pode ser definida como a quantidade de
energia entregue por unidade de area. Em outras palavras, é a energia
dividida por area. E mensurada em J/cm?. Na pratica a densidade de energia
é tipicamente reportada como dose (ENWEMEKA, 2009);

c) Poténcia radiante: pode ser definida como a taxa pela qual a energia é gasta.
Geralmente é mensurada em Watts, mas na fototerapia devido as
quantidades relativamente baixas de energia necessaria para se alcancar 0s
beneficios terapéuticos é frequentemente medida em miliwatts (mW). Por
definicdo a poténcia pode ser definida calculando a energia por unidade de
tempo (ENWEMEKA, 2009);

d) Energia radiante: é a mensuracdo de energia da radiacdo eletromagnética
visivel e invisivel e ¢ mensurada em Joules (J). E calculada multiplicando a
poténcia pelo tempo;

e) Densidade de poténcia: pode ser definida como a razdo da poténcia pela area
de superficie do feixe. Também conhecida como irradiancia, a densidade de
poténcia é basicamente poténcia por unidade de area do ponto do feixe
(beam spot size). O tamanho do ponto do feixe define a area coberta pelo
feixe. Na ponta do aplicador, o tamanho do ponto é essencialmente o
mesmo que a area de irradiacdo efetiva, ou seja, sdo de mesmo tamanho

guando o aplicador é colocado em contato direto com o tecido bioldgico.
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No entanto, quando o aplicador estd distante do tecido, o feixe pode se
espalhar dependendo do angulo de divergéncia (ENWEMEKA, 2009);

f) Frequéncia: € definida como o nimero de ciclos ou oscilagcdes que passam
por um ponto estacionario em um determinado tempo estabelecido e é
inversamente proporcional ao comprimento de onda no vacuo. Expressa em
Hertz (Hz).

1.6.4 Mecanismos de acdo da radiacdo laser de baixa poténcia

Para que a luz visivel de baixa poténcia tenha efeitos em um sistema biol6gico vivo, 0s
fotons devem ser absorvidos pelos elétrons orbitais ou moleculares pertencentes a alguma
molécula, que desta forma age como cromoforo ou fotoaceptor.

As mitocondrias sdo o centro de muitas funcGes celulares integrando sinais entre a
organela e o nicleo. Em 1981 foi sugerido que a fotossensibilidade pode ser uma propriedade
mitocondrial comum em animais superiores. A irradiagdo com luz vermelha e infravermelha
préxima pode levar a ativacdo de componentes da cadeia respiratdria mitocondrial e ao inicio
de uma cascata de sinalizagdo que promove proliferacdo celular e citoprotecdo. A absorcdo de
fotons causa uma mudanca na configuracdo molecular de fotoaceptores acompanhado de uma
alteracdo associada a sinais moleculares dentro das células (GAO; XING, 2009).

As alteracBes na funcdo do fotoaceptor sdo as reacdes primarias e as subsequentes
alteracOes na sinalizacdo e funcdo celular sdo as reacOes secundarias. As reacfes primarias
que ocorrem apds a absor¢do da luz podem ser explicadas pelas seguintes hipéteses: hipdtese
do oxigénio singleto, hipotese na alteracdo de propriedades redox, hipotese do 6xido nitrico,
hipdtese de aquecimento local transitério e a hipotese do anion superoxido. As reagdes
secundarias apos a absorcdo da luz sdo os caminhos de sinalizagdo celular e sinalizacao
mitocondrial retrograda (GAO; XING, 2009).

A sinalizacdo mitocondrial retrograda é constituida por vias de sinalizacéo intracelular
entre as mitocondrias e o nucleo, que influenciam atividades celulares sob condigdes normais
ou patologicas. Elementos da sinalizacdo mitocondrial retrograda, tais como o potencial de
membrana mitocondrial, EROs, oxido nitrico, célcio e pH, tém sido modulados pela
irradiacdo (GAO; XING, 2009).
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Tem sido demonstrado que a luz vermelha e a radiagdo infravermelha proxima atuam
na célula através de um fotoaceptor primario, a citocromo c oxidase. A citocromo ¢ oxidase é
uma enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (complexo 1V). A
estrutura da citocromo ¢ oxidase é formada por duas metades heme (heme a e heme a 3), dois
sitios de cobre redox ativos (CUa € CUg), um zinco e um magnésio, que Sdo responsaveis
pela absor¢do da luz vermelha e da radiacdo infravermelha proxima. Quando um féton é
absorvido pela citocromo ¢ oxidase ha uma alteracdo no estado redox mitocondrial e/ou o
bombeamento de prétons atraves da membrana mitocondrial interna e hd aumento da sintese
de ATP. Ha também aumento de célcio intracelular, que estimula a sintese de RNA e DNA
(HOURELD, 2014).

Tem sido especulado que a irradiacdo pode intensificar a transferéncia de elétrons
dentro da citocromo c oxidase, disponibilizando mais elétrons. O aumento da transferéncia de
elétrons e prétons acelera o metabolismo oxidativo que, em Gltima instancia, leva ao aumento
da producéo de ATP (HOURELD, 2014). Assim, a absor¢do da luz pela citocromo c oxidase
pode aumentar o potencial de membrana mitocondrial, ATP e EROs, levando a um aumento
da disponibilidade de energia e transducdo de sinais intracelulares. Essas mudancas
bioquimicas e moleculares causam efeitos macroscopicos, como proliferacdo celular e
cicatrizacao de lesdes (GAO; XING, 2009).

Outra classe de moléculas intracelulares que podem agir como cromoéforos sdo as
porfirinas. Porfirinas sdo formadas nas mitocondrias como parte da biossintese do grupo
heme. Seu espectro de absor¢do apresenta cinco bandas na regido visivel do espectro
eletromagnético, principalmente de 400 a 630nm. Moléculas com bandas de absor¢do no
visivel como a protoporfirina IX podem ser convertidas ao estado tripleto, de tempo de
existéncia mais longo, depois da absorcao dos fotons. Esse estado tripleto pode interagir com
0 oxigénio no estado fundamental com transferéncia de energia, conduzindo a producdo de
uma espécie quimica de alta capacidade reativa, o oxigénio singleto. Esta é a base da chamada
“hipotese do oxigénio singleto”. Quando a irradiagdo ocorre em densidades de energia muito
baixas podem causar proliferacdo celular e estimulagdo tecidual, entretanto, em altas
densidades de energia a morte celular é observada (GARCEZ et al., 2012).

As flavoproteinas também podem agir como fotoaceptor Elas estdo envolvidas em
varios processos bioldgicos incluindo emissdo de bioluminescéncia, desativacdo de EROs,
reducdo de estresse oxidativo, fotossintese, reparo do DNA e apoptose (GARCEZ et al.,
2012).
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As reacOes secundarias a radiacdo laser estdo relacionadas com os elementos da
sinalizacdo mitocondrial retrégrada cuja alteracdo mediante a ativagdo ou supressdo de sinais
moleculares no citoplasma e subsequentes alteracbes em cascatas de sinalizacdo levam a
sintese de DNA, RNA, proteinas e enzimas no nucleo ou citoplasma ou ainda a alteracdes na
membrana plasmatica, resultando em efeitos bioestimulatérios nas células como proliferacdo
e diferenciagéo celular (GAO; XING, 2009).

A absorgdo da luz pelo fotoaceptor leva ao aumento da sintese de ATP e aumenta o
gradiente de prétons levando a um aumento na atividade de Na*/H" e Ca2*/Na* e nas bombas
Na*’K* ATPase e Ca2* ATPase. O ATP é substrato da adenilciclase e, portanto, os niveis de
ATP controlam os niveis de AMPc. Tanto o célcio como o0 AMPc sdo segundos mensageiros
muito importantes. O calcio regula varios processos no corpo humano (contracdo muscular,
coagulacdo do sangue, transmissdo sinaptica, expressdo génica, por exemplo). Portanto, a
fotoativacdo de enzimas terminais, como a citocromo ¢ oxidase, desempenha um papel vital
na ativacao de diversas cascatas bioldgicas observada posteriormente a exposicao a radiacéo
laser de baixa poténcia (FARIVAR et al., 2014).

A atividade da citocromo c¢ oxidase é inibida por 6xido nitrico (ON). Esta inibicéo
pode ser explicada devido a competicdo direta entre NO e O, para a reducdo do centro
binuclear CuB/a3 da citocromo ¢ oxidase e é reversivel. Foi proposto que a irradiacao laser
pudesse inverter essa inibicdo pela dissociacdo de ON de seus sitios de ligacdo. Porque essa
ligacdo coordenada é muito mais fraca do que uma ligacdo covalente, essa dissociacdo
poderia ser causada pela absorcdo da radiacdo laser. A dissociacdo do ON da citocromo ¢
oxidase aumenta a taxa de respiracdo. De fato, a radiacdo laser poderia realmente reverter a
inibicdo causada pela ligagdo ON na citocromo ¢ oxidase, tanto em mitocondrias isoladas
guanto em ceélulas, bem como poderia proteger células contra morte celular induzida por ON
(FARIVAR et al., 2014).

Tem sido relatado que a terapia com laser de baixa poténcia altera o potencial redox
total das células, aumentando o potencial oxidante, a geracdo de EROs e a atividade redox
celular. EROs séo considerados segundos mensageiros com importante fungéo ao regular vias
de sinalizac&o celular que controlam a expressdo génica. A modulacéo do estado redox celular
pode ativar ou inibir as vias de sinalizacdo. Mudancas no estado redox ativam a sintese de
acido nucléico, sintese proteica, ativacao enzimatica e progressao do ciclo celular (FARIVAR
etal., 2014; MIGLIARIO et al., 2014) (Figura 12).
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Figura 12 - Mecanismo de acdo dos lasers de baixa poténcia
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Fonte: adaptado de MIGLIARIO, 2014.

O mecanismo dessas reacfes secundarias € determinado por transducdo (transferéncia
de energia de um sistema para outro) e amplificagdo do fotosinal levando a uma fotoresposta.
Isso significa que os efeitos derivados das reacBes primarias sdo amplificados e transmitidos
para outras partes da célula resultando em efeitos fisioldgicos gerais e efeitos especificos. A
permeabilidade da membrana celular com alteracdes nos niveis intracelular de célcio,
aumento do metabolismo celular, sintese de DNA e RNA sdo considerados efeitos gerais
enquanto que a proliferacdo de fibroblastos, ativacdo de linfécitos T, macrofagos e
mastocitos, aumento da sintese de endorfinas e diminuicdo de bradicinina podem ser
considerados efeitos especificos. Além disso, estes efeitos especificos podem ser
consequéncia dos efeitos gerais (CHAVES et al., 2014).

As reacOes secundarias sdo responsaveis pela conexdo entre resposta & acdo da
radiacdo laser por fotoaceptores localizados dentro das mitocondrias e efeitos localizados no
nucleo. Este processo torna possivel aplicar uma baixa dose de energia para produzir efeitos
clinicamente significativos nos tecidos. Em suma, a absor¢do da radiacdo laser, dependendo
do comprimento de onda, provoca rea¢Ges primarias nas mitocondrias. Estas sdo seguidas por
uma cascata de reacgdes secundarias (transducdo de fotosinal e amplificacdo) que ocorrem no

citoplasma, membrana e nicleo (CHAVES et al., 2014).
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1.6.5 Lasers de baixa poténcia e reparo muscular

O processo de reparo muscular € caracterizado principalmente pela necrose de fibras
musculares, presenga de infiltrado inflamatério e aumento local de citocinas pro-
inflamatorias, fatores de crescimento e enzimas proteoliticas envolvidas na fagocitose de
detritos celulares. Simultaneamente, células satélites sdo ativadas, proliferam e diferenciam
em mioblastos que se fundem para reparar fibras danificadas ou formar uma nova fibra
muscular funcional. Este processo termina com a maturacdo de novas fibras, a contracdo e
reorganizacdo do tecido conjuntivo, e a recupera¢do da funcdo do musculo lesado (ALVES et
al., 2016).

Diversos estudos tém sido realizados avaliando os efeitos do laser de baixa poténcia
no musculo esquelético sadio e lesionado. Em lesdes musculares tem sido observados efeitos
bioestimulatdrios da exposicdo a radiacdo laser de baixa poténcia na fase inflamatoria, na fase
proliferativa e na fase de remodelamento.

Na fase inflamatdria tem sido observado que a exposicdo a radiacdo laser reduz os
niveis de TNF-a., de ciclooxigenase 2 (Cox-2), IL-6, de interleucina 2 (IL-2) e de interleucina
1 beta (IL-1pB) apos contusdo em ratos Wistar (ALMEIDA et al., 2013; FERNANDES et al.,
2013; MANTINEO et al., 2014; SILVEIRA et al., 2016; TOMAZONI et al., 2017). Também
foi observado que a exposicdo a radiacdo laser aumenta os niveis de citocinas anti-
inflamatorias como interleucina 10 (IL-10) (SILVEIRA et al., 2016).

A exposicao a radiacdo laser altera a expressdo de fatores regulatorios miogénicos que
sdo essenciais para a ativacdo das células satélites. Animais irradiados com laser tiveram
aumento na expressdo de MyoD, Myf5 e Miogenina (ALVES et al., 2016; ASSIS et al., 2016;
MORAIS et al., 2017). Embora existam diversos estudos onde foi observada a agdo da
exposicdo ao laser na expressdo de MyoD, Myf5 e miogenina beneficiando o processo de
reparo muscular, ndo ha trabalhos que investiguem os efeitos do laser na expressdo de MRF4,
Pax3 e Pax7 em modelos in vitro e em modelos animais, bem como se este efeito é
influenciado pela poténcia do feixe laser utilizado.

Durante o processo de reparo muscular, as proteinas que compdem a matriz
extracelular (ECM) no tecido muscular séo sintetizadas e degradadas. No tecido muscular
normal a ECM ¢é composta principalmente de laminina, fibronectina, tenascina,

proteoglicanos, e fibras de colageno (dos tipos I, 111 e 1V), que séo sintetizados principalmente
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por fibroblastos. Os componentes ECM sdo principalmente degradados pelas
metaloproteinases de matriz (MMPs). As principais MMPs encontradas no tecido muscular
sdo as gelatinases (MMP-2 e MMP-9), que degradam os tipos de colageno desnaturado 1V,
VIl e X em muitos tecidos, facilitando assim a proliferacdo e diferenciacdo de células
satélites, fusdo de mioblastos e angiogénese (MELO et al., 2016).

Em modelos experimentais de criolesdo foi observado que a exposicdo ao laser
aumenta o namero de fibras de coldgeno e a atividade de metaloproteinases de matriz 2
(ALVES et al., 2014b). Confirmando esses resultados Ribeiro et al. (2015) também
observaram que a exposicdo ao laser aumenta o nimero de fibras de colageno e a atividade de
metaloproteinases de matriz 2 sete dias ap6s a lesdo muscular, contribuindo para o processo
de reparo muscular em animais apo6s criolesdo.

O desenvolvimento de uma nova rede de vasos sanguineos (angiogénese) no local da
lesdo é extremamente importante para a regeneracdo muscular bem sucedida. Este processo €
regulado pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que exerce diferentes efeitos
no endotélio vascular, incluindo proliferacdo e sobrevivéncia de células endoteliais, migracéo
e adesdo de células endoteliais. Além disso, tem sido demonstrado que o VEGF estimula a
expansdo do numero de células satélites adjacentes a novos capilares (ALVES et al., 2014b).
A terapia com laser de baixa poténcia é extremamente eficaz na modulagdo da expressao de
RNAm de VEGF e consequente formacdo de novos vasos sanguineos durante o reparo de

musculo esquelético lesionado (ASSIS et al., 2016).

1.6.6 Lasers de baixa poténcia e leses oxidativas no DNA

A exposicao ao laser de baixa poténcia afeta a atividade de fotoaceptores enddgenos,
que alteram o metabolismo celular, causando proliferacéo e diferenciacdo (YIN et al., 2017).
A terapia com laser de baixa poténcia é uma técnica segura e nao invasiva com ampla
aplicacdo clinica para o tratamento de vérias doencas, como reducgdo da dor e inflamacao
(CERDEIRA et al., 2016; YIN et al., 2017) e tém sido amplamente utilizadas, apresentando
efeitos benéficos em niveis celular (MIGLIARIO et al., 2014) e de tecidos (ASSIS et al.,
2013; TRAJANO et al., 2014).
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Entre os efeitos conhecidos da radiacdo emitida por lasers de baixa poténcia estd o
aumento de EROs (&nion superdxido e radical hidroxila, por exemplo), que poderia restaurar
0 equilibrio redox pelo aumento de enzimas antioxidantes (TATMATSU-ROCHA et al.,
2016). A alteracdo do estado redox pode induzir sinalizacao intracelular, ativacdo enzimatica
e progressdo do ciclo celular (MASOUMIPOOR et al., 2014). No entanto, € importante
estabelecer os pardmetros fisicos nos quais as células e os tecidos sdo irradiados, porque em
altas fluéncias pode ocorrer aumento excessivo dos niveis de EROs, o que causa danos
celulares (TATMATSU-ROCHA et al., 2016; ENGEL et al., 2016). Assim, condicbes de
exposicdo adequadas sdo necessarias para obter niveis adequados de EROs, que induzem o
efeito bioestimulatério desejado em terapias baseadas nos lasers de baixa poténcia (ENGEL et
al., 2016).

Os efeitos da exposicdo aos lasers de baixa poténcia nos niveis de EROs foram
avaliados em varios estudos, mas alguns resultados sdo controversos. Assim, foi relatado que
os lasers de baixa poténcia reduzem a concentracdo de EROs nas células (YIN et al., 2017) e
nos tecidos (RIBEIRO et al., 2016; TATMATSU-ROCHA et al., 2016). Por outro lado,
outros autores sugeriram que o aumento dos niveis de EROs pode ocorrer sem causar danos
ao DNA (DILLENBURG et al.,, 2014). Além disso, dependendo dos parametros fisicos
utilizados, as radiacdes laser de baixa poténcia podem ser citotdxicas e induzir danos ao DNA
(MIGLIARIO et al., 2014; SERGIO et al., 2015).

Estudos foram realizados avaliando a acdo dos lasers de baixa poténcia no reparo de
danos de DNA induzidos pelas radiacdes ultravioleta e ionizante. Os autores relataram que a
exposicdo a lasers de baixa poténcia é capaz de induzir respostas adaptativas em células
expostas a radiacdo ionizante, afetando a inducdo de mecanismos de controle responsaveis
pela alteracdo da progressao do ciclo celular (KARU et al., 1994; JOYCE et al., 1999). Outros
estudos mostraram que culturas de Escherichia coli (E. coli) previamente expostas ao laser
vermelho de baixa poténcia (632,8nm) apresentam uma maior sobrevivéncia a radiacdo UV
ultravioleta do que as culturas ndo expostas previamente a esta radiacdo e que esse efeito
poderia ocorrer através do oxigénio singleto (KOHLI; GUPTA, 2001; KOHLI; GUPTA,
2003). Além disso, DUBE et al. (2001) mostraram que a exposicao prévia ao laser vermelho
de baixa poténcia protege linfoblastos B humanos contra a radiacdo ultravioleta A e que esse
efeito ocorre devido a influéncia em processos que previnem danos iniciais ao DNA.

Mais recentemente, foi sugerido que as radiacOes laser vermelha e infravermelha de

baixa poténcia sdo capazes de induzir lesdes em DNA em nivel sub-letal e/ou respostas
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adaptativas (DA SILVA MARCIANO et al., 2012; CANUTO et al., 2013; TEIXEIRA et al.,
2014). Este poderia ser o mecanismo pelo qual as radiagdes laser de baixa poténcia protegem
as células contra lesbes de DNA (Figura 13). Sergio et al., (2013) relataram que o laser
vermelho de baixa poténcia poderia alterar a molécula de DNA e as respostas celulares
dependem do funcionamento dos mecanismos de reparo do DNA, bem como dependem das
condigdes celulares. Assim, lesdes sub-letais podem induzir mecanismos de reparagdo de
lesGes oxidativas no DNA, que podem ser parte dos efeitos de fotobiomodulagdo induzidos

por lasers de baixa poténcia, resultando em estabilidade gendmica.

Figura 13 - Esquema representando a acdo do laser no reparo de lesdes oxidativas
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fotobiomodulagdo Lesdies sub-letais lesdies oxidativas

induzido pelo laser

Fonte: A autora, 2017.

1.6.7 Lasers de baixa poténcia e estabilidade genbmica

Poucos trabalhos tém sido realizados avaliando os efeitos dos lasers de baixa poténcia
na estabilidade genémica. Na pele e nos tecidos musculares, os niveis de RNAm do Tp53 nao
é alterado apds a exposicdo ao laser de baixa poténcia de vermelho (660nm) e infravermelho
(808nm), mas os niveis de RNAmM da ATM estdo aumentados no musculo exposto aos lasers
vermelho e infravermelho de baixa poténcia (GUEDES DE ALMEIDA., 2017). Esses
resultados indicam que a exposicéo a lasers vermelhos e infravermelhos de baixa poténcia ndo
induzem vias apoptoticas por alteragdo dos niveis de RNAm de Tp53. No entanto, isso
poderia indicar a ativagcdo dos mecanismos de reparo do DNA, que poderiam ser parte do
efeito biomodulador induzido por estes lasers (Figura 14). A estabilidade gen6mica €
necessaria para a homeostase celular e pode ser um componente importante do efeito

biomodulador induzido por lasers de baixa poténcia na cicatrizacao de feridas, por exemplo.



65

Figura 14 - Esquema representando a agédo dos lasers de baixa poténcia na estabilidade do

genoma
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Fonte: A autora, 2017.

1.6.8 Lasers de baixa poténcia e REB

Estudos tém sido conduzidos mostrando que lasers de baixa poténcia modulam o REB
em células procariontes e eucariontes. Modelos experimentais que utilizam culturas de E. coli,
proficientes ou deficientes nos mecanismos de reparo do DNA, foram utilizados para avaliar
os efeitos induzidos por estes lasers nos mecanismos de reparo do DNA (KOHLI ; GUPTA,
2001; KOHLI ; GUPTA , 2003; TEIXEIRA et al., 2014; BARBOSA et al., 2015).

Barbosa et al., (2015) usando culturas de E. coli de tipo selvagem (AB1157),
deficientes em endonuclease 111 (JW1625-1) e endonuclease IV (JW2146-1) verificaram que
os lasers vermelho e infravermelho em altas fluéncias (250, 500 e 1000J/cm?) sdo letais,
induzem a filamentacdo e alteram a morfologia das células.

Culturas de E. coli BW9091 (deficiente em exonuclease Ill), BH20 (deficiente em
proteina formamidopirimidina DNA glicosilase/proteina MutM) e BW375 (deficiente em
endonuclease 111) e BW527 (deficiente em endonuclease 1V) foram utilizadas para avaliar 0s
efeitos da radiagdo laser vermelha e infravermelha na sobrevivéncia e no fendétipo
filamentoso. Roos et al., (2013) demonstraram que a exposicdo a laser de baixa poténcia
(658nm) em baixas fluéncias (1 e 8 J/cm?) induz um fenétipo filamentoso em culturas de E.
coli AB1157 e BW9091. No entanto, culturas de E. coli BW9091 apresentaram porcentagens

de filamentacdo mais altas do que em culturas da cepa selvagem, sugerindo que 0s genes néo
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funcionais relacionados ao reparo do DNA poderiam ser importantes para os efeitos induzidos
pelos lasers de baixa poténcia.

Um estudo com culturas de E. coli AB1157, BW9091, BH20 e BW375 mostrou que 0
laser vermelho (660nm, 25 e 45J/cm?) diminui a sobrevivéncia em culturas deficiente em
endonucleases 11l e induz a filamentacdo bacteriana (DA SILVA MARCIANO et al., 2012).
No entanto, da Silva Sergio et al., (2013) usando laser vermelho (658nm) em culturas de E.
coli AB1157, BW527, BW9091, BH20 e BW375 observaram que o laser vermelho de baixa
poténcia ndo tem efeito sobre a sobrevivéncia em culturas de E. coli, apesar de induzir a
filamentacdo e lesdes no DNA que séo alvo da exonuclease 11l. Também em culturas de E.
coli AB1157, BW9091 e BH20 irradiadas com laser infravermelho (808nm, 60 e 120 J/cm?),
observou-se alteracdo da sobrevivéncia em culturas da cepa selvagem de E. coli e indugéo do
fenotipo de filamentacdo, dependendo das condigdes das culturas bacterianas e das vias de
reparo do DNA, além de inducdo de lesdes no DNA que nédo séo do tipo rupturas simples ou
duplas na molécula de DNA ou sitios alcali-labeis, que ndo sdo alvo da exonuclease Il ou da
formamidopirimidina DNA glicosilase/proteina MutM (CANUTO et al., 2013).

TEIXEIRA et al., (2014) irradiaram culturas de E. coli AB1157, BW9091, BH20 e
BW375 com laser infravermelho de baixa poténcia (808 nm, 100 mW, 40 e 60 J/cm?) e
observaram que o laser causou efeito sub-letal. Reforcando esses resultados, FONSECA et al.,
(2012) irradiaram culturas de E. coli AB1157, BW9091 e BH20 com laser infravermelho de
baixa poténcia (10 mw, 830 nm) em diferentes fluéncias (1, 4 e 8 J/cm?), em modos de
emissdo de onda continua e pulsada (2,5, 250 e 2500 Hz), e observaram que o laser
infravermelho diminuiu a sobrevivéncia bacteriana nestas culturas em nivel sub-letal.

Em outro estudo, culturas de E. coli AB1157, BW375 e BW9091 foram irradiadas
com laser infravermelho (830nm) em diferentes fluéncias (10 mW, 1, 4 e 8 J/cm?), em modos
de emissdo de onda continua e pulsada (2.5, 250 e 2500 Hz). Os resultados mostraram que 0
laser infravermelho pode induzir a filamentag&o bacteriana em culturas dessas cepas de E. coli
em fases exponencial e estacionaria de crescimento (FONSECA et al., 2011).

APE2 é uma enzima com sequéncia homoéloga a APEL e mais tarde identificada como
uma AP endonuclease alternativa (ANDRES et al., 2015). Embora a atividade de
endonuclease da APE2 seja muito menor do que a APEL, sua atividade de exonuclease 3'-5 ‘¢
forte em comparagcdo com o APE1. Observou-se também que a APE2 interage com PCNA e
pode recrutar polimerases de transles@o propensas a erros (WILLIS et al., 2015). Fonseca et

al., (2014) observaram que a exposicao a radiagdo laser infravermelha (10 mwW, 830 nm, 1,0,
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5,0 e 10,0 J/cm?) altera a expressdo de APE2 na pele e tecido muscular de ratos Wistar 1 e 24
horas apos a irradiagdo com fluéncias de 5 e 10J/cm?.

Outro estudo mostrou que o laser de baixa poténcia (10 mW, 830nm, 1, 5 e 10 J/cm?)
tem diferentes efeitos no reparo de lesbes no DNA na pele e nos tecidos musculares. No
tecido muscular poderia aumentar a capacidade de reparo do DNA e, na pele, poderia ter
efeitos em fluéncias especificas (5 J/cm?, por exemplo) (FONSECA et al., 2013).

Na pele queimada, o laser vermelho de baixa poténcia (100mW; 660nm; 20J/cm?)
reduz os niveis de RNAmM da APE1 e aumenta os niveis de RNAmM de OGG1, sugerindo que a
alteracdo dos niveis de RNAm da APEL ocorre devido a ativacdo de uma via de reparo
dependente de OGG1 (TRAJANO et al., 2014).

Os resultados publicados até o momento mostraram que o laser de baixa poténcia
também influencia na sobrevivéncia e na filamentacdo em culturas de Escherichia coli, bem
como altera a expressdo de genes que relacionados ao REB em células e tecidos bioldgicos
(Figura 15).

Figura 15 - Representacao dos efeitos dos lasers de baixa poténcia no reparo por excisdo de
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Fonte: A autora, 2017.
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1.6.9 Lasers de baixa poténcia e REN

O REN em E. coli compreende trés proteinas (uvrA, uvrB e uvrC), que possuem
funcdes de reconhecimento, clivagem, endonuclease e remocéo de fragmentos contendo bases
danificadas (SELBY, 2017). Estudos realizados para avaliar os efeitos dos lasers de baixa
poténcia no REN em culturas E. coli AB1886 (deficiente na proteina UvrA) mostraram que 0
laser infravermelho de baixa poténcia (830 nm) reduz a sobrevivéncia celular em nestas
culturas (FONSECA et al., 2012) dependendo da fluéncia e do modo de emissdo do laser
(FONSECA et al., 2015a).

Na pele e tecido muscular de ratos Wistar, os niveis de mMRNA dos genes XPA e XPC
sdo alterados apds a exposicao a lasers vermelhos (660nm) e infravermelho (808nm) de baixa
poténcia. Essas alteracdes estariam relacionadas a pardmetros bioldgicos (tipo de tecido, por
exemplo) e a parametros fisicos (fluéncia e comprimento de onda, por exemplo) (FONSECA
et al., 2015b). Sergio et al., (2016) relataram alteracdes dos niveis de RNAm dos genes
ERCC1 e ERCC2 nos tecidos de ratos Wistar expostos a lasers vermelhos e infravermelhos e
sugeriram que esse efeito poderia contribuir para a estabilidade do genoma e homeostase de
tecidos bioldgicos afetados por doencas. Além disso, o laser vermelho (660nm) alterou os
niveis de RNAm dos genes XPC e XPA na pele queimada de ratos Wistar (TRAJANO et al.,
2014). Esses resultados reforcam que a modulacdo do reparo de lesdes oxidativas no DNA
poderia ser parte do efeito de fotobiomodulacéo induzida por lasers de baixa poténcia (Figura
16).

Figura 16 - Representacdo dos efeitos dos lasers de baixa poténcia no
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2 OBJETIVO

Avaliar a influéncia do laser infravermelho de baixa poténcia (LIBP) na expressao de
genes relacionados ao reparo de lesbes musculares, de reparo no DNA e manutencdo de

telomeros em mioblastos em cultura e em modelo de lesdo muscular utilizando ratos Wistar.

2.1 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos avaliar efeitos da exposicdo ao laser de

baixa poténcia nos seguintes parametros em mioblastos e musculo lesionado:

a) viabilidade celular, inducdo de apoptose e necrose;

b) expressao de genes relacionados a estabilidade gendmica;

c) expressdo de genes relacionados a manutencéo dos telomeros;
d) expressdo de genes de reparo de danos oxidativos no dna;

e) expressdo de genes relacionados com o reparo muscular;

f) expressdo de citocinas pré-inflamatorias e antiinflamatorias.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo IN VITRO

3.1.1 Laser de baixa poténcia

Para os estudos in vitro foi utilizado o laser infravermelho (808nm) de baixa poténcia
(Photon Lase 111, AsGaAl), fabricado pela D.M.C. Equipamentos Ltda (Sdo Paulo, Brasil), em

modo de emissdo continuo.

3.1.2 Cultura da linhagem celular de mioblastos (C2C12)

Células da linhagem C2C12, oriundas de musculo esquelético de camundongos C3H,
foram gentilmente cedidas pela Dra Helene Santos Barbosa do Laboratério de Biologia
Estrutural — IOC — FioCruz. As culturas de mioblastos C2C12 foram mantidas em meio
Dulbecco de Eagle modificado: mistura de nutriente F-12 (DMEM-F12, Sigma-Aldrich),
suplementado com 1, 2, 5 ou 10% de SFB (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) com 10.000 U/ml
de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina, 5 mg/ml de garamicina e 0,006 mg/ml de
anfotericina B em estufa umidificada contendo CO2 a 5% e a 37 ° C. A cada dois dias, 0 meio
foi descartado e o mesmo volume de meio fresco adicionado até atingirem aproximadamente
80% de confluéncia. Para expansao das células, foi realizado o subcultivo com a dissociacao
da monocamada de células utilizando solugéo de tripsina 0,25% e EDTA 0,01% por 5 min a
37°C. Apos a inibicdo da acdo da tripsina com DMEM suplementado com 10% de SFB, a
suspensdo de células foi centrifugada, ressuspendida em meio DEMEM F-12 suplementado
com SFB e as células plaqueadas em garrafas de 25cm? ou placas de 24 pogos ou placas de 96

pocos de acordo com o procedimento que seria utilizado.
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3.1.3 Procedimento de irradiacdo com laser de baixa poténcia

As células foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
tripsinizadas, centrifugadas (1500 rpm, 10 min, 4 ° C), ressuspensas em meio DMEM-F12, e
contadas na camara de Neubauer. Em seguida, as aliquotas da suspensdo celular foram
distribuidas em volumes iguais em microtubos (1,5 ml) e centrifugados (1500 rpm, 5 min, 4 °
C) e foi adicionado PBS sem ressuspensdo (1 ml), mantendo as células na parte inferior do
microtubo conico (0,13 cm?) para o procedimento de irradiacio com laser. As células foram
irradiadas com 10 J/cm? (0,2 J, 808 nm, 100 mW por 2 segundos em modo de emissio
continuo); 35 J/cm? (0,9 J, 808 nm, 100 mW, 9 segundos em modo de emiss&o continuo) e 70
Jiem? (1,9 J, 808 nm, 100 mW, 19 segundos em modo de emissdo continuo). Apos a
exposicao ao laser, o PBS foi removido e as células foram ressuspensas em meio DMEM-F12
e colocadas em placas de 96 pogos para os ensaios de viabilidade celular e em placas de 24
pocos para os ensaios de citometria de fluxo. Para os ensaios de citometria de fluxo, 1,5 x 10°
células foram cultivadas para ensaios ap6s 24 h, 1,0 x 10° células para ensaios apos 48 h e 5,7
x 10* células para ensaios apds 72 h. Para os ensaios de viabilidade celular 1,0 x 10* células
foram cultivadas em cada pogo quando os ensaios foram realizados apds 24 h, 9,0 x 103
células para ensaios apos 48 h, e 8,0 x 102 células para os ensaios apds 72 h. Para a extrago
de RNA total, apds a exposicdo ao laser, o PBS foi removido e as culturas de mioblastos
C2C12 foram reconstituidas em meio DMEM-F12 e cultivadas em garrafas de 25 cm? por 2 h

antes da extracdo de RNA total.

3.1.4 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células em resposta ao tratamento com radiacdo laser foi
determinada através do ensaio de WST-1. WST-1 consiste em um ensaio colorimétrico
baseado na capacidade de células converterem o sal tetrazolium (dissulfonato de 4-[3-(4-
iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno) em corante fomazan. Essa converséo
é realizada pela enzima mitocondrial succinato-tetrazélio redutase e somente ocorre em

células viaveis. Com isso, através de variagbes na coloracdo do meio contendo WST-1, é



72

possivel inferir a proporcdo de células viaveis comparando as diferentes condi¢des de
tratamento. As células C2C12 foram cultivadas em microplacas de 96 po¢os com quantidade
de células especificas para cada dia: 1,0 x 10* células foram cultivadas em cada pogo quando
os ensaios foram realizadas ap6s 24 h, 9,0 x 10° células para ensaios apds 48 h e 8,0 x 103
células para ensaios ap6s 72 h. O tempo e o numero de células utilizadas estavam de acordo
com o protocolo de ensaio com WST-1.

O ensaio de WST-1 foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante (Roche,
Mannheim, Alemanha). As C2C12 células foram incubadas com WST-1 (2 ul para cada poco)
e mantidas em 37 °C em estufa umidificada contendo CO; a 5% durante 60 minutos, A
quantificacdo das variacOes colorimétricas foi realizada em um leitor de microplacas (Celer,
Minas Gerais, Brasil) utilizando o comprimento de onda de 450 nm e, como referéncia, 0
comprimento de onda de 630 nm. Nestes ensaios o diluente dos compostos analisados foi
utilizado como controle negativo para os tratamentos. O numero relativo de células viaveis foi
expresso como a porcentagem de células ndo expostas ao laser. Os experimentos foram

realizados quatro vezes.

3.1.5 Citometria de fluxo: espécies reativas de oxigénio e morte celular

As porcentagens de células apoptoticas e necroticas foram determinadas por analise de
externalizacdo de fosfatidil serina e integridade da membrana com coloracdo dupla usando a
Anexina V PE e o 7-AAD (BD Pharmingen, EUA). Espécies reativas de oxigénio intracelular
foram avaliadas por andlise de oxidacdo dependente de peroxido de 2'-
7'diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA, Life technologies, OR, EUA), que
permite detectar peroxido de hidrogénio, radical peroxil, incluindo ambos os radicais
alquilperoxila e hidroperoxila, bem como o anion peroxinitrito. Apos a tripsinizacdo, as
células foram ressuspensas em PBS e a concentragio celular foi ajustada em 1,0 x 10°
células/ml. Anexina V PE e 7-AAD ou H2DCFDA foram adicionados, e as amostras foram
incubados durante 15 e 10 minutos no escuro, respectivamente. Depois de cada procedimento,
as amostras foram analisadas em um citdmetro de fluxo (BD Accuri ™ C6) e 10.000 eventos

foram considerados.
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3.1.6 Extracdo de RNA total

Os fragmentos de tecidos armazenados nos microtubos com reagente TRIzol® foram
macerados e centrifugados (12.000 rpm, 4°C, 10 minutos). O sobrenadante foi transferido
para outros tubos, adicionado cloroférmio, misturados e centrifugados (12.000 rpm, 4°C, 10
minutos), a fase aquosa foi transferida para outros tubos, e adicionado isopropanol. Apos
incubacdo em temperatuda ambiente por 15 minutos, as amostras foram misturadas e
centrifugadas (12.000 rpm, 4°C, 10 minutos), o sobrenadante foi descartado, e o precipitado
foi lavado com solucéo de etanol-DEPC (80% etanol, DEPC 0,1%) e centrifugado novamente
nas mesmas condigdes. Sobrenadantes foram retirados e 0 RNA total foi reconstituido em

solucdo de 4gua—-DEPC (0,1%) e armazenados em freezer a -80 °C.

3.1.7 Sintese de cDNA

A concentracdo de RNA e a pureza foram determinadas em espectrofotdmetro pela
razdo da densidade Optica em 260nm e 280nm. Para a sintese do DNA complementar
(cDNA) utilizou-se o kit de sintese de cDNA two-step (Promega, EUA). Quatro microgramas
de RNA foram transcritos de modo reverso em cDNA usando a transcriptase reversa
GoScript™ (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando um total de
20 pl de reacdo. A reacdo quantitativa da cadeia de polimerase em tempo real (RT-gPCR) foi
realizada utilizando 5 ml de GoTaqg qPCR Master Mix (Promega) para um volume final de 10
ul contendo 50 ng de cDNA. Para a determinacdo da quantidade relativa inicial de cDNA, as
amostras foram amplificadas com primers dos genes: Pax 7, MyoD, TRF1, TRF2, APEL,
OGG1, ERCC1, XPC, ATM, P53 e desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH). As
reagOes foram realizadas em equipamento da Applied Biosystems 7500 RT-gPCR (Applied
Biosystems, EUA).

As preparagdes foram inicialmente desnaturadas a 94°C durante 10 minutos. As PCR
consistiram de 40 ciclos com as seguintes condicOes: desnaturacdo a 94°C durante 30s,
emparelhamento a 60°C durante 30s, e um periodo de 30s de extensdo a 72°C. As analises das

curvas de melt foram realizadas para todos os genes como indicativo de especificidade das
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reacOes de amplificacdo, bem como a integridade dos produtos de PCR foram confirmados
pela presenca de um Unico pico. A expressdo relativa foi normalizada pela niveis de mMRNA
do gene de referéncia (GAPDH). Os valores das réplicas de CT foram analisados no
Microsoft Excel (Microsoft), utilizando o método comparativo de CT (2-AACT) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

3.1.8 Eletroforese de transcritos do gene TRF1 em gel de agarose

A presenca de transcritos do gene TRF1 foi verificada por eletroforese em gel de
agarose apos a segunda amplificacdo por RT-gPCR. Amostras de transcritos de TRF1 foram
misturadas com corante de DNA e tampéo de carregamento (0,25% xileno cianol, 0,25% azul
de bromofenol e glicerol em &gua) e aplicado em gel horizontal de agarose a 2% na cdmara de
eletroforese (Biosystem, S&o Paulo, Brasil) em tampao tris-acetato-EDTA (pH 8,0, 7 VV/cm).
As amostras foram vistas sob fluorescéncia usando um sistema de trans-iluminagédo
ultravioleta (Biosystem, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, a imagem do gel foi digitalizada
(Kodak Digital Science 1d, EDAS 120, Manus, Amaz0nia, Brasil).

3.1.9 Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados como média = desvio padrdo. O teste de analise de
variancia (ANOVA) foi realizado para determinar possiveis diferencas estatisticas seguidas
por pés-teste de Tukey com p <0,05. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para
verificar a distribuicdo normal de dados. O software InStat GraphPad foi usado para executar
analise estatistica (GraphPad InStat versdo 5.0 para Windows 8, GraphPad Prism Software,
San Diego, CA, EUA).
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3.2 Estudo IN VIVO

3.2.1 Criolesao

A criolesdo foi causada através da aplicacdo de uma barra de ferro no musculo tibial
anterior. Os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). O
musculo tibial anterior foi exposto cirurgicamente e uma barra de ferro cilindrica (3mm de
didmetro), submetida ao nitrogénio liquido, foi colocada sobre o musculo por 10 segundos.
Apos o intervalo de 30 segundos, o procedimento foi repetido e, em seguida, o musculo foi
suturado (ASSIS et al., 2013).

3.2.2 Modelo experimental

Ratos Wistar machos adultos (peso corporal 250-300 g e 3-4 meses de idade) foram
mantidos em um ambiente controlado com cinco animais por gaiola e condi¢cbes normais de
ciclo claro/escuro (luz 12 h/12 h escuro, luzes acesas as 6 horas da manhd). Os animais
tiveram acesso livre a agua e a racdo, e a temperatura ambiente foi mantidaa25°C +2 ° C.
Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com os padrdes éticos da instituicdo.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Comité Institucional de Cuidados com
Animais (Comisséo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais, Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro), protocolo
CEUA / 024/2014. Os animais foram divididos em seis grupos: (1) controle - cirurgicamente
exposto e suturado, ndo lesionado e ndo irradiado; (2) laser 25mW - cirurgicamente exposto e
suturado, ndo lesionado e irradiado a 25mW; (3) laser 75mW - cirurgicamente exposto e
suturado, ndo lesionado e irradiado a 75mW; (4) lesdo - lesionados e ndo irradiados; (5) lesdo
25mW - lesionado e irradiado a 25mW; (6) lesdo 75mW - lesionado e irradiado a 75mW.
Cada grupo continha cinco ratos Wistar.
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3.2.3 Laser de bhaixa poténcia

Para os estudos in vivo foi utilizado laser infravermelho (904nm) de baixa poténcia
(FLUENCE, GaAs), fabricado pela HTM Industria de Equipamentos Eletro-eletrénicos Ltda
(S&o Paulo, Brasil), em modo de emissdo pulsada (5 kHz). O mausculo esquelético foi
irradiado por varredura imediatamente apos a lesdo nos trés dias seguintes. A eutanésia foi
realizada no 5° dia apos a lesdo, totalizando 4 procedimentos de irradiagdo (3J/cm? por
irradiacdo, totalizando 12J/cm?). Os parametros fisicos do laser foram: 904nm, poténcia
(25mW e 75mW), area 6,9mm?, densidade de poténcia (0,36W/cm? e 1,10W/cm?), energia
por ponto 0,5J, Densidade de energia 3J/cm? e tempo por ponto (13 segundos e 38 segundos).

3.2.4 Extracio de RNA total

Os fragmentos de tecidos armazenados em microtubos com reagente TRIzol® foram
macerados, centrifugados (12.000 rpm, 4°C, 10 minutos). Sobrenadante foi transferido para
outros tubos, adicionado cloroférmio, misturados e centrifugados (12.000 rpm, 4°C, 10
minutos), a fase aquosa foi transferida para outros tubos, e adicionado isopropanol. Apos
incubacdo em temperatuda ambiente por 15 minutos, as amostras foram misturadas e
centrifugadas (12.000 rpm, 4°C, 10 minutos), o sobrenadante foi descartado, e o precipitado
foi lavado com solucéo de etanol-DEPC (80% etanol, DEPC 0,1%) e centrifugado novamente
nas mesmas condi¢Bes. Sobrenadantes foram retirados e 0 RNA total foi reconstituido em

solucdo de 4gua—-DEPC (0,1%) e armazenados em freezer -80 °C.

3.2.5 Sintese de cDNA

A concentracdo de RNA e a pureza foram determinadas em espectrofotdmetro pela
razdo da densidade optica em 260nm e 280nm. Para a sintese do DNA complementar

(cDNA\) utilizou-se o kit de sintese de cDNA two-step (Promega, EUA). Quatro microgramas
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de RNA foram transcritos de modo reverso em cDNA usando a transcriptase reversa
GoScript™ (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando um total de
20 pl de reacdo. A reacdo quantitativa da cadeia de polimerase em tempo real (RT-gPCR) foi
realizada utilizando 5 ml de GoTag qPCR Master Mix (Promega) para um volume final de 10
pl contendo 50 ng de cDNA. Para a determinagdo da quantidade relativa inicial de cDNA, as
amostras foram amplificadas com primers dos genes: ATM, P53, TRF1, TRF2, Pax3, Pax7,
MyoD, Myf5, MyoG, MRF4, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-4 e GAPDH. As reacbes foram
realizadas em equipamento da Applied Biosystems 7500 RT-qPCR (Applied Biosystems,
EUA).

As preparacOes foram inicialmente desnaturadas a 94°C durante 10 minutos. As PCR
consistiram de 40 ciclos com as seguintes condicOes: desnaturagdo a 94°C durante 30s,
emparelhamento a 60°C durante 30s, e um periodo de 30s de extensdo a 72°C. As analises das
curvas de melt foram realizadas para todos os genes como indicativo de especificidade das
reacOes de amplificacdo, bem como a integridade dos produtos de PCR foram confirmados
pela presenca de um Unico pico. A expressdo relativa foi normalizada pela niveis de mMRNA
do gene de referéncia (GAPDH). Os valores das réplicas de CT foram analisados no
Microsoft Excel (Microsoft), utilizando o método comparativo de CT (2-AACT) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

3.2.6 Eletroforese em gel de Agarose da transcricdo da IL-10

A presenca de transcritos do gene IL-10 foi verificada por eletroforese em gel de
agarose apdés a amplificacdo por RT-gPCR. Amostras de transcritos de IL-10 foram
misturadas com corante de DNA e tampé&o de carregamento (0,25% xileno cianol, 0,25% azul
de bromofenol e glicerol em agua) e aplicado em gel horizontal de agarose a 2% na camara de
eletroforese (Biosystem, S&do Paulo, Brasil) em tampéo tris-acetato-EDTA (pH 8,0, 7 V/cm).
As amostras foram vistas sob fluorescéncia usando um sistema de trans-iluminagéo
ultravioleta (Biosystem, S&o Paulo, Brasil). Em seguida, a imagem do gel foi digitalizada
(Kodak Digital Science 1d, EDAS 120, Manus, Amazonia, Brasil).
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3.2.7 Anélise microscépica

As amostras de musculo foram recolhidas 5 dias apos a lesdo muscular. Os fragmentos
foram fixados em formol tamponado (pH 7,2), incluidos em parafina e cortes de 5um foram
feitos para andlises histologicas. Foi realizada a coloracdo de Hematoxilina ; Eosina para
observacdo histopatoldgica do tecido.

3.2.8 Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. O teste ANOVA foi
realizado para determinar possiveis diferencas estatisticas seguidas por pds-teste de Tukey
com p <0,05. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para verificar a distribuigao
normal de dados. O software InStat GraphPad foi usado para executar analise estatistica
(GraphPad InStat versdo 5.0 para Windows 8, GraphPad Prism Software, San Diego, CA,
EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos in vitro estdo descritos nos estudos 1, 2 e 3. Os

resultados dos experimentos in vivo estdo descritos nos estudos 4, 5 e 6.

4.1 Estudo 1: Viabilidade celular, espécies reativas de oxigénio, apoptose e necrose em

culturas de mioblastos expostos ao laser infravermelho de baixa poténcia

4.1.1 Resultados

Na Figura 17 estdo apresentados os resultados da viabilidade celular em culturas de
mioblastos C2C12 expostos a diferentes concentracfes de SFB. A viabilidade celular foi
reduzida significativamente (p <0,05) em 24, 48 e 72 h nas concentracGes mais baixas de SFB
(5, 2 e 1%) em comparacdo com culturas de mioblastos C2C12 em SFB a 10% (Figura 17a-c,

respectivamente).
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Figura 17 - Viabilidade celular em culturas de mioblastos em diferentes concentracGes de
soro fetal bovino
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Legenda: (*) p <0,05 quando comparado com o grupo 10% de FBS, (**) p <0,01 quando comparado
com o grupo 10% de SFB, (***)p <0,01 quando comparado com o grupo 10% de SFB. A)
viabilidade celular em culturas de mioblastos apds 24 h; B) viabilidade celular em culturas de
mioblastos apds 48 h; C) viabilidade celular em culturas de mioblastos apés 72 h.

Fonte: A autora, 2016.
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Os efeitos da exposicéo ao laser infravermelho de baixa poténcia na viabilidade celular
foram avaliados em culturas de mioblastos na menor (2%) e na maior concentracdo (10%) de
SFB. A exposicdo ao laser infravermelho nédo alterou significativamente (p> 0,05) a
viabilidade celular em culturas de mioblastos na concentracdo de 10% de SFB apds 24, 48 e
72 h (Figura 18a-c, respectivamente). Ndo ocorreu alteracdo significativa (p> 0,05) da
viabilidade celular nas culturas de mioblastos 24h apds a exposi¢do com laser infravermelho
em todas as fluéncias e concentracbes de SFB avaliadas (Figura 18a). No entanto, a
viabilidade celular nas culturas com concentracdo de 2% de SFB aumentou significativamente
(p <0,05) 48 e 72h depois da exposicdo ao laser na menor fluéncia (10 J/cm?, Figura 18b, c,
respectivamente). Nao foi observada alteracdo significativa (p> 0,05) na viabilidade celular
em culturas mioblastos expostas ao laser infravermelho nas fluéncias mais altas (35 e 70

Jlcm?), tanto na concentracgdo de SFB de 10%, quanto na de 2%.

Figura 18 - Viabilidade celular em culturas de mioblastos expostas a laser infravermelho de
baixa poténcia
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Legenda: A) viabilidade celular em culturas de mioblastos 24h apds a exposicéo ao laser; B) viabilidade celular
em cultura de mioblastos 48h apds a exposi¢do ao laser; C) viabilidade celular em cultura de
mioblastos 72h ap6s a exposicao ao laser. (**) p <0,01 quando comparado com o grupo controle com
10% de SFB; (***) p <0,001 quando comparado com o grupo controle com 10% de SFB, (#) p <0,05
quando comparado ao grupo controle com 2% de SFB, ## p <0,01 quando comparado ao grupo
controle com 2% de SFB.

Fonte: A autora, 2016.
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Para avaliar a geragdo de EROs, culturas de mioblastos foram expostas ao laser
infravermelho de baixa poténcia e incubadas com H2DCFDA. Dados na Figura 19 mostram
que a exposicdo ao laser ndo induziu alteracOes significativas (p> 0,05) nos niveis de EROs
em culturas de mioblastos com 2 e 10% de SFB em todas as fluéncias avaliadas. Apesar de
ndo significativo, um aumento dos niveis de EROs dependente da fluéncia foi observados 24
h apds exposicdo ao laser em culturas de mioblastos, tanto com 2%, quando com 10% de SFB
(Figura 19a). Nenhuma alteracédo foi observada nos niveis de EROs em culturas de mioblastos
48 e 72h depois da exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia (Figura 19 b, c,

respectivamente).

Figura 19 - Espécies reativas de oxigénio em culturas de mioblastos apds exposic¢do ao laser

infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: A) Espécies reativas de oxigénio em culturas de mioblastos 24h apds a exposicao ao laser; B) Espécies
reativas de oxigénio em culturas de mioblastos 48h ap0s a exposic¢do ao laser; C) Espécies reativas de

oxigénio em culturas de mioblastos 72h ap6s a exposi¢do ao laser.
Fonte: A autora, 2016.
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A apoptose em culturas de mioblastos foi avaliada atraves da anexina V PE. Vinte e
quatro horas ap0s a exposicdo ao laser, ndo foram observadas (p> 0,05) alteracdes na
porcentagem de células apoptoticas em culturas de mioblastos, tanto nos grupos com 10% de
SFB, quanto nos grupos com 2% de SFB para todas as fluéncias avaliadas (Figura 20a). Da
mesma forma, nenhuma alteragdo significativa foi observada 48 horas ap6s a exposi¢do ao
laser nas concentracfes de 2 e 10% de SFB (Figura 20b). No entanto, ap6s 48 h, a
porcentagem de células apoptoticas aumentou, mas ndo significativamente, em culturas com
2% de SFB expostas ao laser infravermelho na fluéncia mais alta (70 J/cm?; Figura 20b).
Apdbs 72 h, a porcentagem de apoptose foi significativamente reduzida (p <0,05) em culturas

expostas ao laser infravermelho na fluéncia mais alta (70 J/cm?) em 2% de SFB (Figura 20c).

Figura 20 - Porcentagem de células apoptoticas em culturas de mioblastos expostas a laser

infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: A) Porcentagem de células apopt6ticas em culturas de mioblastos 24h apds a exposicdo ao laser; B)
Porcentagem de células apoptoticas em culturas de mioblastos 48h apds a exposicdo ao laser; C)
Porcentagem de células apoptoticas em culturas de mioblastos 72h ap6s a exposicdo ao laser. (*) p
<0,05 quando comparado ao grupo controle com 2% de SFB.

Fonte: A autora, 2017.
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A porcentagem de ceélulas necréticas aumentou significativamente (p <0,05) em
culturas de mioblastos 24h ap6s a exposicio ao laser na fluéncia de 10 J/cm? nos grupos com
2% de SFB (Figura 21). Apds 48 e 72 h da exposicdo ao laser, a porcentagem de células
necroticas em culturas de mioblastos expostas ao laser infravermelho foram semelhantes aos

observados nos grupos controles ndo expostos ao laser (Figura 21b, c, respectivamente).

Figura 21 - Porcentagem de células necréticas em culturas mioblastos expostos a laser

infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: A) Porcentagem de células necréticas em culturas de mioblastos 24h apés a exposicéo ao laser; B)
Porcentagem de células necroticas em culturas de mioblastos 48h apds a exposi¢do ao laser; C)
Porcentagem de células necréticas em culturas de mioblastos 72h ap6s a exposigdo ao laser. (*) p
<0,05 quando comparado ao grupo controle com 2% de FBS.

Fonte: A autora, 2016.

4.1.2 Discussao

Os efeitos da terapia com laser de baixa poténcia tém sido observado em Vvarios tipos
de tecidos bioldgicos levando ao alivio da dor (MAIA et al., 2012), melhora da circulagéo
sanguinea (HEU et al., 2013), e acelera o reparo de tecidos bioldgicos (RODRIGUES et al.,

2013). Além disso, foi observado que a exposicdo ao laser reduz a fadiga muscular, melhora a
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flexibilidade, acelera o reparo do tecido muscular lesionado e contribui para o alivio da dor
em atletas (YONEZU; KOGURE, 2013).

Os protocolos terapéuticos baseados em laser de baixa poténcia tém sido amplamente
utilizados, obtendo efeitos benéficos no tratamento de varias doencas. Apesar disso, as
diferencas nos dispositivos lasers e nos parametros fisicos (fluéncia, poténcia e modos de
emissdo) dificultam a comparagéo entre os estudos e a determinacdo do valor exato desses
parametros. Isso poderia reduzir os efeitos benéficos induzidos pela radiacéo laser, bem como
aumentar possiveis efeitos adversos, o que poderia tornar a terapia com laser de baixa
poténcia indcua. Na verdade, alguns autores relataram auséncia de eficacia da exposicdo ao
laser em diferentes parametros fisicos (FERREIRA et al., 2009; MESQUITA-FERRARI et
al., 2011)

FERREIRA, et al., (2009) e MESQUITA-FERRARI et al., (2011) mostraram que a
exposicao aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia ndo aumentou a viabilidade
celular em culturas de fibroblastos em concentrac6es de 5% de SFB nas fluéncias de 3.8, 6.3 e
10 J/cm?. Inicialmente, nosso objetivo foi avaliar a viabilidade celular em culturas de
mioblastos em diferentes concentracdes de SFB, e os resultados mostraram reducdo da
viabilidade celular nessas culturas nas menores concentracdes de SFB (Figura 17).

Com base nesses resultados e de outros autores (FERREIRA et al., 2009;
MESQUITA-FERRARI et al., 2011), foi utilizada a concentracdo de 2% de SFB e uma
concentracdo normal de SFB (10%) para avaliacao dos efeitos induzidos por laser nas culturas
de mioblastos. Esta concentracdo de SFB foi escolhida porque concentracGes mais baixas de
SFB (1%, por exemplo) induzem diferenciagdo celular em culturas de mioblastos C2C12
(BURATTINI et al., 2004).

As culturas de mioblastos em concentracGes de 2% de SFB apresentaram maior
viabilidade celular 48 e 72h ap0s a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia na
menor fluéncia (10 J/cm?). Curiosamente, 24h ap0s a exposicdo ao laser, nas fluéncias mais
altas (35 e 70 J/cm?) e na concentragdo normal de SFB (10%), o laser de baixa poténcia n&o
alterou a viabilidade celular em cultura de mioblastos (Figura 18). Esses resultados reforcam
que os efeitos do laser de baixa poténcia sdo dependentes das condigdes fisioldgicas das
células. De fato, esse aumento na viabilidade celular pode ter ocorrido porque as culturas de
mioblastos estavam em condigdes de estresse (com 2% de SFB) induzindo efeitos
bioestimulatdrios do laser, aumentando a viabilidade celular. Além disso, o efeito benéfico

induzido pela radiacdo laser aumentou nas culturas 48 e 72 h ap6s a exposi¢do ao laser na
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concentracédo de 2% de SFB. Nas maiores concentragcdes de SFB (5 e 10%, por exemplo), este
efeito ndo pode ser detectado porque a viabilidade celular ainda é alta. Nossos resultados
corroboram com outros autores (EDUARDO et al., 2007) que mostraram um aumento na
viabilidade celular em culturas Vero 24, 48 e 72h ap0s a exposicao ao laser infravermelho de
baixa poténcia em fluéncias similares em concentracdes de 2% de SFB. Além disso, a
exposicdo ao laser infravermelho aumenta a viabilidade celular em culturas de macréfagos
apos trés dias (SOUZA et al., 2014).

A terapia com laser de baixa poténcia ndo pode induzir efeitos benéficos sobre os
tecidos bioldgicos caso seja aplicada uma fluéncia insuficiente ou alta, sugerindo que uma
fluéncia ideal deve ser usada para a obtencdo de efeitos benéficos. De fato, o efeito da
bioestimulacdo pode ndo ocorrer quando doses muito altas s&o aplicadas, nesse caso, um
efeito inibitério pode ser induzido (HUANG et al., 2011). Os resultados deste estudo sugerem
que a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia nas fluéncias de 35 e 70 J/cm? é alta
para induzir bioestimulagdo em culturas de mioblastos C2C12 em concentracdes baixas (2%)
e normais (10%) de SFB.

A energia é absorvida por fotoaceptores enddgenos durante tratamento com laser
alterando os niveis de EROs intracelulares, que modificam proteinas redox sensiveis
envolvidas na proliferagéo e diferenciacgdo celular (FARIVAR et al., 2014). Em nosso estudo,
nenhuma diferenca significativa nos niveis de EROs foi observada 24, 48 ou 72 h apés
exposicao ao laser (Figura 19). No entanto, um aumento nos niveis de EROs dependente da
fluéncia ocorreu 24 horas ap6s a exposi¢do ao laser em culturas de mioblastos tanto na
concentracdo de SFB de 2% quanto na concentragdo de 10%. Outros autores demonstraram
que o laser infravermelho (904 nm) bloqueia os efeitos de EROs no tecido muscular lesionado
utilizando uma fluéncia de 5 J/cm? (RODRIGUES et al., 2014). As discrepancias dentro deste
estudo poderiam ser explicadas pelo comprimento de onda (808 nm) e pelas fluéncias (10, 35
e 70 J/cm?) utilizadas em nosso estudo. Além disso, as EROs foram avaliadas pelo ensaio
H2DCFDA. Este ensaio nao avalia todas as especies reativas de oxigénio e também ndo avalia
as espécies reativas de nitrogénio. Além disso, o aumento dos niveis de EROs pode ser um
fendmeno rapido que retorna aos niveis basais antes das 24 h, mas o suficiente para causar
uma melhoria da viabilidade celular em culturas mioblastos expostas a laser infravermelho na
fluéncia de 10 J/cm?. Na verdade, EROs em baixas concentragbes atua como segundo
mensageiro intracelular enquanto que em concentragcdes mais elevadas pode induzir efeitos

toxicos, como peroxidacao lipidica e morte celular (HAO et al., 2014). Além disso, a linha de
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base do estresse oxidativo poderia ser alta em culturas de mioblastos ap6s 48 h, e a exposicéo
ao laser infravermelho de baixa poténcia ndo pode induzir um aumento detectavel nos niveis
de EROs intracelulares.

A apoptose € regulada por varios fatores, incluindo EROs, tais como alteraces no
estado redox intracelular induzidas por alguns agentes endégenos e exdgenos. Esses agentes
causam danos nas mitocondrias levando a apoptose, em que as vias de sinalizacdo
mitocondrial estdo envolvidas (DAI et al., 2014). LEE et al., (2013) mostraram que as culturas
de mioblastos expostas a peroxido de hidrogénio tiveram aumento de células apoptéticas. Um
estudo com as células 128 mostrou que o laser de baixa poténcia (632,8 nm, 4,5 mW) aumenta
a proteina anti-apoptoética célula B de linfoma 2 (BCL-2) e reduz a proteina apoptdtica BCL-2
associada a proteina X (BAX) (SHEFER et al., 2002). Em nosso estudo, a apoptose ndo é
alterada em cultura de mioblastos expostas ao laser infravermelho de baixa poténcia nas
menores fluéncias avaliadas (10 J/cm? e 35 J/cm?) tanto na maior quanto na menor
concentracdo de SFB (10 e 2%, respectivamente). No entanto, houve uma reducdo da
porcentagem de células apoptéticas na maior fluéncia (70 J/cm?) evidenciando o efeito
protetor do laser. Uma hipdtese para explicar esses resultados é que a acdo do laser
infravermelho de baixa poténcia na geracdo de EROs ndo € alta o suficiente para induzir a
cascata de apoptose em culturas de mioblastos nas fluéncias avaliadas em nosso estudo.
Nessas fluéncias, o laser infravermelho induziu efeitos beneficios, como o aumento na
viabilidade celular na menor fluéncia (10 J/cm?) e reducdo de células apoptdticas na maior
fluéncia (70 J/cm?).

Foi observado um aumento da necrose em culturas de mioblastos expostos ao laser
infravermelho de baixa poténcia na menor fluéncia (10 J/cm?) no grupo com concentragdo de
2% de SFB (Figura 21). Este efeito poderia estar relacionado com as EROs induzidas pelo
laser, que podem ser toxicas dependendo da fluéncia do laser utilizada, como Migliario et al.,
(2014) sugeriram. Isso poderia ser benéfico para células viaveis, pois, com a eliminagéo de
células quase ndo viaveis, células viaveis poderiam ter mais nutrientes prontos para usar e a
taxa de multiplicacdo celular poderia ser aumentada. Na verdade, nas mesmas condicdes de
cultura e fluéncia do laser foi observada aumento na viabilidade celular (Fig 18). Karu (1989)
mostraram que em culturas de células, existem subpopulacGes de células que apresentam
caracteristicas diferentes, que sdo modificadas quando expostas ao laser de baixa poténcia.
Assim, é possivel que o aumento de células necréticas em culturas de mioblastos 24 h apés a

exposicdo a laser de infravermelho ocorra devido ao baixo aumento de EROs, mesmo que
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esse aumento nédo tenha sido significativo (Figura 19). Por outro lado, a viabilidade celular
aumentou 48 e 72h ap6s a exposicdo ao laser. E possivel que, no momento da anélise (24 h
apos a exposicdo laser), a concentracdo de EROs diminuiu e o aumento de EROs induzida
pelo laser ndo foi detectavel pela técnica utilizada.

Em culturas de mioblastos a necrose pode ocorrer devido a um ataque inicial de EROs,
0 que poderia acontecer antes da diminuicdo da geracdo de EROs induzida por laser,
eliminando células quase ndo viaveis, e depois disso (48 a 72 h), a bioestimulacdo induzida
pelo laser pode ser observada. Portanto, no momento da analise, os niveis de EROs poderia
ser menores atuando beneficamente em células viaveis (efeito de bioestimulacéo) e causando
a morte celular por necrose de células quase ndo viaveis resultantes de eventos prévios
(imediatamente ap6s a exposicdo ao laser). A viabilidade celular, necrose ou apoptose é
observada de acordo com o momento da analise realizada ou dependendo da sub-populagéo
celular acessada pela técnica utilizada.

Isso poderia explicar a aceleracdo do reparo tecidual em lesBes musculares. A
exposicdo ao laser de baixa poténcia com baixas fluéncias poderia estimular a eliminagédo de
células ndo viaveis por inflamac&o levando & recuperacéo de células viaveis. E possivel que a
eliminacdo de células quase ndo viaveis por inducdo de necrose poderia permitir que as
células musculares saudaveis tivessem um ambiente mais favoravel (como mais nutrientes,

fatores de proliferacéo, fornecimento de oxigénio) para a sua recuperacao.

4.2 Estudo 2: A exposicdo ao laser de baixa poténcia altera a expressdo de RNA
mensageiro de genes envolvidos no reparo de danos oxidativos no DNA e na

estabilidade gendmica em mioblastos

4.2.1 Resultados

Apos a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia houve um aumento
significativo (p <0,05) nos niveis relativos de RNAm do gene APE1 nos grupos com
concentragdo de 10% de SFB, mas apenas nas maiores fluéncias avaliadas (35 e 70 J/cm?).

Nas culturas com 2% de SFB, os niveis relativos de RNAmM do gene APE1 aumentou
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significativamente (p <0,05) em todas as fluéncias, quando comparada ao grupo controle com
concentracédo de 2% de SFB néo irradiado (Figura 22).

Figura 22 - Niveis relativos de RNAmM do gene APE1l em mioblastos duas horas apos
exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissdo
continuo
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Legenda: Foi utilizado GAPDH como padréo interno para a normalizacdo. (*) p<0,05 e (***)
p<0,001 quando comparado ao grupo controle com 10% de SFB. (#) p<0,05 quando
comparado ao grupo controle com 2% de SFB.

Fonte: A autora, 2016.
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Para confirmar os efeitos induzidos pelo laser sobre os mecanismos de reparo por
excisdo de base os niveis relativos de RNAmM do gene OGG1 foi avaliada (Figura23). Um
aumento significativo (p <0,01) nos niveis relativos de RNAm do gene OGGL1 foi observado
em mioblastos com 10% de SFB expostos as fluéncias de 10 e 70 J/cm?, bem como em
mioblastos com 2% de SFB expostos ao laser infravermelho na menor fluéncia (10 J/cm?),
qguando comparados aos respectivos controles ndo irradiados.

Figura 23 - Niveis relativos de RNAmM do gene OGG1 em mioblastos duas horas apos

exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissdo
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Legenda: Foi utilizado GAPDH como padrdo interno para a normalizagdo. (**) p<0,01 e (***) p<0,001 quando
comparado ao grupo controle com 10% de SFB. (##) p<0,01 quando comparado ao grupo com 2% de
SFB.

Fonte: A autora, 2016.
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As Figuras 24 e 25 mostram os dados dos niveis relativos de RNAm de genes
relacionados ao reparo por excisdo de nucleotideos em mioblastos ap6s a irradiacdo com laser
infravermelho de baixa poténcia. Os resultados mostraram aumento significativo nos niveis
relativos do gene ERCC1 nos grupos com 10% de SFB em todas as fluéncias (10, 35 e
70J/cm?), quando comparado ao grupo controle com 10% de SFB ndo irradiado. Nos grupos
com concentragdo de 2% de SFB irradiados com laser infravermelho houve aumento
significativo dos niveis relativos do gene ERCC1 apenas nas menores fluéncias (10 e 35
Jlcm?) (Figura 24).

Figura 24 - Niveis relativos de RNAm do gene ERCC1 em mioblastos duas horas ap6s

exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissédo
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Legenda: Foi utilizado GAPDH como padrdo interno para a normalizacdo. (*) p<0,05 e (***) p<0,001 quando
comparado ao grupo controle com 10% de SFB. (#) p<0,05 e (###) p<0,001 quando comparado ao
grupo com 2% de SFB ndo irradiado.

Fonte: A autora, 2016.
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Dados dos niveis relativos do RNAmM do gene XPC mostraram um aumento
significativo em mioblastos irradiados nas concentraces de 2% e 10% de SFB apenas na

fluéncia de 35 J/cm?, quando comparados aos seus respectivos grupos controles (Figura 25).

Figura 25 - Niveis relativos de RNAm do gene XPC em mioblastos duas horas apds exposicéo

ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissao continuo

4001
300- ] 10%
200 2%

* % ##

1 ml
6-
4-
2- i r‘l
0-_=Iri . . -
0 10 35 70

Fluéncia (J/cm?)

Legenda: Foi utilizado GAPDH como padréo interno para a normalizagdo. (**) p<0,01 quando comparado ao
grupo com 10% de SFB ndo irradiado. (##) p<0,01 quando comparado ao grupo 2% de SFB ndo
irradiado.

Fonte: A autora, 2016.
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Também foi avaliado os niveis relativos de RNAm de genes relacionados com a
estabilidade do genoma. A exposicao ao laser infravermelho aumentou significativamente (p
<0,01) os niveis relativos do RNAmM do gene ATM nos em mioblastos em culturas com
concentracéo de 10% de SFB nas fluéncias de 35 e 70 J/cm?. Na concentracio de 2% de SFB
houve um aumento nos niveis relativos do gene ATM apenas no grupo irradiado com 35

Jlem?, quando comparado ao respectivo grupo controle ndo irradiado (Figura 26).

Figura 26 - Niveis relativos de RNAmM do gene ATM em mioblastos duas horas ap0s

exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emisséo
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Legenda: Foi utilizado GAPDH como padrdo interno para a normalizagdo. (**) p<0,01 e (***) p<0,001 quando
comparado ao grupo controle com 10% de SFB. (##) p<0,01 quando comparado ao grupo controle
com 2% de SFB.

Fonte: A autora, 2016.
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Um aumento significativo (p <0,01) dos niveis relativos de RNAm do gene Tp53 foi
observada em mioblastos expostos ao laser com fluéncia de 35 J/cm? com 10% de SFB.
Similarmente, os niveis relativos de RNAm do gene Tp53 em mioblastos aumentou

significativamente nos grupos com 2% de SFB irradiados com 35 J/cm? (Figura 27).

Figura 27 - Niveis relativos de RNAm do gene Tp53 em mioblastos duas horas apos
exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissdo continuo
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Legenda: Foi utilizado GAPDH como padréo interno para a normalizagéo. (**) p<0,01 quando comparado ao
grupo controle com 10% de SFB. (###) p<0,001 quando comparado ao grupo 2% de SFB néo
irradiado.

Fonte: A autora, 2016.

4.2.2 Discussdo

Embora existam muitas evidéncias no que diz respeito aos efeitos bioestimulatérios
induzidos por lasers de baixa poténcia, poucos estudos abordam os efeitos bioestimulatorios
do laser em genes relacionados ao reparo de danos oxidativos no DNA e a estabilidade
gendmica.

Niveis elevados de EROs levam ao estresse oxidativo em células e a exposicao crénica
a situacOes de estresse, que aumentam as EROs intracelular e podem ser prejudiciais para
genomas causando mudangas diretas e indiretas na molécula de DNA (COOKE et al., 2003).
Essas mudancas também sdo induzidas pela exposicdo a agentes exogenos, como radiacao
ionizante (ANURANJANI; BALA, 2014) e ndo-ionizantes (SERGIO et al., 2012), farmacos
(WELLS et al., 2009) e metais tdxicos (LIU et al., 2009). O REB ocorre através da excisao de
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bases danificadas no DNA por uma classe de enzimas conhecidas como DNA glicosilases
(OGG1, por exemplo) que reconhece e retira a base modificada, dando origem a um sitio
abasico (HAZRA et al., 2007). Os sitios abasicos sdo processados pela APE1L, que retira a
terminagdo 5’ fosfodiester ligada ao site AP, formando o grupo 3’ hidroxila e o grupo 5'-2'-
desoxirribose fosfato (PARK et al., 2014). Vérios estudos foram realizados para avaliar a
expressdo dos genes APE1 e OGG1 em diferentes tecidos utilizando a terapia com laser de
baixa poténcia. TRAJANO et al., (2014) avaliaram os niveis relativos de RNAm dos genes
APEL e OGG1 em pele queimada exposta ao laser vermelho de baixa poténcia (660 nm, 20
Jlem?, 100 mW) e mostraram que 10 dias apds a lesdo, ocorreu reducéo nos niveis relativos de
RNAm do gene APE1 e aumento nos niveis relativos de RNAm do gene OGG1. De Souza da
Fonseca et al., (2013) avaliaram a os niveis relativos de RNAm do gene APE1 1 h ap6s a
irradiacdo com laser infravermelho de baixa poténcia (830 nm) em musculo saudavel e
observaram um aumento nos niveis relativos de RNAm do gene APE1, a 1, 5 e 10 J/cm?, e um
aumento nos niveis relativos de RNAm do gene OGG1 na fluéncia de 10 J/cm?2. Nossos
resultados mostraram um aumento nos niveis relativos de RNAm do gene APEL nos grupos
10% de SFB apds exposicio a 35 e 70 J/cm?, bem como de todas as fluéncias avaliadas nos
grupos com 2% de SFB ap0s a irradiacdo. Além disso, um aumento nos niveis relativos de
RNAm do gene OGG1 foi verificado nas fluéncias de 10 e 70 J/cm?, nos grupos com 10% de
SFB e na fluéncia de 10 J/cm? nos grupos com 2% de SFB. Sugerimos que 2 h apo6s a
exposicao ao laser, os niveis relativos de RNAmM do gene OGG1 estdo retornando aos niveis
basais, que ocorre ap0s reconhecimento e clivagem da base danificada. Alternativamente, isso
pode ocorrer através da acdo de outras glicosilases e, neste momento, o reparo do DNA ocorre
pela agédo da APEL.

O reparo do DNA por excisdo de nucleotideos envolve quatro etapas: (1)
reconhecimento do dano; (2) incisdo em ambos os lados da lesdo e excisdo do fragmento de
nucleotideo contendo o dano; (3) incis@o acima e abaixo da lesdo por endonucleases e (4)
ligagéo e sintese do DNA (QIU et al., 2014). A proteina XPC reconhece os danos no DNA e
se liga a proteina HR23B formando o complexo estavel XPC-HR23B. O complexo XPC-
HR23B é o primeiro componente de proteina que reconhece e se liga a sitios que contém
danos no DNA (FOMINA et al., 2015). O complexo ERCC1-XPF forma uma endonuclease
essencial que e responsavel pela incisdo na cadeia de DNA, no nucleotideo 5' danificado
(MCNEIL; MELTON, 2012). Em um estudo em animais com pele queimada foi observado

que o laser vermelho de baixa poténcia (660 nm, 20 J/cm?, 100 mW) reduz os niveis relativos
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do RNAm do gene XPC apds 10 dias (TRAJANO et al., 2014). Fonseca et al., (2014)
observaram, 1 h apds a irradiacdo com laser infravermelho de baixa poténcia (808 nm), um
aumento nos niveis relativos de RNAm do gene XPC em 25, 50 e 100 J/cm? em pele de ratos
Wistar. Nossos resultados mostraram um aumento nos niveis relativos de RNAm dos genes
ERCC1 e XPC nos grupos com 10% e 2% SFB na fluéncia de 35 J/cm? (Figura 24 e 25), mas
o0s niveis relativos de RNAm do gene aumentou também em todas as fluéncias avaliadas na
concentragdo de 10% de SFB e na fluéncia de 10J/cm? na concentragdo de 2% de SFB. Dados
dos niveis relativos de RNAmM do gene ERCC1 confirmam os dados obtidos pelos niveis
relativos de RNAm do gene XPC. Nossos achados com os niveis relativos do RNAm do gene
XPC sugerem que os efeitos bioestimulatérios de lasers de baixa poténcia ocorrem em
fluéncias (ou doses) 6timas. De fato, doses mais baixas ndo causam nenhum efeito, enquanto
que altas doses causam a inibicdo de efeitos induzidos pela radiacdo laser (HUANG et al.,
2012). Sugerimos que baixas fluéncias nao alteram os niveis relativos de genes relacionados
ao reparo por excisdo de nucleotideos em mioblastos e que altas fluéncias causam inibigdo
dos efeitos induzidos pelo laser. Também, as condi¢cBes de estresse ndo alteram 0s niveis
relativos relacionados com este mecanismo de reparo do DNA. Outros estudos demonstraram
que os efeitos do laser infravermelho de baixa poténcia dependem das condi¢bes de cultura
das células (CANUTO et al., 2013; SERGIO et al., 2013).

O produto do gene Tp53 desempenha um papel crucial na resposta celular a varios
tipos de estresse e sua expressdo aumenta significativamente em resposta a condicdes de
estresse, como danos no DNA, comprometimento da sintese de RNA e deplecdo de
nucleotideos (MIRZAYANS et al., 2012). Uma vez ativada, esta proteina para o ciclo celular
ou induz apoptose por mecanismos de transcricdo dependentes e independentes. Além disso, o
produto do gene Tp53 regula os checkpoints G1/S e G2/M (LAVIN; GUEVEN, 2006). A
proteina ATM regula o checkpoint G1/S pela fosforilacdo da Tp53, liderando a regulacédo
transcricional dos genes alvo, incluindo p21Cipl. Isso medeia a interrupcdo do ciclo celular
nos gaps G1/S ou G2/M (DICHT; PAULL, 2012), reduzindo a capacidade da Tp53 para ligar
ao MDM2, estabilizando e aumentando sua atividade (ZHAO et al., 2009; BROOHAKER,;
XU, 2014). Apos a exposicdo a radiacdo ionizante, a Tp53 desempenha um papel importante
no checkpoint G1/S que requerem acdo da ATM, tais como em células deficientes em ATM.
(CHAUDHARY; AL-BARADIE, 2014). Além disso, estudos com radiacdo n&o-ionizante
(radiacdo ultravioleta) mostrou que animais com deficiéncia de Tp53 tém uma alta propenséo

para o desenvolvimento de tumores (CUI et al., 2007; CHEN et al., 2014). No entanto, ndo ha
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estudos avaliando os niveis relativos relacionados a estabilidade genémica apos irradiacdo
com laser de baixa poténcia. Observamos um aumento nos niveis relativos do RNAm do gene
Tp53 em mioblastos apds exposicdo ao laser na fluéncia de 35 J/cm? nas concentragdes de
10% e 2% de SFB e um aumento nos niveis relativos do RNAm do gene ATM nas fluéncias
de 35 e 70 J/cm? em 10% de SFB, bem como na fluéncia de 35 J/cm? em 2% de SFB (Figura
26 e 27). Embora a ativacdo de ATM e Tp53 esteja ligada a varios tipos de céncer, um
aumento na expressdo génica de ATM e Tp53 pela acdo do laser infravermelho de baixa
poténcia pode proteger os mioblastos. Isso poderia levar ao reparo de danos no DNA,
contribuindo para a estabilidade gendmica e talvez esse pudesse ser um efeito da
bioestimulagdo induzida pelos lasers nessas doses.

Os dados deste estudo sugerem que fluéncias 6timas devem ser obtidas na terapia com
lasers de baixa poténcia para induzir a alteracdo nos niveis relativos relacionados ao reparo de
danos oxidativos no DNA e a estabilidade gendmica. A protecdo e a integridade do genoma
poderia ser a base dos efeitos bioestimulatérios dos lasers de baixa poténcia em fluéncias,
poténcias e modo de emisséo terapéuticos.

4.3 Estudo 3: Laser infravermelho de baixa poténcia modula os niveis relativos de
RNAmM de genes de reparo muscular e de estabilidade de cromossomos em

mioblastos

4.3.1 Resultados

Na Figura 28 estdo apresentados resultados dos niveis relativos de RNAm do gene
MyoD ap0s a exposicao a laser infravermelho de baixa poténcia em células C2C12 nas
concentracdes de 10% e 2% de SFB. Os dados nesta figura mostram que os niveis relativos do
gene MyoD foi significativamente aumentada (p <0,05) ap0s a exposicao ao laser na menor
fluéncia avaliada (10 J/cm?) em células C2C12 na concentra¢do de 10% de SFB (Figura 28a)
e na concentragdo de 2% de SFB (Figura 28a), quando comparados aos Seus respectivos

controles ndo irradiados.
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Figura 28 - Niveis relativos de RNAm do gene MyoD em mioblastos 2 h apds a exposicéo a

laser infravermelho de baixa poténcia em 10% e 2% de SFB
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Legenda: GAPDH foi usado como padréo interno para normalizacéo. (*) p <0,05 e (**) p <0,01 em comparacédo
com respectivos grupos controle (ndo irradiados).
Fonte: A autora, 2016.

Para confirmar os efeitos da exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia na
miogénese, os niveis relativos de RNAmM do gene Pax7 também foram avaliados em culturas
de células C2C12 com concentracdo de 10% e 2% de SFB (Figura 29). De forma similar aos
resultados dos niveis relativos de RNAm do gene MyoD, os niveis relativos de RNAmM do
gene Pax7 aumentaram significativamente (p <0,05) apds a exposicdo ao laser na menor
fluéncia em células C2C12 em culturas com 10% de SFB (Figura 29a) e com 2% de SFB

(Figura 29b), quando comparados aos respectivos controles no irradiados.

Figura 29 - Niveis relativos de RNAmM do gene Pax7 em mioblastos 2 h apds a exposicdo a

laser infravermelho de baixa poténcia em 10% e 2% de SFB
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Legenda: GAPDH foi usado como padrdo interno para normalizacdo. (*) p <0,05 e (***) p <0,001 em
comparagdo com respectivos grupos controle (ndo irradiados).
Fonte: A autora, 2016.
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A Figura 30 mostra os niveis relativos de RNAm do gene TRF2 ap0s a exposi¢do ao
laser infravermelho de baixa poténcia em células C2C12 em culturas com 10% e 2% de SFB.
Os niveis relativos de RNAmM do gene TRF2 aumentaram significativamente (p <0,05) apds a
exposicao ao laser na maior fluéncia (70 J/cm?) em células C2C12 em culturas com 10% e 2%
de SFB (Figura 30a e 30b, respectivamente), quando comparados aos Seus respectivos

controles nao irradiados.

Figura 30 - Niveis relativos de RNAmM do gene TRF2 em mioblastos 2 h ap0s a exposicdo a

laser infravermelho de baixa poténcia em 10% e 2% de SFB

©

Il 10%
60+
o o pa 200 |:| 2%
= x ——
m = g™
Z 0 404 w = 150 T
=
== = T
D o ===
c g = = 100
@ £ 201 i
= = & E %
== s 2
0- = = ™ /M
0 10 35 70 0Ly r r T
0 10 35 70

Fluéncia (J/cm?) Fluéncia (J/cm2)

Legenda: GAPDH foi usado como padrdo interno para normalizagdo. (*) p <0,05 e (***) p <0,001 em
comparagdo com respectivos grupos controle (n&o irradiados).
Fonte: A autora, 2016.
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A Figura 31 é uma fotografia de gel de agarose apds a eletroforese de transcritos do
gene TRF1 de células C2C12 expostas ao laser infravermelho de baixa poténcia em diferentes
fluéncias em culturas com 10% e 2% de SFB. A fotografia indica que a exposicao ao laser
induz a transcricdo de RNAm do gene TRF1 em células C2C12, tanto em culturas com 10%,

como em culturas com 2% de SFB, em todas as fluéncias avaliadas.

Figura 31 - Fotografia de gel de agarose apés eletroforese de transcritos do gene TRF1 em
mioblastos expostos a laser infravermelho de baixa poténcia em culturas com
10% e 2% de SFB
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Legenda: 1: Controle 10% de SFB; 2: 10% de SFB irradiado com 10 J/cm?; 3: 10% de SFB irradiado com 35
Jicm?; 4: 10% de SFB irradiado com 70 J/cm?; 5: controle 2% de SFB; 6: 2% de SFB irradiado com
10 J/em?; 7: 2% de SFB irradiado com 35 J/cm?; 8: 10% de SFB irradiado com 70 J/cm?.

Fonte: A autora, 2016.

4.3.2 Discussdo

A terapia com laser de baixa poténcia é um tratamento eficaz e seguro, cujos efeitos
bioestimulatérios causam beneficios em varios tipos de células e tecidos (MARQUES et al.,
2004; WALTER et al., 2015; TRAJANO et al., 2016b). No entanto, ndo ha estudos que
avaliaram possiveis efeitos do laser no reparo do tecido muscular associado a estabilidade dos
cromossomos. Para este propdsito, os niveis relativos de RNAmM de genes relacionados ao
reparo de lesbes musculares e a estabilidade dos cromossomos foram avaliados neste estudo.

Os mioblastos ativados expressam MyoD e Pax7, entre outros fatores (WANG et al.,
2015). A MyoD esta relacionada a regulacdo de células satélites e a remocéo de mioblastos
do ciclo celular para iniciar a miogénese (ASSIS et al., 2013; MESQUITA-FERRARI et al.,
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2015). A Pax7 é um marcador quantificavel para células satélites em estado ativado e
quiescente, sendo essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia dessas células (RELAILX;
ZAMMIT, 2012; MOTOHASHI; ASAKURA, 2014). A interacdo entre os produtos dos genes
MRF e PAX parece ser importante para auto-renovacédo das células satélites (ZAMMIT et al.,
2006). Durante a regeneragdo muscular, células satélites sdo distinguidas pela expressdo das
proteinas MyoD e Pax7. As células em estado quiescente apresentam a expressao da Pax7
aumentada e a expressdo da MyoD diminuida; no estado de proliferacdo, a expressdo de Pax7
e MyoD estdo aumentadas; e as células em estado de diferenciacdo miogénica tém a
expressao da Pax7 reduzida e a expressdo da MyoD aumentada (MOTOHASHI; ASAKURA,
2014).

Existem varios estudos que relataram os efeitos bioestimulatérios do laser na
expressao da MyoD, entretanto, os resultados sdo controversos e nenhum estudo tem
associado a expressdo da MyoD a expressdo da Pax7 apds a exposicdo ao laser. Rodrigues et
al., (2013a) mostraram aumento dos niveis relativos do RNAm do gene MyoD devido &
exposicdo ao laser em animais lesionados ap6s 14 dias (660 nm, 20 mW, 10 J/cm?). Outro
estudo mostrou aumento da expressdo do gene MyoD em animais lesionados e irradiados com
laser 4 dias apos a lesdo (808 nm, 30 mW, 180 J/cm?) (ASSIS et al., 2013). Rodrigues et al
(2013b) relataram também aumento na expressdo do gene MyoD 14 e 21 dias apds a
irradiacio com laser vermelho (660 nm, 10 e 50 J/cm?). Brunelli et al., (2014) demonstraram
que o laser infravermelho (780 nm, 10 até 50 J/cm?) aumenta a expressdo do gene MyoD em
animais lesionados 7 dias apds a exposi¢do. No entanto, Mesquita-Ferrari et al., (2015) ndo
observaram qualquer efeito 24, 48 ou 72 h apds a exposicao com laser infravermelho (780
nm, 10 mW, 5 J/cm?) na expressdo do gene MyoD em células C2C12. Pertille et al., (2012),
utilizando laser infravermelho (830nm, 30mW, 4 J/cm?), ndo observaram alteracbes na
expressao do RNAm do gene MyoD apds 7 e 21 dias em animais lesionados. Além disso,
SILVA et al., (2012) ndo observaram nenhuma alteracdo na expressao do gene MyoD em
animais lesionados 8 dias ap0s a exposicao ao laser infravermelho (904 nm, 1,5e 3 J, 5 mW).

Nossos resultados mostraram que o laser infravermelho (808 nm, 10 J/cm?, 100 m\W)
aumenta os niveis relativos de RNAm dos genes MyoD (Figura 28a, b) e Pax7 (Figura 29a,
b), sugerindo possivelmente que esta fluéncia causa proliferacdo de células satélites.
Curiosamente, ndo parece haver diferenca se a célula esta em estado normal ou em condicdes
estressantes porque os niveis relativos do RNAm dos genes MyoD e Pax7 estd aumentada em

células expostas ao laser infravermelho em culturas com 10% e 2% de SFB. Mesquita-Ferrari
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et al., (2015) ndo observaram mudancas na expressao do gene MyoD em células C2C12
irradiadas com 5 J/cm? ap6s 24, 48 e 72 h. Isso pode ter ocorrido porque a terapia com laser
de baixa poténcia atua apenas em doses ideais, uma vez que altas doses podem ser toxicas e
baixas doses insuficientes (HUANG et al., 2011). Sugerimos que o laser em condicdes ideais
pode ser benéfico mesmo para as células em condi¢des normais. Além disso, doses mais altas
ndo foram capazes de alterar os niveis relativos de RNAm dos genes MyoD e Pax?7.

Nas células humanas, os genes TRF1 e TRF2 estdo localizados no fim dos
cromossomos e contribuem para protecdo e manutencédo dos telomeros (SMOGORZEWSKA
et al., 2000). A TRF1 e a TRF2 atuam como um regulador negativo do comprimento do
telémero quando tem sua expressdo aumentada em camundongos e humanos (MARTINEZ;
BLASCO, 2010). O encurtamento de telébmeros esté associado ao envelhecimento no masculo
esquelético (PONSOT et al.,, 2012). Apesar das células satélites terem capacidade
proliferativa e contribuirem para a manutencdo do comprimento dos telémeros, ha reducéo do
comprimento dos teldmeros nessas células durante as duas primeiras décadas de vida devido
ao aumento na massa muscular. Entretanto, os teldbmeros permanecem estaveis durante o
estadgio adulto (DECARY et al., 1997). A capacidade de reabilitacdo esta relacionada ao
comprimento dos telémeros no musculo lesado (COLLINS et al., 2003).

Os resultados deste estudo mostram que os niveis relativos de RNAm do gene TRF2
no esta alterada apos a exposicdo ao laser nas menores fluéncias (10 e 35 J/cm?), sugerindo
que o laser infravermelho ndo induz a estabilidade dos teldmeros. Contudo, na maior fluéncia
do laser (70 J/cm?), os niveis relativos do RNAm do gene do TRF2 estd aumentada nas
concentracdes de 2% e 10% de SFB (Figura 30a, b). Os efeitos da exposicdo ao laser
infravermelho na estabilizacdo dos teldmeros foram confirmados pela avaliacdo da expresséo
do RNAm do gene TRF1. De fato, a expressdo do RNAmM do gene TRF1 em células C2C12
ndo irradiadas é muito baixo e, mesmo apds dois procedimentos de amplificacdo realizados
por RT-gPCR, ndo foram obtidos transcritos detectaveis (Figura 31, 1 e 5). No entanto, 0s
niveis relativos do RNAm do gene TRF1 é obtida em células C2C12 ap0s as exposi¢des em
todas as fluéncias do laser, apesar dos niveis relativos do RNAm serem ligeiramente menores
nas células com concentracdo reduzida de SFB (2% de SFB) (Figura 31, 6-8).

TRF1 e TRF2 protegem contra a ativagdo da resposta ao dano no DNA e instabilidade
de telomeros (GALATI et al., 2015). TRF1 e TRF2 parecem ser mediadores importantes da
integridade do T-loop e sua interrupgdo poderia levar a respostas aos danos no DNA a jusante
(PITMANN et al., 2013). A perda de TRF2 ativa a via ATM quinase, levando ao aumento na
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regulacdo de Tp53 e a interrupcdo do gap G1/S mediada pela proetina p21, a supressora de
tumor Tp53 também esté relacionada a resposta ao encurtamento de telémeros (DE LANGE,
2005). No entanto, estudos relataram que a regulacéo positiva de TRF1 e TRF2 foi associada
ao cancer de pulmdo (NAKANISHI et al., 2003) e ao carcinoma de células renais (PAL et al.,
2015). Por outro lado, esses genes tiveram reducdo da expressdo em células hematopoiéticas
malignas (YAMADA et al., 2002) e no cancer de mama (SAITO et al., 2002). Nas células
humanas, 0 aumento na expressdo do gene TRF1 leva ao encurtamento de telomeros e o
aumento na expressao do gene TRF2 na pele de camundongos leva a defeitos no reparo por
excisdo de nucleotideos, aumento do cancer de pele e envelhecimento prematuro (MUNOZ et
al., 2009). No musculo esquelético, a regulacdo transcricional de TRF1 e TRF2 poderia
responder a insultos patoldgicos (doencas) ao invés de estimulos fisiol6gicos (exercicios, por
exemplo) (LAYE et al., 2012). Contudo, estudos relataram que o exercicio voluntario crénico
regula negativamente a expressdo do gene TRF1 e isso sugere que, no musculo esquelético, o
complexo telomérico é regulado de forma exclusiva, quando comparado a outros tecidos
(LUDLOW et al., 2012b).

4.4 Estudo 4: Efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) nos niveis de RNA mensageiro dos

genes de estabilidade genémica e manutencao de teldomeros em musculo lesionado

4.4.1 Resultados

Na Figura 32 estdo apresentados resultados dos niveis relativos de RNAm do gene
ATM no masculo tibial anterior de ratos Wistar ap6s o procedimento de FBM. Os niveis
relativos de RNAm do gene ATM no grupo lesionado aumentou significativamente apos a
exposicdo ao laser, quando comparada ao grupo controle (p <0,001), mas nos grupos
lesionados e irradiados (25mW e 75mW), os niveis relativos de RNAm do gene ATM foi
significativamente reduzida (p <0,001), quando comparado com o grupo lesionado (Figura
32).
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Figura 32 - Niveis relativos do RNAm do gene ATM em musculo lesionado de ratos Wistar
apos fotobiomodulagdo em diferentes poténcias
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Legenda: (###) p<0.001 grupo lesdo comparado com respectivo grupo controle ndo irradiado. (***) p<0.001
grupo lesdo 25mW e 75mW quando comparado com o grupo lesdo néo irradiado.
Fonte: A autora, 2017.
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Para confirmar os efeitos induzidos pelo laser sobre os niveis relativos dos genes de
estabilidade gendmica, foram avaliados os niveis relativos de RNAm do gene Tp53 (Figura
33). Um aumento significativo (p <0,05) nos niveis relativos do RNAm do gene Tp53 foi
obtido no mdasculo tibial anterior do grupo lesionado, quando comparado com 0 grupo
controle ndo irradiado. Nos grupos lesionados e irradiados (25mW e 75mW), os niveis
relativos de RNAm do gene Tp53 foram significativamente reduzidos (p <0,001), quando
comparada com o grupo lesionado.

Figura 33 - Niveis relativos de RNAm do gene Tp53 em mdusculo lesionado de ratos Wistar
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Legenda: (#) p<0,05 grupo lesdo comparado com respectivo grupo controle ndo irradiado. (***) p<0,001 grupos
lesdo 25mW e 75mW quando comparado com o grupo leséo.
Fonte: A autora, 2017.
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Na Figura 34 estdo apresentados resultados dos niveis relativos de RNAm do gene
TRF1 do mdsculo tibial anterior de ratos Wistar ap6s o procedimento de FBM. Os dados
nesta figura indicam reducdo significativa (p <0,001 e p <0,01, respectivamente) dos niveis
relativos de RNAm do gene TRF1 no musculo lesado exposto ao laser em 25mW e 75mW,

quando comparado com o grupo lesionado ndo irradiado.

Figura 34 - Niveis relativos de RNAm do gene TRF1 em musculo lesionado de ratos Wistar
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Legenda: (***) p<0,001 grupo lesdo 25mW quando comparado com o grupo lesdo e (**) p<0,01 grupo lesdo
75mW, quando comparado com o grupo les&o.
Fonte: A autora, 2017.
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Os dados dos niveis relativos do RNAm do gene TRF2 confirmaram os dados obtidos
para 0 gene TRF1 uma vez que houve reducgédo significativa (p <0,001 e p <0,01,
respectivamente) dos niveis relativos de RNAmM do gene TRF2 do musculo lesionado exposto
ao laser nas poténcias de 25mW e 75mW, quando comparado com o grupo lesionado nédo
irradiado (Figura 35).

Figura 35 - Niveis relativos de RNAm do gene TRF2 em musculo lesionado de ratos Wistar
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Legenda: (***) p<0,001 grupo lesdo 25mW quando comparado com o grupo lesdo e (**) p<0,01 grupo lesdo
75mW quando comparado com o grupo leséo.
Fonte: A autora, 2017.

4.4.2 Discussao

Os lasers de baixa poténcia induzem efeitos bioestimulatorios causando beneficios em
diferentes tecidos (MARQUES et al., 2004; MIGLIARIO et al., 2014; WALTER et al., 2015).
No entanto, ndo ha estudos que avaliaram os possiveis efeitos do laser sobre a estabilidade
gendmica e na manutencdo de telomeros em tecidos lesionados. Este estudo avaliou 0s niveis
relativos do RNA mensageiro através de RT-gPCR. O RT-gPCR é uma técnica padrdo-ouro
para os niveis relativos de genes quando ocorre uma normaliza¢do apropriada (HO-PUN-
CHEUNG et al., 2012). Assim, varios estudos ja avaliaram os niveis relativos de RNA
mensageiro em mioblastos (TRAJANO et al., 2016a, 2016c¢), pele saudavel (CANUTO et al.,
2016; SERGIO et al., 2016; GUEDES DE ALMEIDA et al., 2017), muasculo esquelético
saudavel (CANUTO et al., 2016; SERGIO et al., 2016; GUEDES DE ALMEIDA et al., 2017)
e células de cancer de mama humano (CANUTO et al., 2017).
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Os genes ATM, Tp53, TRF1 e TRF2 estdo relacionados a protecdo dos tecidos
musculares, mas 0 mecanismo do efeito protetor das proteinas dos genes TRF1 e TRF2 ainda
ndo sdo inteiramente claros e estudos adicionais sdo necessarios (LAYE et al., 2012;
LUDLOW et al., 2014). YANG et al., (2015) mostraram que o produto do Tp53 se liga
diretamente e regula a transcricio da miogenina, um fator regulador miogénico que
desempenha um papel importante na fase final da diferenciagdo muscular. Foi proposto um
diagrama para explicar a participacdo dos genes ATM, P53, TRF1 e TRF2 no reparo muscular
(Figura 36).

Figura 36 - Representacdo esquematica da participacdo dos genes ATM, Tp53, TRF1 e TRF2

na protecdo do musculo esquelético

Manutengdo da o nutengdo
integridade e fun¢do integri fung¢do

celular celular

t __ ¢

Regulagdo de MyoD

Regulagao da laga
diferenciagdo miogénica dif Tagdo riegénica

f i

A
Ativagdo : inativacdo

Aumentoda
3 > [ | e—— :
- tﬂ.. Bloqueio T Repressdo |_expressdode TRF2
Musculo |—| Musculo
TRF1 | € esquelético > | TRF2 esquelético

Legenda: A) TRF1 e TRF2 atuam na ATM, que regula a a¢do da Tp53. B) A revogacgdo do aumento de TRF1
ou TRF2 regula a ATM, evitando a acdo protetora da Tp53.
Fonte: A autora, 2017.

Os resultados deste estudo mostram que o laser infravermelho (904nm, 3 J/cm? por
irradiacdo, 25mW e 75mW, 4 irradiagdes totais) reduz os niveis relativos do RNAm dos genes
ATM e Tp53 no grupo lesionado (Figura 32 e 33). Em condic¢Ges normais, a proteina Tp53 €
mantida em niveis baixos (MENDONZA et al., 2014). Os niveis de Tp53 séo regulados pela
ubiquitinacdo e degradagdo mediada pela proteina MDM2 (MENG et al., 2014). As condicGes
de estresse provocam modificagdes pos-traducdo na proteina Tp53, levando ao seu acimulo

no nucleo e a ativacdo bioquimica (MIRZAYANS et al., 2012). A ativacao da proteina Tp53 é
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mediada pela atividade da proteina ATM (CARROLL et al., 2015) e, quando ativada, regula
diferentes respostas celulares, como os checkpoints do ciclo celular, apoptose e senescéncia,
para manter a integridade do genoma (RIBEIRO et al., 2016). A ATM desempenha multiplos
papéis na ativacdo de vias de transducdo de sinal e na regulacdo de enzimas de modificacdo
de cromatina (com ou sem danos no DNA) (ZHANG et al., 2007). A reducdo da ATM e da
Tp53 apds a irradiacdo do musculo esquelético dos grupos lesionados mostrou que a FBM
altera os niveis relativos do RNAm dos genes de estabilidade gendmica em condigdes de
estresse e que esse efeito poderia ser parte da resposta celular induzida pela FBM nos tecidos
lesionados.

A TRF1 e a TRF2 desempenham um papel importante na estrutura do loop-T que esta
diretamente vinculado a regido de cadeia dupla dos telémeros (PAL et al., 2015). Além disso,
a ligacdo da TRF1 e da TRF2 aos telomeros € essencial para garantir a protecdo contra
resposta aos danos no DNA e sistemas de reparo no DNA (GALATI et al., 2015). A reducao
da expressao da TRF1 causa bloqueio da interacdo ATM-TRF1, que leva ao ndo recrutamento
da proteina Tp53 (PATEL et al., 2015). A TRF2 inibe a ATM que impede a resposta aos
danos no DNA em teldmeros seguido de rearranjos cromossdmicos (DIOTTI; LOAYZA,
2011). No entanto, como a TRF2 esta especificamente alojada em telémeros e permanece la
quando os danos no DNA sdo induzidos, a TRF2 pode atuar como um inibidor especifico da
ATM (KARLSEDER et al., 2004). Um aumento na expresséo da TRF2 resulta em uma ligeira
reducdo dos niveis da proteina Tp53, além de inibir os niveis da ATM (KARLSEDER et al.,
2004). A resposta do teldmero disfuncional é caracterizada pelo acumulo de componentes de
danos no DNA (DIOTTI; LOAYZA, 2011). Nossos resultados mostram reducdo dos niveis
relativos de RNAm dos genes TRF1 e TRF2 ap6s o procedimento de FBM no musculo
esquelético de grupos lesionados (904nm, 3 J/cm?, 25mW e 75mW). Ao contrario dos niveis
relativos de RNAm dos genes da ATM e Tp53, os niveis relativos de RNAm dos genes TRF1
e TRF2 em grupos lesionados ndo foi diferente do grupo controle ndo irradiado. Isso pode ser
explicado considerando que nos grupos lesionados ndo ocorre protecdo contra danos no DNA
pela TRF1 e pela TRF2 porque o pequeno aumento dos niveis dos genes TRF1 e TRF2 nédo
sdo suficientes para reduzir os niveis de Tp53 e ATM. No entanto, a FBM reduz os niveis
relativos de ATM, Tp53, TRF1 e TRF2, sugerindo que a FBM altera o reparo no DNA
danificado nos tecidos lesionados.
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Tomados em conjunto, esses resultados reforcam que o reparo de danos oxidativos no
DNA e a estabilidade gendmica podem ser parte dos efeitos da FBM nos tecidos bioldgicos
(TRAJANO et al., 2014; SERGIO et al., 2015).

4.5 Estudo 5: Laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emisséao pulsada altera
os niveis de RNA mensageiro de genes de reparo muscular dependente da poténcia

em ratos Wistar

4.5.1 Resultados

Na Figura 37 estdo apresentados resultados dos niveis relativos de RNAm do gene
MyoD no masculo tibial anterior de ratos Wistar ap6s a exposicao ao laser infravermelho de
baixa poténcia. A expressao relativa de RNAm do gene MyoD no musculo do grupos
lesionados e irradiados com laser a 25 e 75mW foi significativamente aumentada (p <0,001 e

p <0,05, respectivamente), quando comparado ao grupo lesionado.

Figura 37 - Niveis relativos de RNAm do gene MyoD em mdsculo lesionado apo6s
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Legenda: (***) p<0,001 grupo lesdo 25mW comparado ao grupo lesdo. (*) p<0,05 grupo lesdo 75mW quando
comparado com o grupo lesdo.
Fonte: A autora, 2017.
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Os niveis relativos de RNA mensageiro do gene MyoG também foram avaliados em
masculo anterior tibial anterior (Figura 38). Foi observado aumento significativo (p <0,01)
dos niveis relativos de RNAm do gene MyoG no mausculo tibial anterior nos grupos

lesionados e irradiados com laser a 25 e 75 mW, quando comparados com o grupo lesionado.

Figura 38 - Niveis relativos de RNAmM do gene MyoG em musculo lesionado apés
fotobiomodulagdo em diferentes poténcias.
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Legenda: (**) p<0,01 grupo lesdo 25mW quando comparado com o grupo lesdo e (**) p<0,01 grupo lesdo
75mW quando comparado com o grupo leséo.
Fonte: A autora, 2017.
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Na Figura 39 estdo apresentados resultados dos niveis relativos de RNAm do gene
Myf5 no musculo tibial anterior de ratos Wistar apds exposi¢do ao laser infravermelho de
baixa poténcia. Os dados nesta figura indicam aumento significativo (p <0,05) dos niveis
relativos de RNAm do gene Myf5 no musculo lesionado e irradiado com laser a 75 mW,
quando comparado com o grupo lesionado e o com grupo lesionado e irradiado com laser a 25
mW.

Figura 39 - Niveis relativos de RNAm do gene Myf5 em mausculo lesionado ap0s

fotobiomodulacdo em diferentes poténcias

N
(o)
)

N
o
1

=
o
1

Niveis relativos de
RNAmM de Myf5 (U.A)

o

T
0

25 75
Poténcia (mW)

Legenda: (#) p<0,05 grupo lesdo 75mW comparado com grupo lesdo. (*) p<0,05 grupo lesdo 75mW quando
comparado com o grupo lesdo 25mW.
Fonte: A autora, 2017.
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Os niveis relativos de RNAm do gene MRF4 apds a exposi¢do ao laser infravermelho
no musculo tibial anterior foi significativamente (p <0,05) reduzida apenas no grupo
lesionado e irradiado com laser a 75 mW, quando comparado com o grupo lesionado (Figura
40).

Figura 40 - Niveis relativos de RNAmM do gene MRF4 em musculo lesionado apés
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Legenda: (*) p<0,05 grupo lesdo 75mW quando comparado com o grupo leséo.
Fonte: A autora, 2017.
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Os niveis relativos de RNAm do gene Pax3 ap0s a exposicao ao laser infravermelho
de baixa poténcia no musculo tibial anterior aumentou significativamente no grupo lesionado
e irradiado com laser a 25 mW (p <0,05 e p <0,05), quando comparado com 0 grupo
lesionado e quando comparado com o grupo lesionado e irradiado com laser a 75 mW (Figura
41).

Figura 41 - Niveis relativos de RNAmM do gene Pax3 em musculo lesionado apos
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Legenda: (#) p<0,05 grupo lesdo 25mW quando comparado com o grupo lesdo e (*) p<0,05 grupo lesdo 25mw

quando comparado com o grupo lesdo 75mW.
Fonte: A autora, 2017.
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Os dados dos niveis relativos de RNAm do gene Pax7 ndo mostrou diferenca
significativa (p> 0,05) entre os grupos lesionados e irradiados com laser a25ea 75 mW e o

grupo lesionado (Figura 42).

Figura 42 - Niveis relativos de RNAmM do gene Pax7 em musculo lesionado ap6s
fotobiomodulagdo em diferentes poténcias.
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Fonte: A autora, 2017.

4.5.2 Discussio

A terapia com laser de baixa poténcia tem efeitos positivos sobre o reparo do tecido
muscular porque reduz a dor (TAHERI et al., 2016), modula o processo inflamatorio
(MANTINEO et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2016), aumenta a
formacdo de novas miofibrilas (NACANO et al., 2009), causa angiogénese (IYOMASA et al.,
2009; NACANO et al., 2009) e ativa células satélites (NACANO et al., 2009).

A ativacdo das células satélites depende da expressdo de fatores regulatorios
miogénicos e de Pax3 e Pax7 (SEGALES et al., 2016). A expressdo dos fatores regulatorios
miogénicos é regulada pelas proteinas Pax3 e Pax7 e ambas ligam e regulam a expressdo dos
genes MyoD e Myf5 (WANG; RUDNICKI, 2011), enquanto MyoD e Myf5 sdo considerados
fatores envolvidos na determinacdo de celulas miogénicas, MyoG e MRF4 estdo mais
associadas com a diferenciagdo terminal e a homeostase das miofibras (SINGH;
DILWORTH, 2013).

Entretanto, os niveis relativos dos RNAm desses genes ainda ndo foi avaliada em

conjunto e os resultados tém sido controversos devido a diferencas nas condigbes da
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exposicdo ao laser. Além disso, os efeitos de lasers em diferentes poténcias e em modo de
emisséo pulsado ainda ndo foram avaliados, ndo deixando claro o efeito do laser de baixa
poténcia sobre 0s niveis relativos desses genes durante o processo de reparo muscular. Assim,
este estudo avaliou a via de reparo muscular ap6s lesdo muscular por criolesdo usando
protocolos terapéuticos indicados no guia do equipamento laser em diferentes poténcias e em
modo de emisséo pulsada para verificar se a terapia com laser de baixa poténcia altera os
niveis de RNA mensageiro de genes relacionados ao reparo de lesdo muscular.

Os resultados deste estudo mostraram que o laser infravermelho de baixa poténcia
aumenta os niveis relativos de RNAm dos genes Myod e MyoG nos grupos lesionados e
irradiados para ambas poténcias (25mw e 75mW). Os niveis relativos de RNAm do gene
Myf5 aumentou apenas no grupo lesionado e irradiado com 75mW. Também, os niveis
relativos de RNAmM de MRF4 reduziram apenas neste grupo (75mW). N&o houve alteracédo
nos niveis de RNAmM do gene Pax7. Entretanto, os niveis relativos de RNAm do gene Pax3
aumentaram apenas no grupo lesionado e irradiado com 25mW.

Em musculo sadio, as células satélites estdo em estado de repouso (PERRY;
RUDNICK, 2000), mas apds uma lesdo muscular, essas células sdo ativadas pela expressao
dos genes Pax7 e Myf5. Quando a migracdo e o estagio de diferenciacdo comecam, a MyoD ¢é
expressa e a expressao de Myf5 é mantida (nessa fase ja ndo ha expressdo de Pax7) (ZANOU,;
GAILLY, 2013). Nossos resultados mostram que a exposi¢do ao laser infravermelho de baixa
poténcia altera os niveis relativos de RNAmM do gene MyoD no mausculo tibial anterior
irradiado com laser em diferentes poténcias (25 e 75 mW), mas néo altera os niveis de RNAm
do gene Pax7. Durante a regeneracdo muscular, as células satélites podem ser distinguidas
com base na expressdao de Pax7 e MyoD (BEAUDRY et al.,, 2016). As células Pax7
(+)/MyaoD (-) estdo em estado de repouso, as células Pax7 (+)/MyoD (+) estdo no estado de
proliferacdo e as células Pax7 (-)/ MyoD(+) estdo passando por diferenciacdo miogénica,
sequida pela fusdo celular para gerar miofibras multinucleadas (MOTOHASHI; ASAKURA,
2014). Nossos resultados sugerem que, 5 dias ap6s a lesdo muscular, as células satélites estdo
em estado de fusdo em miotubos para ambos 0s grupos irradiados a laser. Estes resultados
concordam com aqueles de ASSIS et al., (2013), que mostraram essa exposi¢cdo ao laser
infravermelho de baixa poténcia (808 nm) altera a expresséo da MyoD ap0s criolesdo em uma
fluéncia de 180 J/cm2. BRUNELLI et al., (2014) observaram que 0s animais expostos ao laser
infravermelho (780 nm), em fluéncias de 10 e 50 J/cm?, possuem imunomarcadores de MyoD

em concentragcdes maiores 7 dias apés a criolesdo. Outro estudo usando laser vermelho (660
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nm) mostrou um aumento na expressdo de MyoD ap0s a exposi¢do ao laser com a fluéncia de
50 J/cm? (RODRIGUES et al., 2013b). Mais recentemente ALVES et al (2016) relataram que
animais lesionados e expostos ao laser infravermelho (780 nm, 10 J/cm?) apresentaram
aumento na expressdo do gene MyoD. Além disso, os niveis de RNAmM do gene Pax7 sdo
aumentados em células C2C12 ap0s exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia na
fluéncia de 10 J/cm? (TRAJANO et al., 2016b).

A proliferacdo de mioblastos € caracterizada pela expressdo de Myf5/MyoD e genes
que regulam a progressdo do ciclo celular, enquanto a expressdo do gene Pax7, que é um
marcador de células satélites é progressivamente silenciado (DILWORTH; BLAIS, 2011). No
entanto, MyoD e Myf5 ainda sdo expressos ap0s a proliferacdo (PERRY; RUDNICK, 2011).
Nossos resultados mostram aumento dos niveis relativos de RNAm do gene Myf5 em
musculo tibial anterior lesionado e irradiado com laser na poténcia de 75 mW. Resultados
semelhantes foram relatados por MORAIS et al.,, (2017), que observaram aumento da
expressdo do gene Myf5 no musculo lesionado exposto ao laser vermelho (660 nm, 14,7
Jiem?, 35 mW). Nossos resultados sugerem que os efeitos do laser no reparo da leséo
muscular dependem da poténcia, porque os niveis relativos de RNA do gene Myf5 nos
animais lesionados e irradiados com laser a 25 mW sdo reduzidos nesse grupo indicando que
o laser, nestas condicdes, induz a maturacdo precoce em miofibras.

MyoG e MRF4 estdo relacionados a diferenciacéo terminal e homeostase de miofibras
(SINGH; DILWORTH, 2013). Nossos resultados mostraram aumento dos niveis relativos de
RNAmM do gene MyoG em animais lesionados e irradiados com lasers em ambas as poténcias
(25 €75 mW) e reducdo dos niveis relativos de RNAmM do gene MRF4 apenas em animais
irradiados com laser na maior poténcia (75 mW). Efeitos do laser nos niveis de RNAm do
gene MyoG tém sido controversos, com alguns estudos mostrando tanto aumento (ASSIS et
al., 2013; BRUNELLI et al., 2014) quanto diminuicdo (RODRIGUES et al., 2013b; DE
FREITAS et al., 2015) dos niveis de MyoG ap0s a exposicdo ao laser, enquanto outros
autores ndo relataram nenhuma alteracdo (ALVES et al., 2016; MORAES et al., 2017). N&o
ha estudos que avaliaram os efeitos do laser nos niveis relativos de RNAm do gene MRF4.
Nossos resultados sugerem que o estagio de maturagéo se inicia mais rdpido no musculo tibial
anterior do grupo lesionado e irradiado com laser a 25 mW do que naqueles irradiados com
laser a 75 mW, o que confirma os resultados dos niveis relativos de RNAm do gene Myf5.

A proteina Pax3 desempenha um papel fundamental durante a miogénese do musculo

esquelético em embrides (RELAIX; ZAMMIT, 2006). Durante a fase adulta, esta proteina é



118

expressa apenas em alguns muasculos de mamiferos, como o diafragma (BUCKINGHAM,;
RELAIX, 2015). Curiosamente, os niveis relativos de RNAm do gene Pax3 aumentou no
musculo tibial anterior no grupo lesionado e irradiado com laser a 25 mW (Figura 41).
HYATT et al., (2008) mostraram que os niveis de RNAmM dos genes Pax3 e Pax7 aumentam
rapidamente em resposta a sobrecarga no musculo esquelético de ratos adultos e que esse
aumento precede qualquer alteragdo nos niveis de RNAm do gene MyoD, indicando que Pax3
e Pax7 coordenam a expressao de fatores regulatorios miogénicos. A expressdo da Pax3 muda
apenas em certos tipos de tecido muscular em fase adulta. Neste estudo, os niveis relativos de
RNA do gene Pax3 aumentaram apenas no grupo onde houve aceleracdo no processo de
reparo muscular. Sugerimos que o aumento dos niveis relativos de RNAm do gene Pax3 pode
ser indicativo de modulacdo dos fatores regulatérios miogénicos nos grupos irradiados com

25 mW, o que contribuiria para um melhor processo de reparo neste grupo.

4.6 Estudo 6: Laser infravermelho de baixa poténcia em modo de emissdo pulsado
modula os niveis de RNAm de citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatorias

favorecendo a aceleragdo do processo de reparo de lesdo muscular

4.6.1 Resultados

Na fotomicrografia é possivel observar a presenca de infiltrado inflamatério no grupo
controle lesionado (Figura 43a). O infiltrado inflamatdrio também esta presente, semelhante
ao grupo controle lesionado, no grupo lesionado e irradiado com 25mW (Figura 43b).
Entretanto, no grupo lesionado e irradiado com 75mW ¢é possivel observar uma redugdo do
infiltrado inflamat6rio quando comparado ao grupo controle lesionado e ao grupo irradiado
com 25mW (Figura 43c).
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Figura 43 - Fotomicrografia de mdusculo tibial anterior lesionado de ratos Wistar apos
exposicao ao laser de baixa poténcia corado com Hematoxilina e Eosina

Legenda: A) Grupo controle lesionado; B) Grupo lesionado e irradiado com 25mW e C) Grupo lesionado e
irradiado com 75mW. As setas pretas indicam a presenca de infiltrado inflamatério. Aumento de 20X.
Barra de 50um. Coloragdo em H;E.

Fonte: A autora, 2017.
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Na Figura 44 estdo apresentados os valores dos niveis relativos de RNAm do gene IL-
6 do musculo tibial anterior de ratos Wistar apos a exposi¢do ao laser infravermelho. Os
niveis relativos de RNAm do gene IL-6 no grupo lesionado e irradiado com 25mW aumentou
significativamente (p<0.001) apds a exposicao ao laser quando comparado ao grupo controle

lesionado e ao grupo lesionado e irradiado com 75mW (p <0.001).

Figura 44 - Niveis relativos de RNAm do gene IL-6 em musculo lesionado apos

fotobiomodulacdo em diferentes poténcias
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Legenda: (###) p<0,001 grupo lesionado e irradiado com 25mW quando comparado com o grupo lesionado e
irradiado com75mW e (***) p<0,001 grupo lesionado e irradiado com 25mW quando comparado com
0 grupo controle lesionado.

Fonte: A autora, 2017.
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Para confirmar os efeitos induzidos pelo laser nos genes pro-inflamatérios, foi
avaliado também os niveis relativos de RNAmM do gene de IL-1B (Figura 45). Foi observado
aumento significativo (p<0,001) dos niveis relativos de RNAm do gene IL-1B no grupo
lesionado e irradiado com 25mW quando comparado com o grupo controle lesionado.
Também, no grupo lesionado e irradiado com 75mW foi observado um aumento significativo

(p<0,05) dos niveis relativos da IL-1p quando comparado ao grupo controle lesionado.

Figura 45 - Niveis relativos de RNAmM do gene IL-1f em musculo lesionado apo6s

fotobiomodulacdo em diferentes poténcias
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Legenda: (***) p<0,001 grupo lesionado e irradiado com 25mW quando comparado com o grupo controle
lesionado e (*) p<0,05 grupo lesionado e irradiado com 75mW quando comparado com o grupo
controle lesionado.

Fonte: A autora, 2017.
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Na Figura 46 estdo apresentados os valores dos niveis relativos de RNAm do gene IL-
4 do musculo tibial anterior de ratos Wistar apds a exposicdo ao laser infravermelho. Os
dados nesta figura indicam aumento significativo dos niveis relativos de RNAm do gene IL-4
no musculo lesionado exposto ao laser a 75mW quando comparado com 0 grupo controle

lesionado (p<0.001) e com o grupo lesionado e irradiado com 25mW (p<0.001).

Figura 46 - Niveis relativos de RNAm do gene IL-4 em musculo lesionado apos

fotobiomodulacdo em diferentes poténcias
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Legenda: (***) p<0,001 grupo lesionado e irradiado com 75mW quando comparado com o grupo controle
lesionado e (###) p<0,001 grupo lesionado e irradiado com 75mW quando comparado com o grupo
lesionado e irradiado com 25mW.

Fonte: A autora, 2017.
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A Figura 47 é uma fotografia de gel de agarose apés a eletroforese de produtos de
amplificacdo por RT-qPCR do gene IL-10 do musculo tibial anterior de ratos Wistar expostos
ao laser infravermelho de baixa poténcia. A fotografia indica que a exposicdo ao laser ndo
altera os niveis de transcritos do gene IL-10 em musculo lesionado, tanto na poténcia de
25mW, quanto na poténcia de 75mW, quando comparado aos niveis de transcritos do gene
normalizador (GAPDH).

Figura 47 - Fotografia de gel de agarose ap0s eletroforese de produtos de amplificacdo por

RT-gPCR do gene IL-10 em musculo tibial anterior de ratos Wistar lesionados

expostos ao laser de baixa poténcia
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Legenda: 1: IL-10- grupo controle lesionado; 2: GAPDH- grupo controle lesionado; 3: IL-10- grupo lesionado e
irradiado com 25mW; 4: GAPDH- grupo lesionado e irradiado com 25mW; 5: IL-10- grupo lesionado

e irradiado com 75mW,; 6: GAPDH- grupo lesionado e irradiado com 75mW.
Fonte: A autora, 2017.

4.6.2 Discussio

O laser de baixa poténcia tem efeitos benéficos em diferentes tipos de processos
inflamatorios. J& foi observado que a exposicdo ao laser reduz o numero de células
inflamatorias (FIORIO et al., 2013) e da proteina IL-6 (SILVEIRA et al., 2016b) em pele
qgueimada de ratos, reduz os niveis de citocinas inflamatorias (IL-1 e IL-6) na inflamacéo da
capsula articular (PALLOTTA et al., 2012) e reduz o nimero de células inflamatorias em
tendinite induzida por trauma mecéanico (CASALECHI et al., 2013). No mdsculo, ja foi
observado que o laser de baixa poténcia reduz os niveis de citocinas pré-inflamatorias (IL-6) e

aumenta os niveis de citocinas antiinflamatorias (IL-10) (SILVEIRA et al., 2016a).
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Entretanto, foi demonstrado que a presenca de citocinas inflamatdrias em lesées musculares é
importante para ativar fatores reguladores miogénicos responsaveis pelo reparo de lesdes
musculares (ALVES et al., 2016).

Num estudo prévio, publicado por nosso grupo com 0s mesmos parametros fisicos
utilizados neste estudo, foi demonstrado que o laser infravermelho de baixa poténcia acelera o
reparo de lesbes musculares na poténcia de 25mW porque altera a expressao de fatores
miogénicos (MyoD, Myf5, MyoG, MRF4) (TRAJANO et al., 2017). Desta forma, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar se a expressao de fatores miogénicos, que favorecem o reparo de
lesbes musculares, estd relacionada com a expressdao de citocinas pro-inflamatdrias e
antiinflamatdrias utilizando laser infravermelho pulsado de baixa poténcia (904nm).

Os resultados deste estudo sugerem que a exposi¢do ao laser de baixa poténcia reduz o
infiltrado inflamatdrio apds a irradiacdo no grupo lesionado e irradiado com a maior poténcia
(Figura 43c), aumenta os niveis relativos de RNAmM do gene IL-6 no grupo lesionado e
irradiado com 25mW (Figura 44) e aumenta os niveis de RNAm do gene IL-1B em ambos os
grupos irradiados (Figura 45). Os niveis relativos de RNAm do gene IL-4 aumentaram apenas
no grupo irradiado com a maior poténcia (Figura 46) e ndo foi observada expressdo de RNAmM
do gene IL-10 nos grupos avaliados (Figura 47).

As analises histoldgicas mostraram que apenas a exposicao ao laser infravermelho na
maior poténcia reduz o infiltrado inflamatério. R1ZZI et al., (2006) demonstrou que a
exposicdo ao laser infravermelho (904nm, 45mW, 5J/cm2, em modo continuo de emissdo)
reduz o infiltrado inflamatério 7 dias apds lesdo muscular por contusdo. Outro estudo
utilizando a criolesdo como modelo de lesdo muscular demonstrou que a exposic¢ao ao laser
infravermelno de baixa poténcia (780nm, 40mW, 10J/cm?) também reduz infiltrado
inflamatdrio no masculo lesionado (ALVES et al., 2014b). Os resultados apresentados nesses
estudos estdo de acordo com nossos resultados e reforcam o potencial antiinflamatério do
laser de baixa poténcia no reparo de lesdes musculares.

Tem sido demonstrado que os niveis de IL-6 estdo reduzidos em musculos lesionados
apos exposicdo ao laser de baixa poténcia (MANTINEO et al., 2014; SILVEIRA et al., 20164,
TOMAZONI et al., 2017). Diferente desses estudos, nossos resultados sugerem aumento nos
niveis relativos de RNAmM do gene IL-6 em musculos expostos ao laser infravermelho na
poténcia de 25mW. OTIS e colaboradores (2014) avaliaram a expressao de I1L-6 ap6s inducao
de lesdo muscular com cloreto de bario durante 30 dias e observaram aumento nos niveis de

IL-6 cinco dias apds a lesdo. Tem sido observado que a IL-6 desempenha um papel
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importante na regulacdo da proliferacdo e regeneracdo celular do musculo esquelético
(BELIZARIO et al., 2016). De fato, num estudo recente foi demonstrado que a exposi¢do ao
laser de baixa poténcia apés a criolesdo aumenta os niveis de IL-6 apos 14 dias (ALVES et
al., 2016). Em nosso estudo, os resultados sugerem aumento de IL-6 apds cinco dias. Essa
diferenca poderia ser explicada devido & diferenga nos parametros fisicos do laser utilizados
entre os dois estudos. Neste caso, sugerimos que o aumento da IL-6 cinco dias apds a lesdo
favorece a aceleracdo do reparo muscular porque induz a expressdo de fatores de regulagéo
miogénicos em mausculos expostos ao laser infravermelho na poténcia de 25mW, como foi
também observado num estudo prévio (TRAJANO et al., 2017).

A exposicdo ao laser de baixa poténcia reduz os niveis de IL-1p apds contusdo e
criolesdo (ASSIS et al.,, 2012; FERNANDES et al.,, 2013; MANTINEO et al., 2014;
TOMAZONI et al., 2017). Nossos resultados sugerem aumento nos niveis relativos de RNAmM
do gene IL-1p em ambos os grupos lesionados e irradiados (25mW e 75mW). Tem sido
demonstrado que a IL-1p aumenta a proliferacdo de células precursoras musculares (OTIS et
al., 2014). Também a IL-1p aumenta a expressdo de RNAm de IL-6, que esté relacionada com
a proliferacdo de fatores miogénicos (LUO et al., 2003). Sugerimos que o0 aumento dos niveis
relativos de RNAm da IL-1p resulta em aumento da expressdo de IL-6 e favorece a aceleracédo
do reparo do musculo esquelético em animais irradiados com laser na poténcia de 25mW e
que, embora tenha ocorrido um aumento nos niveis relativos de RNAm do gene IL-1p em
animais irradiados com laser na poténcia de 75mW, esse aumento ndo foi suficiente para
elevar os niveis de IL-6 e favorecer o reparo muscular nestes animais.

Embora tenha sido demonstrado que a IL-1p e a IL-6 tém papel importante no reparo
de lesbes musculares, € importante salientar que isso deve ocorrer no momento correto
durante o processo de reparo muscular. De fato, nossos resultados sugerem que o aumento dos
niveis de RNAm dessas citocinas foi benéfico. Entretanto, isso ndo quer dizer que 0 aumento
dessas citocinas possa favorecer o reparo em qualquer momento da lesdo muscular, que neste
caso ocorreu no quinto dia apdés a lesdo. Isso explicaria porque em outros estudos, que
avaliaram os efeitos do laser apds diferentes tempos da inducdo da lesdo muscular, foi
observada reducdo dos niveis dessas citocinas (ASSIS et al., 2012; FERNANDES et al., 2013,
MANTINEO et al., 2014; SILVEIRA et al., 2016a; TOMAZONI et al., 2017). Nestes casos
pode ter ocorrido uma reducdo na expressao de IL-6 e IL-1pB, uma vez que estas citocinas ja
tinham sido aumentadas e ja tinham favorecido o processo de reparo muscular. Desta forma

sua reducdo, em um momento posterior, também é um efeito benéfico do laser, uma vez que
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um aumento exacerbado nos niveis de IL-6 pode ser prejudicial, pois causa atrofia muscular
(HADDAD et al., 2005; KUROSAKA; MACHIDA, 2013).

A 1L-4 foi usada como farmaco para tratamento de doengas inflamatorias em modelo
experimental, também tem sido sugerido que terapias que atuam no aumento das
concentragdes de IL-4 em tecidos podem ser usadas no tratamento de inflamagéo
(WOODWARD et al., 2010). Durante o reparo do muasculo esquelético foi demonstrado que a
IL-4 regula a fusdo de miotubos in vivo e in vitro (HOURSLEY et al., 2003). Mais
recentemente foi demonstrado que a IL-4 é secretada para ativar fatores fibro/adipogénicos
(FAPs) (HEREDIA et al., 2013). Os FAPs estdo associados a regeneracdo muscular e sao
ativados durante a lesdo muscular, atuando geralmente em sinergia com as células satélites
para promover regeneracdo muscular eficaz (PHELPS et al., 2016). Esse é o primeiro estudo a
avaliar os niveis de RNAm de IL-4 apds a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia
em musculos lesionados. Dados do nosso estudo sugerem aumento nos niveis de RNAm da
IL-4 apenas em mdsculos lesionados e irradiados com laser infravermelho na poténcia de
75mW. E possivel que este efeito favoreca o reparo muscular, uma vez que nesses animais, 0s
niveis de RNAm de IL-6 ndo aumentaram e que também o aumento dos niveis de RNAm de
IL-4 favoreca a reducdo do infiltrado inflamatério.

A funcdo priméria da IL-10 é a supresséao de citocinas pro-inflamatérias e macrofagos
ML1. Entretanto, a IL-10 também pode ativar macréfagos do fenétipo M2c (VILLALTA et al.,
2011). Os macrofagos podem desempenhar diferentes papéis durante o processo inflamatdrio,
tal que, no inicio da inflamacdo, o fendtipo M1 é expressado e libera citocinas pro-
inflamatorias, sendo responsavel pela defesa do organismo, e em seguida pode ocorrer
alteracdo para o fendtipo M2, o que promove a cicatrizacdo e o reparo muscular (DA SILVA
et al., 2015). De fato, a administracdo de IL-10 apds lesdo muscular leva a interrupcdo de
macrofagos M1 e promocdo de macréfagos M2, resultando em crescimento e regeneracdo de
miofibras. A ablacéo in vivo de IL-10 pode perturbar a transicdo de macréfagos M1 para M2 e
diminuir o crescimento da fibra (COSTAMAGNA et al., 2015). Foi demonstrado que a I1L-10
€ necesséria para o crescimento normal e a regeneracdo muscular apos a lesdo, mas isso nao
significa que aumentar os niveis de IL-10 resulta em um melhor reparo do musculo lesionado
(DENG et al., 2012). Isso pode ocorrer porque o intervalo de tempo em que a IL-10 pode
promover a regeneracdo € curto e, caso ndo ocorra no momento correto, pode causar um
atraso na programacao miogénica (COSTAMAGNA et al., 2015).
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Estudos tém demonstrado que a exposicdo ao laser de baixa poténcia aumenta 0s
niveis de IL-10 (SILVEIRA et al., 2016; MORAES et al., 2017). Embora a IL-10 seja
importante durante o processo de reparo muscular, seus niveis estdo aumentados nos trés
primeiros dias apds a lesdo, ocorrendo declinio sete dias apds a lesdo (NOVAK et al., 2015).
Embora alguns estudos tenham demonstrado que a exposicdo ao laser aumenta os niveis de
IL-10 também ap0s sete dias, esses estudos utilizaram modelo experimental e pardmetros
fisicos do laser diferentes daqueles utilizados em nosso estudo. Dessa forma, sugerimos que
embora a expressdo de IL-10 seja importante durante o reparo muscular, no momento
avaliado em nosso estudo (5 dias apds a lesdo) os niveis de IL-10 ja estariam reduzidos, tal
que ndo foi possivel de detectar a presenca de transcritos do gene da IL-10 através da gRT-
PCR.
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b)

d)
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embora 0s niveis de espécies reativas de oxigénio ndo tenham sido
alterados, a exposigédo ao laser de infravermelho de baixa poténcia afeta a
viabilidade celular, apoptose e necrose em culturas de mioblastos,
dependendo da fluéncia do laser e das condicBes de cultura destas células
(Estudo 1);

a irradiacdo com laser, em fluéncias terapéuticas, modula a niveis relativos
de RNAm de genes relacionados com o reparo de danos no DNA em
culturas mioblastos em condi¢des normais e de estresse, sugerindo que a
estabilidade genémica poderia fazer parte dos efeitos bioestimulatérios
induzidos pela terapia com laser de baixa poténcia em musculos lesionados
(Estudo 2);

o laser infravermelho de baixa poténcia modula os niveis relativos de
RNAmM de genes relacionados ao reparo muscular e a manutencdo de
teldmeros em mioblastos em condi¢Bes normais e em condi¢des de estresse
(Estudo 3);

a fotobiomodulagdo altera os niveis relativos de RNAm de genes
relacionados a estabilidade genémica e a manutencdo de telébmeros no
musculo esquelético lesionado de ratos Wistar (Estudo 4);

a exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia, em modo de emisséo
pulsada, poderia acelerar o processo de reparo muscular, alterando os niveis
relativos de RNAm de genes de fatores regulatérios miogénicos e da Pax 3
e Pax7 (Estudo 5);

o laser infravermelho de baixa poténcia em diferentes poténcias e em modo
de emissdo pulsado modula os niveis relativos de citocinas pro-
inflamatdrias e antiinflamatdrias apo6s criolesdo e isso pode ser um dos
efeitos da FBM envolvidos na aceleracdo do processo de reparo do

musculo esquelético (Estudo 6);
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Abstract Low-level infrared laser is considered safe and
effective for treatment of muscle njuries. However, the
mechanism involved on beneficial effects of laser therapy
are not understood. The aim was to evaluate cell viability,
reactive oxygen species, apoptosis, and necrosis in myo-
blast cultures exposed to low-level infrared laser at thera-
peutic fuences, C2C12 myoblast cultures at different (2 and
10 %) fetal bovine serum (FBS) concentrations were ex-
posed to low-level infrared laser (808 nm, 100 mW) at dif-
ferent fluences (10, 35, and 70 J."L‘I'I.'Lz} and evaluated after
24, 48, and 72 h, Cell vigbility was evaluated by WST-1
assay; reactive oxygen species (ROS), apoptosis, andnecro-
sis were evaluated by low cytometry. Cell viability was
decreased atthe lowest FBS concentration. Laser exposure
mereased the cell viability in myvoblast cultures at 2 % FBS
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after 48 and 72 h, but no significant increase in KOS was
ohserved. Apoptosis was decreased at the higher fluence
and necrosis was increased at lower fluence in myoblast
cultures after 24 h of laser exposure at 2 % FBS. No laser-
induced alterations wens obtained at 10 % FBS. Results
show that level of reactive oxygen species is not ahered, at
least to those evaluated in this study, but low-level infrared
laser exposure affects cell viability, apoptosis, and necrosis
in myoblast cultures depending on laser Mluence and physi-
ologic conditions of cells,

Keywords Apoptoss - Cell viability - Reactive oxygen
species - Low-level luser therapy - Myoblast - Necrosis

Introduction

Muscle mjury results from direct and indirect causes. Direct
causes include falls, lacerations, crushing, freezing, and
bruises, while indirect causes ane the result of a pathological
process, schemia, or newrological dysfunction [1]. Repair
of njured muscle can oceur slow and mappropriately lead-
ing to an incomplete functional recovery, which in tum
causes recurrent injury and/or scar tissue formation.
Therapies are used to preserve musc ke function and improve
repair, regenemtion, and prevention of fibrosis [2]. For this
propose, low -level laser therapy (LLLT) s considered a safis
and effective approach for treatment of a variety of diseases
and njuries [3]. Experimental studies have shown benz fi-
cial effects of LLLT accelerating the repair process in the
muscle lesion [4] A number of positive effects have been
reported on tissue submitted to LLLT, as decreasing of in-
flammatory processes mvalving MMP2 activity, improve-
ment of repair process, and onranization and distribution of
collagen in skeletal muscle [5]. LLLT increases secretion of
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regulatory myogenic factor (MyoD) and stimulates expres-
sion of pro-angiogenic factors, as vascular endothelial
growth factor (VEGF) in experimental models [6]. Also,
LLLT reduces the expression of TNF-a and transforming
growth factor B (TGF-B) (7], interleukin-18 [4], and
malondialdehyde generation and increases the levels of su-
peroxide dismutase [8].

C2C12 are myoblast cells denved from mouse satellite
cells, and myoblast C2 subclones differentiate spontane-
ously after removal of fetal bovine serum (FBS) being
used to study cell proliferation and muscle differentiation
[9]. Cell cultures at low concentrations of FBS are also
used to mimic muscle injury [9]. This model is based on
the fact that the injured areas suffer ischemia and lack of
nutrients and oxygen immediately after injury [10]. Cells
in low serum concentrations could present similar re-
sponses to those in tissues during initial post-traumatic
phase [11].

LLLT produces a shift in cell redox potential, modulat-
ing the cellular redox state, which could activate or inhibit
signaling pathways [12]. Studies have shown that the
LLLT increases the generation of reactive oxygen species
(ROS) and these chemicals are considered second mes-
sengers involved in regulation of various pathological
signs involved in control cell proliferation, differentiation,
and apoptosis [13, 14]. Apoptosis occurs in multicellular
organisms and is a strategy to elimination of the senescent
cells during development of an organism, tissue homeo-
stasis, and pathological processes [15]. Oxidizing agents
could damage mitochondria and cause apoptosis via the
mitochondrial signaling pathway [16]. Necrasis is another
process of cell death characterized by loss of integrity of
plasma membrane and induction of inflammation at the
surrounding tissue [17]. Although apoptosis and necrosis
are mediated by distinct pathway, the same insult leads to
cither apoptosis or necrosis depending on its intensity

[18]; this occurs due overlap between these two processes
[19]. It is suggested that apoptosis and necrosis have a
shared network biochemical, described as “apoptosis-ne-
crosis continuun,” and low availability of caspases and
intracellular ATP could convert an ongoing apoptosis pro-
cess in a necrosis process [19). Apoptasis and necrosis are
regulated by TNF-a, Fas-associated protein with death
domain, and ROS [20, 21).

Despite studies have demonstrated applications of
LLLT to treat diseases in different biological tissues, there
are doubts about the mechanisms involved in its action, as
well as whether adverse effects could attenuate its bene-
ficial effects. Thus, this study evaluated the cell viability,
ROS generation, apoptosis, and necrosis in myoblast cul-
tures exposed to low-level infrared laser. Doses used in
this study were those recommended in clinical protocols
for treatment of muscle injury.
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Experimental
Lowdevel laser

A therapeutic low-level infrared (808 nm) laser (Photon Lase
L, AsGaAl), purchased from D.M.C. Equipamentos Ltda
(Sdo Paulo, Brazil), with emission in continuous wave was
used in this study.

Cdlculture

C2C12 myoblast cultures were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-
F 12, Sigma-Aldrich), supplemented with 1,2, 5, or 10 % fetal
bovine serum (FBS, Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 10,
000 U/ml penicillin, 10 mg/ml streptomycin, 5 mg/ml
garamycin, and 0,006 mg/ml amphoterian B in a humidified
atmosphere containing 5 % COz at 37 °C.

Lowdevel infrared laser imradiation procedure

Cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS),
trypsinized, centrifuged (1500 rpm, 10 min, 4 °C), resuspend-
ed in DMEM-F12 medium, and counted in Neubauer cham-
ber. Afler that, aliquots of cell suspension were divided into
equal volumes in microtubes (1.5 ml) and centrifuged
(1500 rpm, S min, 4 °C), and PBS was added without resus-
pension (1 ml), maintaining the cells on the microtube conical
bottom (0.13 em’) to laser irradiation procedure: 10 Vem®
(0.2 J, 808 nm, 100 mW, 2 s in the continuous emission
mode), 35 Jem? (0.9 J, 808 nm, 100mW, 95 in the coninuous
emission mode), and 70J/cm® (1.9, 808 nm, 100 mW, 19 s in
the continuous emission mode). After laser exposure, PBS
was removed and the cells were resuspended in DMEM-F12
medium and plated in 96-well plates for cdl viability assay or
in 24-well plates for flow cytometry assays. For flow cytom-

etry, 1.5 % 10° cells were platcci for -assnys after 24 h,
1.0% 10° cells for assays afler 48 h, and 5.7 % 10* cells for
assays afler 72 h.

Cdlviability assay

Standard WST-1 assay was performed to determine the num-
ber of viable cells. This assay is based on living cdl capacity
to convent red tetrazolium salt into dark red formazan, which
can be photometrically quantified. C2C 12 cells were plated in
96-well ELISA phtes with amount of cells specific for each
day: 1.0 10° cells were plated in each well when the assays
were carried out after 24 h, 9.0 x 10° cells for assaysafter 48 h,
and 8.0x 10° cells for assays after 72 h. Cell number was
adjusted at each day acconding cell amount at eachcell culture
tane, and cell number used was according standard WST-1
assay. WST-1 assay was performed acconding to manufacturer
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protocol (Roche, Mamnheim, Gemnany). C2C12 cells were
incubated with WST-1 (2 ul for well) and maintained at
37 °C in 5 % CO: atmosphere for 60 min, protected from
light, and read at wavelengths 0f 450 and 630 nm in a micro-
plate reader(Celer, Minas Gerais, Brazil). The relative number
of viable cells was expressed as a percentage of the cells not
exposed to laser. Experiments were performed four times.

Reactive oxygen species and death analysis

Percentages of apoptotic and necrotic cells were determined
by analysis of phosphatidyl serine externalization and mem-
brane integrity with double staining using Annexin V PE
and 7-AAD (BD Pharmingen, USA). Intracellular reactive
oxygen species was evaluated by analysis of peroxide-
dependent oxidation of 2'-7" dichlorodihydrofluorescein
diacetate (H,DCFDA, Life technologies, OR, USA), which
permit to detect hydrogen peroxide, peroxyl radical, includ-
ing both alkylperoxyl and hydroperoxyl radicals, and
peroxynitnte anion. Briefly, after trypsinization, cells were
resuspended in PBS and cell concentration was adjusted at
1.0  10° cells/ml according cytometer device. Annexin V
PE and 7-AAD or H,DCF DA were added, andsamples were
incubated for 15 and 10 min in the dark, respectively. After
each procedure, the samples were analyzed in a flow
cytometer (BD Accuri™ C6) and 10,000 events were
considered.

Statistical analysis

Data are reported as mean +standard deviation. The one-
way analysis of variance (ANOVA) test was performed to
verify possible statistical differences followed by Tukey
post-test. Kolmogorov-Smirnov test was performed to ver-
ify normality distribution of the data. p<0.05 was consid-
ered as the less significant level. InStat Graphpad software
was used to perform statistical analysis (GraphPad InStat
version 5.0 for Windows 8, GraphPad Prism Software,
San Diego, CA,USA.

Results

Cell viability in myoblast cultures exposed to lowdevel
infrared laser

WST-1 assay is a practical, fast, and inexpensive experi-
mental procedure that has been successfully used to de-
termine cell viability [22, 23]. By this assay, living cells
convert red tetrazolium salt into dark red formazan, which
can be quantified by spectrophotometric measurements
and used to determine cell viability [24]. Cell viability
in C2C12 myoblast cultures was evaluated by this assay

at different FBS concentrations (Fig. 1). Cell viability was
significantly (p<0.05) reduced at 24, 48, and 72 h in
myoblast cultures at the lowest FBS concentrations (5,
2, and | %) when compared to cultures in 10 % FBS
(Fig. la—c, respectively).

Effects of low-level infrared laser exposure oncell viability
waere evaluated in myoblast cultures at the middle (2%) and at
the higher (10 %) FBS concentration. Exposure to infrared
laser not significantly (p>0.05) altered the cell viability in
myoblast cultures in 10 % FBS after 24, 48, and 72 h
(Fig. 2a-<, respectively). Cell viability was not significantly
(p>0.05) altered in myoblast cultures after 24 h of infrared
laser exposure at all fluences and FBS concentrations evalu-
ated (Fig. 2a). However, cdl viability at 2 % FBS was signif-
icantly (p <0.05) increased after 48 and 72 h of laser exposure
at the lower fluence (10 J/em®; Fig. 2b, ¢, respectively). No
significant (p>0.05) alteration on cell viability was observed
in myoblast aultures exposed to infrared laser at the highest
fluences (35 and 70 Jem®), both in 2 and 10 % FBS
concentratons.

Reactive oxygen species in myoblast cultures exposed
to low-levd infrared laser

To assess ROS generation, myoblasts were exposed to low-
level infrared laser and labeled with H2DCFDA. Data in
Fig. 3 show that laser exposure did not significantly
(p>0.05) induce alteration on ROS levels in myoblast cul-
tures in 2 and 10 % FBS at all laser fluences evaluated
Despite not significant, a fluemnce-dependent increase in ROS
levels was observed 24 h after laser exposure in cultures in
both 2 and 10 % FBS (Fig. 3a). No alteration was verified on
myoblast ROS levds after 48 and 72 h of low-level infrared
laser exposure (Fig. 3b, ¢, respedtively).

Apoptosis in myoblast cultures exposed to low-devd
infrared laser

Apoptosis in myoblast cultures was assessed by Amexin V
PE labeling. Twenty-four hours afler hser exposure, no sig-
nificant (p >0.05) ateration on percentage of apoptotic cells
was observedinmyoblast cultures inboth 2and 10% FBS for
all laser fluences evaluated (Fig 4a). Simikrly, no significant
alteration on apoptosis was observed 48 h after laser exposure
inboth 2 and 10% FBS (Fig. 4b). However, after 48 h, per-
centage of apoptotic cells increased, but not significantly, in
cultures in 2 % FBS exposed to infrared laser at the higher
fluence (70 J/enr’; Fig 4b). After 72 h, percentage of apopto-
tic cdls was significantly (p<0.05) reduced in cultures ex-
posed to infrared laser at the higher fluence (70 Jem®) in
2 % FBS (Fig. 4«).
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Fig. 1 Cell vighility in myoblas
cultures at different fetal bovine
sefuin concentrations. *p-< (.05
when compared & 10 % FBS,
*ep< (0] when companed to
10% FBS, ***p<{.0d1 when
ocompaned i 10 % FBS. a
Myohblaa cultumes afier 24 by b
myoblast culiures after 48 h; ¢

myoblast culiures after T2 h

Call viability {3) @

©

Cell viabiliy {%)

Mecrosis in myoblast cultures exposed to low-level
infrared laser

Percentage of necrotic cells was significantly (p<005) in-
cremed in myoblast cultures after 24 b of laser exposure at
the flusnce of 10 Jem” in 2 % FSB (Fig. 5). After 48 and 72 h
cells in mvoblasts cultures exposed

OO0 1asET r.\pu.-;ur‘:. TI:CT{I[I"

to infrared laser were similar to those observed in control s (not
exposed to laser; Fig. 5b, ¢, respectively).

Fig. 2 Cell vishility in myoblast @ 24h
culiures exposed o low-level 188
infrared bver. a Myoblastoul wnes =
after 24 h of laser expoaurne; b £ 100 -
myoblast culures after 48 hof g
laser X R, I.'I_\'(.‘|.‘LI.'\I ‘E
cultures after T2 h of laser 5
expoaure. **p <] when E
opmparned o control at 10 % FBS, .
L " k-

ol at 10 % FB < {15
nared iy oomtrol at 2 %

when ¢
FBS, ®p-<i.00 when compared
to control at 2 % FBS
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Discussion

The
have been reported, including pain relief [25], improvement

ts of LLLT on various types of biological tissues

of blood circulation [26], and aced erating of tssue regensra-
tion [27]. LLLT was observed to reduce muscle fitigue, im-
prove flexibility

soelemte the regeneration of injured muscls
tissue, and contribute to pain relief in athletes [28].
Therapeutic protocols based on low-level laser have been
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Fig. 3 Reactive oxygen species
in myoblsst culiures exposed ©
low-level infrared laser. a
Myoblsst cultures after 24 h of
laser exposure; b myoblast
cultures after 48 h of laser
exposure; ¢ myoblast cultures
after 72 h of laser exposure

24h

72h

Fluence (Jicm?)
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widely used obtaining beneficial effects on treatment of
various discases. Despite that, differences on laser devices
and physical parameters (fluence ranges, powers, and
emission modes) make difficult the companson between
the studies and the determination of accurate value of
these parameters. This could increase the laser-induced
beneficial effects, as well as decrease possible adverse
effects, which could make LLLT innocuous. In fact, some
authors reported absence of LLLT efficacy at different
physical parameters (7, 11].

Fig. 4 Percentage of spoptatic
celks inmyoblsst cullures exposed
to low-level mfrared lsser. a
Myoblsst cultures afier 24 hof
laser exposure; b myoblast
cuktures after 48 h of laser
exposure; ¢ myoblast cultures
after 2 h hoof lsser exponwre.
*p<0.05 when compared to 2 %
FBS

3 3 % 8
5

Apoptotic cells (%)

0 )
Fluence (Jicm?)

©

72h

-
o

Apoptotic cells (%)
2

Fluence (Jicm?)

Femeira and co-workers [11] and Mesquita-Ferran and co-
workers 7] showed that the low-level infrared and red lasers
did not increase cell viability in fibroblast culturesin § % FBS
at fluences of 38, 63, and 10 Jem®. nitially, our research
evaluaed cell viability in myoblast cultures in different FBS
concentrations, and the results showed reduction of cdl via-
bility in these cultures in lowest FBS concentrations (Fig. 1).

Based on these results and from other authors [7, 11], alow
(2 %) and a nomal (10 %) FBS concentration were used for
evaluation of laser-mduced effects on myoblast cultures. This
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Fig. § Percentage of necrotic
cells inmyoblast cultures exposed 24h 72 48h
10 low-level mfrared lser. a = = 0 10%
Myoblsst cultwres after 24hof & . o 2 -
laser exposure; b myoblast % ®
cultures after 48 h of laser g @ “©
exposure; ¢ myoblast culiures § » i 2
after 72 h of laser exposure. 20
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contol a2 % FBS
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low FBS concentration was chosen because the lowest FBS
concentrations (1 %, for example) induce cell differentiation
in C2C12 cultures [9].

Myoblast cultures in 2 % FBS present increased cell via-
bility after 48 and 72 h of exposure to low-level infrared laser
at the lower fluence (10 Jem?). Interestingly, afler 24 h of
laser exposure, as well as at the highest fluences (35 and
70 Jem®) and in nomal FBS concentration (10 %), low-
level infrared laser did not alter the cell viability in myoblast
cultures (Fig. 2). These results reinforce that low-level laser
effects are depending on physiological condition of cells. In
fact, increase on cell vability could be because myoblast cul-
tures in 2 % FBS are in stressful conditions and low-level
infrared laser could induce biostimulation effect increasing
the cell viability. Moreover, laser-induced beneficial effect is
increased on cultures 48 and 72 h after laser exposure in 2 %
FBS. In the highest FBS concentrations (5 and 10 %, for
example), this effect could be not detectable because cell via-
bility is high. Our results are in line of other authors [29] that
showed increase of cell viability in Vero cultures 24, 48, and
72 h after exposure to low-level infrared laser at similar
fluences in 2 % FBS. Also, macrophages cultures exposed
to infrared laser present increased cell viability 3 days afler
laser exposure [30].

LLLT could induce no beneficial effects on biological tis-
sues whether insufficient or high laser fluences are applied,
suggesting that an optimal fluence must be used to obtain. In
fact, biostimulation effect could not occur whether highest
doses are applied and an opposite inhibition effect could be
induced [31). Data in our study suggest that low-level infrared
laser at 35 and 70 Jem? are high to induce biostimulation in

Q springer

myoblast C2C12 cultures in both low and normal FBS
concentrations.

Energy is absorbed by endogenous photosensitizers during
treatment with LLLT altering intracellular ROS levels, which
modify redox-sensitive proteins involved in cell proliferation
and differentiation [12]. In our study, no significant difference
in ROS levels was observed 24, 48, or 72 h afler laser expo-
sure (Fig. 3). However, a fluence-dependent increase of ROS
levels occurs 24 h afier laser exposure in myoblast cultures in
both 2 and 10 % FBS. Others authors demonstrated that infra-
red bser (904 nm) blodks effects of ROS in injured musde
tissueat S Vem? [32). Discrepancies within this study could be
explamed by wavdength (808 nm) and fluence (10, 35, and
70 Jem®) used in our study. Also, in our study, ROS were
assessed by H;DCFDA assay. This assay does not evaluate
all reactive oxygen species (singlet oxygen is not detected), as
wadllas readtive nitrogen species are not assessed. In addition,
the increase of ROS levels could be a fast phenomenon and
retum to baseline before 24 h, but enough to cause an im-
provement of cell viability in myoblast cultures exposed to
infrared laser at 10 J/enr™. In fact, ROS at low concentrations
act asintracellular second messenger while at the highest con-
centrations could induce toxic effects, such as lipid peroxida-
tion and cell death [33]. Moreover, oxidat ve stress baseline
could be high in myoblast cultures afler 48 h, and exposure to
low-level infrared laser could not induce a detectable increase
on intracellular ROS levels.

Apoptosis is regulated by several factors, including ROS,
such as alteration on intracellular redox status induced by
some endogenous and exogenous agents. These agents cause
damages in mitochondria leading to apoptosis, in which
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mitochondrial signaling pathways are involved [16]. Lee and
co-workens [34] showed that myoblast cultures exposed to
hydrogen peroxide present increase of apoptotic cells. A study
with 128 cells showed that low-level lser(632.8nm, 4.5 mW)
increnses anti-apoptotic bel-2 protein and reduces apoptotic
bax protem [10]. In our study, apoptosis is not altered in myo-
blast cultures exposed to low-leve infrared Laser at the lowest
fluences evaluated (10 Jem™ and 35 J/em™) in both FBS con-
centmtion (2 and 10 %, respedively). However, thene was a
reduction of apoptosis at the higher luser fluence (70 Jian®)
evidencing the protective effect of laser. A hypothess to ex-
plain these mesults is that low-level infrared laser action on
ROS penemtion is not high enough to induce apoptosis cas-
cade in myoblasts cultures at laser flumces evaluated in our
study. At these fuences, infrared laser could mduce beneficial
effects, as increase on the cdl vishility at the lower flumee
(10 Vem®) mnd reduction of apoptosis at higher flusnce (70 1/
1:m3} (Fig. 2).
Increase on necrosis was observed in myoblast cultures
exposed to low-level infrared laser at the lower fluence
(10 Fem®) in 2 % FSB (Fig 5). This effect could be rebited
to laserinduced ROS, which could be toxic depending on
laser dose, as Miglano and collaborators have been suggested
[12]. This could be bemeficial to viable cells since, with the
elimination of quasi non-viable cells, viable cells could have
mere nutrients ready to use and the cellular multphication rate
could be noreased. In fact, at the same culture conditons and
laser fluence was observed merease on cellular viability
(Fig. 2). Karu and co-workers [35] showed that n cell cul-
tunes, there are cell subpopulations presenting different char-
acteristics, which are modified when exposed to low-level
lasers. Thus, it is possible that the increase of necrotic cells
in myoblast cultures 24 h after low-level infrared laser expo-
sure s due to low increase of ROS, depite ROS levels were
not significantly ncreased (Fig. 3). On the other hand, cell
viahility 48 and 72 h following laser exposum: is incremsed
It is possible that at the moment of analvsis (24 h after laser
exposure), ROS concentration is decreased and the laser-
induced ROS merease is not detectble by technique used.
Moreover, singlet oxygenis not detected by HoDCFDA assay,
Mecrosis in myoblast cultures could be by early ROS attack,
which could occur before decrease of laser-induced ROS gen-
eration, shmmating guasi non-viable cells, and after that (48 to
72 h), laser-mduced biostimulation could be ohserved. Thus,
at the momnt of anabysis, ROS level could be smaller acting
beneficially on viable cells (bios timulation effect) and cellular
death by necrosis of quasi non-viable cells resulting from pre-
vious event (immediately after laser exposune). Cell viahility,
necmsis, or apoptosis is observed according to the moment of
analvsis performed or depending on the cell subpopulation
accessed by the technique used
This could explan the acceleraing of tissue repair in in-
Jured muscles, Low-level laser exposune at low fluences could

stimulate both elimination of non-vinble celk by inflammato-
ry machinery and recovery of viable cells. It is possible that
elmmination of quasi non-viahle cells by neaosis induction
could allow healthy muscle cells to have an enviroment mone
favomble (a8 more nutrients, proliferating factors, oxygen
supply) to recovery.

Conclusions

Level ofreactive oxygen species 18 not aliered, at last to those
evaluated in this study, but low-level mfrared laser exposume
affects cal viability, apoptosis, and necrosis m myoblast cul-
tures depending on laser fluenee and physiologic conditions of

cells,
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Abstract

CrossMark

Low-level lasers are used for the treatment of diseases in soft and bone tissues, but few

data are available regarding their effects on genomic stability. In this study, we investigated
mRNA expression from genes involved in DNA repair and genomic stabilization in myoblasts
exposed to low-level infrared laser. C2C12 myoblast cultures in different fetal bovine serum
concentrations were exposed to low-level infrared laser (10, 35 and 70 J cm2), and collected
for the evaluation of DNA repair gene expression. Laser exposure increased gene expression
related to base excision repair (8-oxoguanine DNA glycosylase and apurinic/apyrimidinic
endonuclease 1), nucleotide excision repair (excision repair cross-complementation group

I and xeroderma pigmentosum C protein) and genomic stabilization (ATM serine/threonine
kinase and tumor protein p53) in normal and low fetal bovine serum concentrations. Results
suggest that genomic stability could be part of a biostimulation effect of low-level laser

therapy in injured muscles.

Keywords: DNA repair, genomic stabilization, laser therapy, myoblast, muscle

(Some figures may appear in colour only in the online journal)

1. Introduction

Muscle injuries are the most common type of injury during
participation in sport and can occur through direct trauma,
such as laceration, strain and contusion, or indirect damage,
as ischemia and neurological dysfunction [ 1, 2]. Regeneration
of muscle damage can be slow, resulting in atrophy. pain and
contractures [3, 4). About 30% of professional level athletes
present a high recurrence rate of muscle strain injuries [3].

1612-2011116/075601+6$33.00

Laser biostimulation effects have been shown in vari-
ous cell types, such as fibroblasts, keratinocytes, osteoblasts
and mesenchymal stem cells [5-8]. Low-level laser therapy
(LLLT) promotes skeletal muscle regeneration in animal mod-
els and human beings, increasing the number of muscle fibers
[9]. angiogenesis [10] and the formation of myotubes [11].
Also, LLLT reduces the inflammatory phase and accelerates
the proliferation phase of muscle tissue repair [12]. For these
purposes, low-level infrared lasers have shown effectiveness,
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and wavelength and dose choice in laser-based clinical proto-
cols can be justified by refractive index, which allows deter-
mination of the maximum therapeutic dose on biological
tissues [ 13].

Laser radiation at low fluences has benefits when applied
on tissues under stress conditions [14]. Also, non-coherent
quasi-monochromatic radiation could have similar effects to
those emitted by light-emitting diodes (LEDs), despite radi-
ation-induced alterations in cell functions depending on cell
size, which is considered the discrimination threshold of the
radiation coherence property [ 15]. In an in vifro model, stress
is caused by variation in the serum concentration, inducing
the reduction in cell growth rate and these cells are considered
as those in a muscle injury [ 16, 17]. For this proposal, C2C12
myoblast cultures under low serum concentration have been
used as an in vifro muscle injury model [18-20]. This exper-
imental model is based on the fact that the injured area suf-
fers ischemic lesion leading to a lack of nutrients and oxygen.
Cells subjected to low serum concentration mimic cells in an
injured tissue in the initial phase [20].

Although the LLLT has beneficial effects on cells, poten-
tial adverse effects on the cells and on DNA after exposure
have been reported [8. 21]. DNA damage is an unwanted
effect, which could be induced by laser radiation. However,
as the LLLT benefits are based on biostimulatory effects, a
genotoxic effect could occur if inadequate laser doses are used
[22]. On the other hand, DNA repair and genomic stability is
crucial to normal cell functions and DNA repair is part of the
cellular strategies to survive under physiological and at path-
ological conditions. Then, cell survival could be improved
if LLLT induces DNA repair mechanisms and could be an
important component of the biostimulation effect induced by
LLLT. However, this is a disputed point and few studies are
available regarding potential effects of LLLT on DNA repair
and genomic stability.

Thus, our aim was to investigate mRNA expression from
genes involved in base excision and nucleotide excision repair
and genomic stabilization in myoblasts exposed to low-level
infrared laser. Laser fluence, power and emission mode were
used according to clinical protocols.

2. Material and methods

2.1. Low-level laser

A therapeutic low-level infrared (808 nm) laser (Photon Lase
III, AsGaAl), purchased from D.M.C. Equipamentos Ltda
(Sao Paulo, Brazil), with emission in continuous wave mode
at 100 mW output power was used in this study.

2.2. Cell culture

Mouse C2CI12 myoblast cultures were maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM-F12, Sigma-Aldrich), supplemented with 2% or 10%
fetal bovine serum (FBS, Cultilab, Campinas, SP. Brazil),
10000 U m1 ™' penicillin. 10mg m1™' streptomycin, Smg mi ™

garamycin and 0.006 mg ml ' amphotericin B in a humidified
atmosphere containing 5% CO; at 37 °C.

2.3. Low-level infrared laser iradiation procedure

The cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS),
trypsinized, centrifuged (1500rpm, 4 °C, 10min), reconsti-
tuted in DMEM-F12 medium and the cell number determined
in a Neubauer chamber. After that, aliquots of cell suspension
were divided into equal volumes in microtubes (1.5ml), cen-
trifuged (1500rpm, 4 °C, Smin) and PBS was added (1 ml)
without reconstitution, and the pellet was submitted to laser
exposure procedure: 10 J cm™2 (0.2 J, 808nm, 100 mW, 2s
in the continuous emission mode), 35 J cm 2 (0.9 J, 808 nm,
100 mW, 95 in the continuous emission mode) and 70 J cm 2
(1.9 J, 808nm, 100 mW, 19s in the continuous emission
mode). After laser exposure, the PBS was removed and the
C2C12 myoblast cultures were reconstituted in DMEM-F12
medium and plated in bottles of 25cm? for 2h before total
RNA extraction.

2.4. Total RNA extraction

C2C12 mioblast cultures were centrifuged (1500rpm, 4 °C,
Smin) 2h after reconstitution in microcentrifuge flex tubes,
supematant was discarded, and TRIzoI® reagent was added
and centrifuged (12000rpm, 4 °C, 10min). The supernatants
were transferred to other tubes, chloroform was added, the
mixtures were centrifuged (12000rpm. 4 °C, I5Smin), the
aqueous phases were transferred to other tubes, and isopropa-
nol was added. After incubation (room temperature, 15 min),
the mixtures were centrifuged (12000rpm, 4 °C, 10 min), the
supematants were discarded. and the precipitate was washed
with ethanol-DEPC (80% ethanol, DEPC 0.1%) solution and
centrifuged. The supernatants were withdrawn and the total
RNA was reconstituted in water-DEPC (0.1%) solution and
stored (—80 °C).

2.5. Complementary DNA synthesis

The RNA concentration and purity were determined on a
spectrophotometer by calculating the optical density ratio at a
2607280 nm wavelength ratio. Complementary DNA (CDNA)
synthesis was carried out using a two-step cDNA synthesis
kit (Promega. USA). Four micrograms of RNA were reverse-
transcribed into cDNA using GoScript™ reverse transcriptase
(Promega, USA), according to the manufacturer’s protocol,
using a 20 ul total reaction. Real-time quantitative polymerase
chain reaction (RTqQPCR) was performed using S ul of GoTag
gPCR Master Mix (Promega) for a 10 1 final volume contain-
ing 50ng of cDNA. For the determination of the initial relative
quantity of cDNA, the samples were amplified with apurinic/
apyrimidinic endonuclease 1 (APEIl), 8-oxoguanine DNA
glycosylase (OGGI), excision repair cross-complementation
group 1 (ERCC1), xeroderma pigmentosum C protein (XPC),
ATM serine/threonine Kinase (ATM), tumor protein p53 (P53)
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
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primers. The reactions were run on an Applied Biosystems
7500 RT-qPCR machine (Applied Biosystems, USA). The
mixtures were initially denatured at 94 °C for 10min. The
PCR consisted of 40 cycles under the following conditions:
denaturation at 94 °C for 30s, annealing at 60 °C for 30s,
and an extension period at 72 °C for 30s. Melt-curve analyses
were performed for all genes, and specificity, as well as integ-
rity, of the PCR products was confirmed by the presence of a
single peak. The relative expression was normalized by levels
of the reference gene (GAPDH). Duplicate CT values were
analyzed in Microsoft Excel (Microsoft) using the compara-
tive CT (2 — AACT) method [23].

2.6. Statistical analysis

Data were reported as mean =+ standard deviation. The one-
way analysis of variance (ANOVA) test was performed to
verify possible statistical differences followed by the Tukey
post-test. The Kolmogorov-Smimov test was performed to
verify the normality distribution of the data. p < 0.05 was
considered as the less significant level. InStat Graphpad
software was used to perform statistical analysis (GraphPad
InStat version 5.0 for Windows 8, GraphPad Prism Software,
San Diego, CA, USA.)

3. Results

3.1. Effects of low-level infrared laser exposure
on APE1 and OGG1 mRNA expression

APEI mRNA relative expression after exposure to low-level
infrared laser in myoblasts in 10% FBS was significantly
(p < 0.05) increased after laser exposure at the highest flu-
ences evaluated (35 and 70 J cm %) and, in 2% FBS, APE1
mRNA relative expression was significantly increased
(p < 0.05) at all laser fluences compared to their respective
controls (figure 1(A)). To confirm the laser-induced effects on
DNA base repair mechanisms, OGG 1 mRNA relative expres-
sion was evaluated (figure 1(B)). A significant (p < 0.01)
increase of OGG1 mRNA relative expression was oblained in
myoblasts in 10% FBS exposed to laser at 10 and 70 J cm ™2,
as well as in myoblasts in 2% FBS exposed to laser at lower
fluence (10 J ¢m~2), when compared to their respective
controls.

3.2. Effects of low-level infrared laser exposure on ERCC1
and XPC mRNA expression

Figure 2(A) shows the ERCC1 mRNA relative expression data
in myoblasts after low-level infrared laser irradiation. These
data indicate a significant (p < 0.001) increase of ERCCI1
mRNA expression in myoblasts exposed to laser radiation
at all fluences evaluated in 10% and 2% FSB, at the lowest
fluences when compared to their respective controls. Data
from XPC mRNA relative expression showed a significant
(p < 0.01) increase of expression of this mRNA in myoblasts
in 10% and 2% FBS at only 35 J cm~? laser radiation com-
pared to their respective controls (figure 2(B)).

3.3. Effects of low-level infrared laser exposure
on ATM and p53 mRNA expression

ATM mRNA relative expression after irradiation with low-
level infrared laser in myoblasts increased significantly
(p < 0.01) in 10% FBS concentration at 35 and 70 J cm 2
laser fluences. In 2% FBS concentration, the laser exposure
at 35 J cm 2 also significantly (p < 0.01) increased the ATM
mRNA relative expression when compared to the respective
control group (figure 3(A)). A significant (p < 0.01) increase
of p53 mRNA relative expression was obtained in myo-
blasts exposed to laser at 35 J cm 2 in 10% FBS. Similarly,
p53 mRNA relative expression in myoblasts significantly
(p < 0.001) increased after 35 J cm 2 laser fluence in 2%
FBS (figure 3(B)).

4. Discussion

Although there are many evidences with regard to the bioe-
stimulatory effects induced by low-level lasers, few studies
are available that address the bioestimulatory laser effects to
genes related to DNA repair and genomic stabilization.

High levels of reactive oxygen species (ROS) lead to
oxidative stress in cells and chronic exposure o stress situ-
ations, which increase intracellular ROS, and could be harm-
ful to genomes causing direct and indirect changes in a DNA
molecule [24]. These changes are also induced by exposure
to exogenous agents, such as ionizing [25] and non-ionizing
radiation [26], drugs [27] and toxic metals [28]. Base excision
repair (BER) is achieved via the excision of damaged DNA
bases by a class of enzymes known as glycosylases DNA
(OGGI, for example) that recognizes and cleaves hydro-
Iytically the modified base, giving rise to an abasic site [29].
The abasic sites are processed by APEI, which cleaves the
§-phosphodiester linked to the AP site, giving a 3'-hydroxyl
group and phosphate 5'-2"-deoxyribose group [30]. Several
studies have been conducted to evaluate APEI and OGGlI
mRNA expression in different tissues using LLLT. Trajano
and co-workers [31] evaluated the APE] and OGG1 mRNA
expression in burned skin exposed to low-level infrared laser
(660nm, 20 J cm 2, 100 mW) and observed 10 d after the
skin was burned, reduced levels of APEI and increased levels
of OGG1 mRNA expression. De Souza da Fonseca and co-
workers [32] evaluated the APEl mRNA expression | h after
irradiation with low-level infrared laser (830nm) in healthy
muscle and observed an increase in APE1, at 1.5and 10J em 2,
and an increase in OGGl mRNA expression at 10 J cm 2
laser fluence. Our results show an increase in APEl mRNA
expression in 10% FBS after 35 and 70 J cm 2, as well as
after all laser fluences evaluated in 2% FBS (figure 1(A)).
Also, an increase in OGG1 mRNA expression was verified
at 10 and 70 J cm~2, in 10% FBS, and at 10 J cm 2 laser
fluence, in 2% FBS (figure 1(B)). We suggest that 2h after
laser irradiation, OGG1 mRNA expression is returning to the
baseline level, which occurs after recognition and cleavage
of the modified base. Alternatively, this could occur through
the action of other glycosylases and, at this time, DNA repair
occurs by APEL.



160

Laser Phys. Lett. 13 (2016) 075601 LAS N Trajano et af
® g ] v DO1% ® § = 0 10%
A " M 2% % 201 o 2%
5, 15 § 154
: '&‘ 10 . : Q 10+ .
§ < 8 o
- 54 84 ” ﬁ
= N P . Om ._
° 10 38 70 0 10 3 70
Fluence (J/icm?) Fluence (J/cm?)

Figure 1. APE] mRNA relative expression (A) and OGG! mRNA relative expression (B) in myoblasts 2h after exposure to low-level
infrared laser in continuous wave emission mode. GAPDH was used as the internal standard for normalization. (=) p < 0.05, (#+) p < 0.01
and (+++) p < 0.001 when compared to the control in 10% FBS. (#) p < 0.05 and (# #) p < 0.01 when compared to the control in 2%
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Figure 2. ERCCI mRNA relative expression (A) and XPC mRNA relative expression (B) in myoblasts 2h after exposure to low-level
infrared laser in continuous wave emission mode. GAPDH was used as the internal standard for normalization. (=) p < 0,05, (++) p < 0.01
and (#++) p < 0.001 when compared to the control in 10% FBS. (#)p < 0.05.(# #)p < 001 and (## #) p < 0.001 when compared to

the control in 2% FBS.
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Figure 3. ATM mRNA relative expression (A) and p5S3 mRNA relative expression (B) in myoblasts 2 h after exposure to low-level infrared
laser in continuous wave emission mode. GAPDH was used as the internal standard for normalization. (++) p < 0.01 and (s++) p < 0.001
when compared to 10% FBS. (## ) p < 001 and (## #) p < 0.001 when compared to 2% FBS.

DNA repair by nucleotide excision base (NER) involves four
steps: (1) recognition of the damage: (2) incision on both sides
of the injury and excision of the nucleotide fragment containing
the damage: (3) incision above and below the lesion by endo-
nucleases and (4) binding and synthesis of the DNA [33]. XPC
protein recognizes DNA damage, and binds HR23B protein
forming a stable complex XPC-HR23B. XPC-HR23B complex
is the first protein component that recognizes and binds to dam-
aged sites [34]. ERCC1-XPF complex forms an essential endo-
nuclease, which is responsible for incision in the DNA chain at
¥ damaged nucleotide [35]. During a study in animal bumed
skin, XPC mRNA expression is reduced 10 d after low-level

red laser irradiation (660nm, 20 J cm ™2, 100 mw) [31]. Fonseca
and co-workers [36] observed, 1 h after low-level infrared laser
(808nm) irradiation, an increase in XPC mRNA expression at
25,50 and 100 J cm ™2 in Wistar rat skin. Our results showed
an increase in ERCC1 and XPC mRNA relative expression in
10% and 2% FBS at 35 J cm™ 7 laser fluence (figures 2(A) and
(B), respectively), but ERCCI mRNA relative expression is
increased at all laser fluences evaluated in 10% FBS and at 10J
cm2in 2% FBS. Data from ERCC1 mRNA relative expression
confirm the data obtained from XPC mRNA relative expression.
Our findings with XPC mRNA relative expression suggest that
beneficial effects of low-level lasers occur at optimal fluences
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(or doses) LLLT. In fact, low doses do not cause any effects, but
high doses cause the inhibition of laser-induced effects [37].
We suggest that low fluences do not alter nucleotide excision
repair gene expression in myoblasts and high fluences cause the
inhibition of laser-induced effects on nucleotide excision repair.
Also, stress conditions do not alter the gene expression related
to this DNA repair mechanism. Other studies demonstrated that
low-level infrared laser effects depend on the physiological
condition of the cells [38, 39].

p53 plays a crucial role in cellular response to various types
of stress and its expression significantly increases in response
to stress, such as DNA damage, RNA synthesis impairment
and nucleotide depletion [40]. Once activated, this protein
stops the cell cycle or induces apoptosis by dependent and
independent transcription mechanisms. Moreover, p53 regu-
lates the G1/S and GUM checkpoints [41]. The ATM protein
regulates checkpoint GI/S by p53 phosphorylation, leading
to transcriptional regulation of the target genes, including
p21Cipl. This mediates cell cycle arrest at the G1/S or G2/M
phase [42] reducing the ability of p53 to bind MDM2, stabi-
lizing and increasing its activity [43, 44]. After exposure to
ionizing radiation, p53 plays an important role in checkpoint
GU/S requiring ATM action, such as in ATM-deficient cells,
where this checkpoint is injured [45]. Also, studies with non-
ionizing radiation (ultraviolet light) showed that pS3-deficient
animals have a high propensity for developing tumors [46,47].
However, there is no study evaluating the gene expression
related to genomic stabilization after low-level laser irradia-
tion. We observed an increase in pS3 mRNA relative expres-
sion in myoblasts after 35 J cm ™ laser fluence in 10% and 2%
FBS and an increase of ATM mRNA relative expression at 35
and 70 J cm 2 in 10% FBS, as well as at 35 J cm 2 in 2% FBS
(figures 3(B) and (A), respectively). Although the activation of
ATM and p53 is linked to various cancers, an increase in ATM
and p53 gene expression induced by low-level infrared laser
irradiation could protect myoblasts. This could repair DNA
damage, contributing to genomic stability and precipitating a
possible laser-induced biostimulation effect at these doses.

Data in this study suggest that optimal fluences should
be obtained in LLLT to induce alteration of gene expression
related to DNA repair and genomic stabilization. The pro-
tection and integrity of genomes could be on the basis of a
biostimulation effect induced by low-level lasers at therapeu-
tic fluences, powers and emission mode.

5. Conclusions

Our research shows that laser irradiation at therapeutic flu-
ences changes mRNA expression related to DNA repair in
myoblast cultures in normal and stressful conditions, suggest-
ing that genomic stabilization could be part of a biostimulation
effect induced by low-level laser therapy in injured muscles.
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Abstract Infrared laser therapy is used for skeletal muscle
repair based on its biostimulative effect on satellite cells.
However, shortening of telomere length limits regenenative
potential in satellite cells, which occurs after each cell division
cycle. Also, laser therapy could be more effective on non-
physiologic tissues. This study evaluated low-level infrared
laser exposure effects on mRNA expression from musde in-
Jjury repair and telomere stabilization genes in myoblasts in
nomal and stressful conditions. Laser fluences were those
used in clinical protocok. C2C12 myoblast cultures were ex-
posed to low-level infrared laser (10, 35, and 70 Yem?) in
standard or normal (10 %) and reduced (2 %) fetal bovine
serum concentrations; total RNA was extracted for mRNA
expression evalation ffom musde injury repair (MyoD and
Pax7) and chromosome stabi ization (TRF1 and TRF2) genes
by real time quantitative polymerization chain reaction. Data
show that low-level infrared laser increases the expression of
MyoD and Pax7 in 10 Jem® fluence, TRF1 expression in all
fluences, and TRF2 expression in 70 J/em? fluence in both 10
and 2 % fetal bovine serum. Low-level infrared laser increases
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mRNA expression from genes related to muscle repair and
tel stabilization in myoblasts in standard or normal
and stressful conditions.

Keywords Low level laser - MyoD - Pax7 - TRF1 - TRF2

Introduction

Regeneration of skeletal muscle is a coordinated and highly
complex process attributed to presence of satellite cells, pre-
cursor cells responsble for repair and regeneration of adult
skeletal musde [1]. Satd ke cells are activated and differenti-
ated duning muscl injury repair and chamcterized by their
ability to reverse qui and sdf- al, which are im-
portant to sustain tissue regeneration during several damage
cycles [2]. This process is regulated through coordinated ex-
pression of myogenic regulatory factors, such as MyoD,
MyfS, myogenin, and MRF4 [3]. Among these factors,
MwoD is cruaal for satdlite cell activation and proliferation
[4]. Paired-box (Pax) transcription factor bears a key role as
myogenesis regulator and studies have suggested that Pax7
particpates in self-renewal mechanism [5]. Also, satellite cells
have a common phase of Pax7 and MyoD coexpression,
which occurs before self-renewal or differentiation process
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(6}

Reg ive p ial of human satellite cells is limited
due to shortening of telomere length after each cell division
cycle [7]. Telomeres are repetitions of short non-coding DNA
sequences located at the ends of chromosomes, whose func-
tion is preventing ch degradation and fusion with
neighboring chr during mitosis [8]. Their three-
dimensional structure is stabilzed by tdomere-binding pro-
teins (TBP), as tedomeric repeat binding factors (TRF1 and
TRF2) [9]. Studies have reported the relationship between
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regenenation events and telomere shortening in skeletal mus-
cle [10], and satellite cell regeneration ability is indirectly
determined by telomere length [11].

TRF1 is reated to telomere lengths by telomerase modu-
lating and affecting the mitotic progression [12). TRF2 is a
telomere-binding protein important for telomere end protec-
tion and it binds directly to duplex telomenc (TTAGGG),
which repeats and stabilizes the T-lbop structure [13]. TRF2
regulates telomere protection and telomere length and inter-
acts with DNA repair proteins involved in chromosome insta-
bility syndromes, leading to premature aging and increased
cancer nisk [14). Also, TRF2 acts as a negative regulator of
telomere length when overexpressed in mice and humans
[15].

Low-level laser therpy (LLLT) has shown beneficial ef-
fects on muscle repair process in inflammatory phase by re-
dudng levels of [L-18 and inflammatory cells [16, 17]. In
repair phase, LLLT increases VEGF, MyoD, and myogenin
levels [18, 19] and attenuates fibrosis by reducing TGF-$1,
TGF-B, and collagen levels [17, 18, 20]. Muscle injury is
mimicked in cell culture using low concentrations of fetal
bovine serum (FBS) [21]. After muscle injury, lesioned areas
suffer ischemia and hence lack of oxygen and nutrients; cdk
in low serum concentration could have a similar response to
injured tissue during the initial injury phase [22].

Although beneficial effects of LLLT have been reported on
muscle injuries, there is no study reporting effects of low-kvel
lasers on chromosome stability and gene expression. Thus, the
aim of this study was to evaluate low-levd infrared laser ex-
posure effects on mRNA expression from musde injury repair
and telomere stbilization genes in myoblasts in normal and
stressful conditions. Laser fluences were those used in clinical
protocols suggested in laser device guide for treatment of
muscle injury.

Experimental
Low-levd laser

A therapeutic low-level infrared (808 nm) laser (Photon Lase
I, AsGaAl), purchased from D.M.C. Equipamentos Ltda
(Sédo Paulo, Brazil), with continuous wave emission and out-
put power at 100 mW, is used in this study.

Cell culture

Mouse C2C12 myoblast cultures were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM-F12, Sigma-Aldrich), supplemented with2 or 10 %
FBS (Culilab, Campinas, SP, Brazil), 10,000 U/ml penicillin,
10 mg/ml streptomycin, S mg/ml garamycin, and 0.006 mg/ml
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amphotericin B in a humidified atmosphere containing S %
CO, at 37 °C.

Lowdevel infrared laser irradiation procedure

Cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS),
trypsinized, centrifuged (1500 rpm, 4 °C, 10 min),
reconstituted in DMEM-F 12 medium, and cell number deter-
mined in Neubauer chamber. After that, cell suspension ali-
quots were divided into equal volumes in microtubes
(1.5 ml), centrifuged (1500 rpm, 4 °C, 5 min), and then
PBS was added (ImL) without reconstituion and pellet sub-
mitted to laser exposure procedure: 10 J/em® (0.3, 808 nm,
100 mW, 3 s in the continuous emission mode), 35 Jem®
(1.1 J, 808 nm, 100 mW, 11 s in the continuous emission
mode), and 70 Jem?® (2.2 J, 808 nm, 100 mW, 22 s in the
continuous emission mode). Handpiece was a single-tip with
removable fiber waveguide (1-mm radius fiber) static and im-
mediately on top of the cell pellet. After laser iradiation, PBS
was removed and cells were reconstituted in DMEM-F12 me-
dium and plated in 25 cm® flasks for 2 h before analysis.

Total RNA extraction

Cell samples were mixed in microcentrifuge flex tubes with
TREo!® reagent and centrifuged (12,000 rpm, 4 °C, 10 min).
Supematants were transferred to other tubes, chloroform was
added, mixtures were centrifuged (12,000 rpm, 4 °C, 15 min),
aqueous phases were transferred to other tubes, and
isopropanol was added. After incubation (room tempemture,
15 min), mixtures were centrifuged (12,000 rpm, 4 °C,
10 min), supematants were discarded, and precipitate was
washed with ethanol-DEPC (80 % ethanol, DEPC 0.1 %) so-
lution and then centrifuged. Supernatants were withdrawn and
total RNA was reconstituted in water-DEPC (0.1 %) solution
and stored (—80 °C).

Complementary DNA synthesis

RNA concentration and purity were determined on a spectro-
photometer by calculating optical density ratio at a 260/280-
nm wavelength ratio. Complementary DNA (cDNA) synthe-
sis was carried out using a two-step cDNA synthesis kit
(Promega, USA). Four micrograms of RNA were reverse-
transcribed into cDNA using GoScript™ reverse transcriptase
(Promega, USA), according to the manufacturer’s protocol
using a 20 u total reaction. Real-time quant tative polymerase
chain reaction (RTqPCR) was performed using 5 ul of GoTaq
qPCR Master Mix (Promega) for a 10 pl final volume con-
taining 50 ng of cDNA. For ¢cDNA initial relative quantity
determination, samples were amplified with MyoD, paired-
box transcription factor(Pax), telomeric repeat binding factors
(TRF1 and TRF2), and glyceraldehyde-3-phosphate
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dehydrogenase (GAPDH) primers. Reactions were run on an
Applied Biosystems 7500 RT-gPCR machine (Applied
Biosystems, USA). Mixtures were initially denatured at
94 °C for 10 min. The PCR consisted of 40 cycles at the
following conditions: denaturation at 94 °C for 30 s, annealing
at 60 °C for 30 s, and an extension period at 72 °C for 30 s.
Melt curve analyses were performed for all genes, and speci-
ficity as well as integrity of the PCR produds were confirmed
by presence of a single peak. Rdative expression was normal-
ized by levels of the reference gene (GAPDH). Duplicate CT
values were analyzed in Microsoft Excel (Microsoft) using
companative CT (2724“T) method [23].

Agarvse gel electrophoresis of TRF1 Transeript

TRF 1 transcript was ascertamed by agarose gel electrophore-
sis after second amplification by RT-PCR. TRF1 transcript
samples were mixed with DNA dye and loading buffer
(0.25 % xylene cyanol, 025 % bromophenol blue and glye-
erol in water) and applied in a 2 % agarose horizontal gel
electrophoresis chamber (Biosystem, Sdo Paulo, Brazil) in
tris-acetate-EDTA buffer (pH 8.0, 7 Viem). Transcript sam-
ples were viewed under fluorescence using an ultraviolet
trans-illumination system (Biosystem, Sio Paulo, Brazil); af-
terwards, gel was digitalized (Kodak Digital Science 1d,
EDAS 120, Manus, Amazonia, Brazil).

Statistical analysis

Data were reported as mean £standard deviation. The one-
way analysis of variance (ANOVA) test was performed to
determine possible statistical differences followed by Tukey
posttest. Kolmogorov-Smirnov test was performed to check
normality distribution of data. p<0.05 was considered as the
less significant level. InStat GraphPad software was used to
perform statistical analysis (GraphPad InStat version 5.0 for
Windows 8, GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA.

Results

Effects of lowdevd infrared laser exposure on MyoD
mRNA expression

Figure | shows MyoD mRNA relative expression after expo-
sure to low-level infrared laser in C2C12 cdk in 10 %and 2%
FBS concentrations. Data in this figure show that MyoD
levels were significantly increased (p <0.05) after laser expo-
sure at lower fluence evaluated (10 JVem®) in C2C12 cells in
10%FBS (Fig 1a), and in 2 % FBS (Fig. 1b) when compared
to their respective non-irradiated controls.

Effects of low-evel infrared laser exposure on Pax7
mRNA expression

To confirm exposure effects to low-level infrared laser on
myogenesis, Pax7 mRNA rdative expression was also evalu-
ated in C2C12 cells in 10 % and 2 % FBS (Fig 2). Similar to
MyoD mRNA, Pax7 mRNA levels were significantly in-
creased (p<0.05) after laser exposure at the lower laser
fluence in C2C12 cdls in 10 % FBS (Fig 2a) and 2 % FBS
(Fig. 2b) when compared to thar respective non-iradiated
controls.

Effects of lowdevel infrared laser exposure on TRF2
mRNA expression

Figure 3 shows TRF2 mRNA rdative expression afler expo-
sure to low-levd infrared laser in C2C12 cellsin 10% and 2 %
FBS. TRF2 mRNA levels were significantly increased
(p<0.05) after laser exposure at higher fluence (70 Jem®) in
C2C12 cells in 10 % FBS (Fig. 32) and 2 % FBS (Fig. 3b)
when compared to their respective non-imadiated controls.

Effects of lowdevel infrared laser exposure on TRF1
mRNA expression

Figure 4 isa photograph of agarose gd after electrophoresis of
TRF1 transcripts from C2C12 cells exposed to low-levd in-
frared laser at different fluences m 10 % and 2 % FBS. This
photograph indicates that laser exposure induces expression of
mRNA from TRF 1 gene in C2C12 cells in both 10 %and 2%
FBS at all fluences evaluated.

Discussion

LLLT is an effective and safe treatment whose biostimul aory
effects have caused benefits in various cell and tissues types
[24-26). However, there is no study evaluaing possible ef-
fects of laser on tissue repair and chromosomal stability. For
this purpose, mRNA expression related to muscle injury repair
and chromosome stabilization were evaluated in this study.
Activated skeletal myoblasts express MyoD and Pax7,
among other factors [27]. MyoD is related to regulation of
satellite cells and removal of myoblasts from cell cycle to
initiate myogenesis [1, 18]. Pax7 is a quantifiable marker for
satelie cells in both activated and quiescent state and essen-
tial for the development and survival of these cells [6, 28]
Interaction between the MRF and PAX genes seems to be
important for self-renewal of satellite cells [29]. During mus-
cle regeneration, satellite cells are distinguished by MyoD and
Pax7 prokin expression. Cdk in quiescent state present in-
creased Pax7 expression and decreased MyoD expression,
while cells in proliferating state present inareased Pax7 and
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Fig. 1 MyoD mRNA relative
expression in myoblasss 2 h after
exposure © low-level infrared
laserina 10% and b 2 % fetal
bovine serum. GAPDH was wsed
as inlemal standard for
nomulization. *p<0.05 and
**p<0.01 when compared to
respective control groups (non-
imadisted)

Relative expression o
8

Fluence (Jicm?)

MyoD expressions, and cells undergoing myogenic differen-
tiation present decreased Pax7 expression and increased
MyoD expression [28).

Although there are several studies reporting biostimulatory
effects of laser in MyoD expression, laser action on MyoD
expression has not yet been well established and no study has
associated MyoD expression with Pax7 after LLLT.
Rodrigues and coworkers [30] showed upregulation of
MyoD expression due to LLLT in injured animals after 14 days
(660 nm, 20 mW, 10 J/cmr’). Another study showed MyoD
expression increase in injured animals irradiated with laser
4 days after injury (808 nm, 30 mW, 180 J/cm?) [18].
Rodrigues and coworkers [19] reported also MyoD expression
increase 14 and 21 days after irradiation with red laser
(660 nm, 10 and 50 J/em®). Brunelli and coworkers [31] dem-
onstrated that infrared laser (780 nm, 10 up to 50 J/em’) in-
creases MyoD expression in injured animals 7 days after irra-
diation. However, Mesquita-Ferrari and coworkers [1] did not
observe any effect 24, 48, or 72 h afler infrared laser imadia-
tion (780 nm, 10 mW, 5 Jcm?®) on MyoD expression in
C2C12 cells. Pertille [32], using infrared laser (830 nm,
30 mW, 4 J/cmr’), observed no changes in MyoD expression
after 7 and 21 days in injured animals. Also, Silva [33] ob-
served no changes in MyoD expression in injured animals
8 days after infrared laser irradiation (904 nm, 1.5 and 3 J,
5 mW.

Our results showed that infrared laser (808 nm, 10 Jem?,
100 mW) increases both MyoD (Fig. 1a b) and Pax7 mRNA

1504

7

Relative expression T
g

2
€ w
0 - - | m— NP
7 (] 10 35 70
Fluence (Jiem?)

expression (Fig. 2a, b), suggesting possibly that this dose is
causing proliferation of satellite cells. Interestingly, there
seems to be no difference whether the cell is in normal or
stressful conditions because MyoD and Pax7 expression is
increased in cdls exposed to infrared laser in 10 % and 2 %
FBS. Mesquita-Ferrani and coworkers [1] observed no chang-
es in MyoD expression in C2C12 cells irradiated with 5 Jem®
after 24, 48, and 72 h. This may have occurred due to low-
level laser therapy acting only at optimal doses, high doses
being toxic and low doses being insufficient [34). We suggest
that laser in optimal conditions may be beneficial even for
cells in normal conditions. Also, higher doses were not able
to alter MyoD and Pax7 mRNA expression.

In human cells, TRF 1 and TRF2 genes are located at chro-
mosome ends and contribute to td omeric DNA protection and
maintenance [35]. TRF1 and TRF2 recruit and coordinate
non-shelterin enzymatic activities capable of processing un-
usual joint intermediates at telomeres [9]. TRF1 and TRF2
acts as a negative regulator of telomere length when
overexpressed in mice and humans [15). Telomere shortening
is associated with aging in skeletal muscle [10]. Although the
proliferative capacity and initial tdomere length of satellite
cells decrease during the first two decades of life due to in-
crease in muscle mass, telomeres remain stable during adult
stage [36). Rehabilitation capacity is rdated to telomere length
in injured muscle (1 1].

Our research shows that TRF2 mRNA expression is not
altered at lowest laser fluences (10 and 35 Jm®), suggesting

Fig. 2 Pax7 mRNA relative a b

expression in myoblasts 2 h after »* gt 2000

exposure 1 ow-level infrared § 0 § oo .

lsserina 10% and b 2 % fetal ] - {4

bovine serum. GAPDH was wsed § ; 1200

o~ ""’“."‘ 'unlxd for en § o~ 1“:

nomulization. *p<0.05 and 0% 4 o X

**% <0.001 when compared to ig 3 o :

respective control groups (aon- z : g 2 '1] [_'l'_l

S R e e -~ | B I I.l :
0 10 k1) 70

Fluence (Jicm?) Fluence (J/cm?)
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Fig.3 TRF2 mRNA relstive a b
expression in myoblasts 2 h after 601 poos 200+
exposure © low-kvel infrared § 5
laserina 10 % and b 2 % fetal @ | S— *
bovine serum. GAPDH was wsed i 404 g
as internal standard for X o x
nomalization. *p<0.0$ and cu : & 1004
*2% <0.001 when compared to 2K 2 >
respective control groups (non- g 3 504
irradiated) x °
0- = ° [ I 1
° 10 38 70 L ) 10 3 70
Fluence (Jiecm?) Fluence (Jicm?)

that infrared laser does not induce telomere stability. However,
at higher laser fluence (70 Jem®), TRF2 mRNA is increased
in both normal and reduced fetal bovine serum concentration
(Fig. 3a, b). Effects of infrared laser radmtion on telomere
stability were confirned by TRF1 mRNA expression evalua-
tion. In fact, TRF1 mRNA in non-iradmated C2C12 cdls is
very low and, even afler two amplification procedures per-
formed by RT-PCR, no detectable transcripts were obtained
(Fig. 4, lanes | and 5). However, TRF1 mRNA expression is
obtained in C2C12 cells afier all laser fluence exposures de-
spite expression of this mRNA being slightly smaller in cells
with reduced ftal bovine serum concentration (2 % FBS)
(Fig. 4, lanes 6-8).

TRF! and TRF2 protect against DNA damage response
activation and telomere instability [9]. TRF1 and TRF2 appear
to be key mediators of T-loop integrity and their disruption
could lead to downstream DNA damage responses [37]. Loss
of TRF2 activates the ATM kinase pathway, leading to p53
upregulation and a p21-mediated G1/S amrest, tumor suppres-
sor p53 is ako implicated in response to telomere shortening
[38]. However, studies have reported that TRF1 and TRF2
upregulation have been associated with lung cancer [39] and
renal cdl carcinoma [40). Conversely, these genes were found
to be downregulated in malignant hematopoietic cells [41] and
breast cancer [42]. In human cells, the TRF1 overexpression
leads to telomere shortening and TRF2 overexpression in
mice skin leads to defective nucleotide excision repair
(NER), increased skin cancer, and premature aging [43). In

7 8
-

Fig.4 Photograph of agarose gel after electrophoresis of TRF1 ranscript
amplification in myoblass expased to low-kevel infrared laser in 10 %
and 2 % fetal bovine serum (FBS). /: Control 10 % FBS; 2: 10% FBS
irradisted with 10 Jem®; 3: 10 % FBS irradiated with 35 Vem®; 4: 10%
FBS irradisted with 70 Jiem?; 5: control 2 %; 6: 2 % FBS imradiated with
10 Yem?®; 7:2 % FBS irrsdisted with 35 Jienr®; 8: 2% FBS imadisted with
70 Jiem?*

skeletal muscle, transcriptional regulation of TRF1 and TRF2
could respond to pathological insults (diseases) rather than to
physiological stimuli (exercises, for example) [44). However,
studies reported that chronic voluntary exercise negatively
regulates TRF1 gene expression and this suggests that, in
skeletal musde, the telomere complex is uniquely regulated
when compared to other tissues [45).

Conclusions

In summing up, low-level infrared laser modulates mRNA
expression from genes related to musde repair and tdomere
stabilization in myoblasts n standard or normal and stressful
conditions.
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Abstract

Satellite cells are present in skeletal muscle functioning in the repair and regeneration of
muscle injury. Activation of these cells depends on the expression of myogenic factor 5 (Myf5),
myogenic determination factor 1(MyoD), myogenic regulatory factor 4 (MRF4), myogenin
(MyoG), paired box transcription factors 3 (Pax3), and 7 (Pax7). Low-level laser irradiation
accelerates the repair of muscle injuries. However, data from the expression of myogenic factors
have been controversial. Furthermore, the effects of different laser beam powers on the repair
of muscle injuries have been not evaluated. The aim of this study was to evaluate the effects of
low-level infrared laser at different powers and in pulsed emission mode on the expression of
myogenic regulatory factors and on Pax3 and Pax7 in injured skeletal muscle from Wistar rats.
Animals that underwent cryoinjury were divided into three groups: injury, injury laser 25 Mw,
and injury laser 75 mW. Low-level infrared laser irradiation (904nm, 3 J cm2, 5 kHz) was
carried out at 25 and 75 mW. After euthanasia, skeletal muscle samples were withdrawn and
the total RNA was extracted for the evaluation of mRNA levels from the MyoD, MyoG., MRF4,
Myf5, Pax3, and Pax7 gene. Pax 7 mRNA levels did not alter, but Pax3 mRNA levels increased
in the injured and laser-irradiated group at 25 mW. MyoD, MyoG. and MYf5 mRNA levels
increased in the injured and laser-irradiated animals at both powers, and MRF4 mRNA levels
decreased in the injured and laser-irradiated group at 75 mW. In conclusion, exposure to pulsed
low-level infrared laser, by power-dependent effect, could accelerate the muscle repair process
altering mRNA levels from paired box transcription factors and myogenic regulatory factors.

Keywords: laser therapy, muscle, myogenic factor, RT-gPCR, Wistar rats
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1. Introduction

Muscle injuries can occur directly resulting from lacerations
or contusions and indirectly through degenerative diseases
[1]. Muscle injuries are the cause of 10% up to 55% of all
injuries in sport [2]. Satellite cells are adult stem cells present
in the skeletal muscle, whose function is to repair and regen-
erate damaged myofibers [3]. Satellite cells are in a quiescent
state until activated by stimuli caused by muscle injury [4].
Quiescent and activated proliferative states of these cells can
be differentiated by the expression of specific genes during the
muscle injury [5].

Cell cycle and lineage specification of satellite cells are
described and regulated by transcription factors, such as the
paired box transcription factor 7 (Pax7) [6]. During skeletal
muscle development, each muscle contains resident mus-
cle cells, which can either differentiate into muscle fibers or
remain as proliferating progenitors. These cells express Pax
3 and 7, which are essential for the myogenic potential and
survival of the progenitor cells [7].

Upon injury, the Pax7 gene product induces the expression
of myogenic regulatory factors (MRF) genes, as myogenic
factor 5 (Myf5) and myogenic determination factor 1 (MyoD)
[5. 6]. Also, satellite cells identify and regulate the function of
other regulatory myogenic factors, as myogenin (MyoG) and
myogenic regulatory factor 4 (MRF4) [8]. MyoG and MRF4
gene products promote the differentiation of satellite cells into
myotubes [9].
letes, but also in non-athletes. Low-level laser therapy (LLLT)
is a simple and noninvasive technique used for the treatment
of pain, the inflammatory process, and tissue injuries [10, 11].
LLLT has beneficial effects on various cell and tissue types,
such as fibroblasts [12, 13], osteoblasts [10], and epithelial
cells [14]. Also, studies have shown the effects of LLLT on
myoblast cultures [ 15-17] and muscle tissue [18-23].

However, although there are studies that evaluate the
effects of low-level lasers on myoblast cultures and muscle
tissue, there is no study evaluating the expression of all myo-
genic regulatory factors and paired box transcription factors
related to muscle tissue repair after cryoinjury. Also, no study
was carried out to evaluate the effect of different laser powers
in pulsed emission mode on muscle tissue repair.

Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of
low-level infrared laser at different powers and in pulsed
emission mode on the expression of myogenic regulatory fac-
tors and on Pax3 and Pax7 in the injured skeletal muscle from
Wistar rats. Laser wavelength, fluence, emission mode, and
powers were those suggested in the laser device guide.

2. Materials and methods

2.1. Low-level laser

A therapeutic low-level infrared (%04 nm) laser (FLUENCE,
GaAs), purchased from HTM Inddstria de Equipamentos
Eletro-eletronicos Ltda (S3o Paulo, Brazil), in pulsed wave
emission mode (5 kHz) was used in this study.

2.2. Animals

Adult male Wistar rats (body weight 250-300g and 3-4
months of age) were maintained in a controlled environment
with six animals per cage, and normal light/dark cycle condi-
tions (12h lighv/12 h dark: lights on at 6:00 a.m.). The animals
had free access to water and food and the ambient temper-
ature was kept at 25 °C £ 2 °C. All procedures performed in
studies involving animals were in accordance with the ethical
standards of the institution or practice at which the studies
were conducted. Experiments were conducted in accordance
with the Institutional Committee of Animal Care (Comissdo
de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais,
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro), protocol CEUAN24/2014.

2.3. Cryoinjury procedure

Cryoinjury was caused by the application of a frozen iron
bar on tibialis anterior muscle of animals previously anesthe-
tized with ketamine (80mg kg ') and xylazine (10mg kg™ ').
Tibialis anterior muscle was surgically exposed and a cylin-
drical iron bar (3 mm diameter), frozen in liquid nitrogen, was
placed on the muscle for 10s. After a 30s interval, the proce-
dure was repeated and the skin was sutured, as described by
Assis and co-workers [20].

2.4. Low-level infrared laser-irradiation procedure

Wistar male rats (3-4 months, 250-300¢, n = 15, 5 animals
for each group) were randomly divided into three groups: (1)
injury—injured and not irradiated: (2) injury 25 mW-—injured
and irradiated at 25 mW: (3) injury 75 mW—injured and irra-
diated at 75 mW. The muscles were irradiated by scanning
immediately after injury and for the following three days and
then euthanized on the Sth day after injury. totaling four irra-
diation procedures. The parameters used were indicated by the
equipment and are described below: 25 mW (0.5 J, 904 nm,
3Jcem % 036 W cm 2, 38s in the pulsed-wave emission
mode and 6.9 mm? of beam spot) and 75 mW (0.5 J, 904nm,
3Jcm 2, 1.10 W em2, 135 in the pulsed emission mode and
6.9 mm? of beam spot).

2.5. Total RNA extraction

On the 5th day after injury, tissue samples from tibialis ante-
rior muscle were withdrawn, TRIzol® reagent was added and
samples were crushed in microcentrifuge flex tubes, centri-
fuged (1500rpm, 4 °C, Smin). Supematants were transferred
to other tubes, chloroform was added, the mixtures were
centrifuged (12000rpm, 4 °C. 15min), the aqueous phases
were transferred to other tubes, and isopropanol was added.
After incubation (room temperature, 15min), the mixtures
were centrifuged (12000rpm, 4 °C, 10 min), the supernatants
were discarded, and the precipitate was washed with ethanol-
DEPC (80% ethanol, DEPC 0.1%) solution and centrifuged.
Supematants were withdrawn and the total RNA was recon-
stituted in water-DEPC (0.1%) solution and stored (—80 °C).
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2.6. Complementary DNA synthesis

RNA concentration and purity were determined on a spec-
trophotometer by calculating the optical density ratio at a
2607280 nm wavelength ratio. Complementary DNA (cDNA)
synthesis was carried out using a two-step cDNA synthesis
kit (Promega, USA). Four micrograms of RNA were reverse-
transcribed into cDNA using GoScript™ reverse transcriptase
(Promega, USA), according to the manufacturer’s protocol,
using a 20 p1 total reaction. Real-time quantitative polymerase
chain reaction (RTqPCR) was performed using 5 pul of GoTaq
qPCR Master Mix (Promega) for a 10 ul final volume con-
taining 50ng of cDNA. For determination of the initial rela-
tive quantity of cDNA, samples were amplified with paired
box transcription factor 3 and 7 (Pax3 and Pax7), myogenic
factor 5 (Myf5), myogenic determination factor 1 (MyoD),
myogenin (MyoG), myogenic regulatory factor 4 (MRF4),
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
primers. Reactions were run on an Applied Biosystems 7500
RT-gPCR machine (Applied Biosystems, USA). The mixtures
were initially denatured at 94 °C for 10min. The PCR con-
sisted of 40 cycles under the following conditions: denatur-
ation at 94 °C for 30s, annealing at 60 °C for 30s, and an
extension period at 72 °C for 30s. Melt curve analyses were
performed for all genes, and the specificity, as well as integ-
rity. of the PCR products were confirmed by the presence of a
single peak. Relative expression was normalized by levels of
the reference gene (GAPDH). Duplicate cycle threshold (CT)
values were analyzed in Microsoft Excel (Microsoft) using
the comparative CT (2 — AACT) method [24].

2.7 Statistical analysis

Data were reported as mean + standard deviation. The one-
way analysis of variance lest was performed to verify pos-
sible statistical differences followed by the Tukey post-test.
The Kolmogorov-Smimov test was performed to verify the
normality distribution of the data. p < 0.05 was considered as
the less significant level. InStat Graphpad software was used
to perform statistical analysis (GraphPad InStat version 5.0
for Windows 8, GraphPad Prism Software, San Diego, CA,
USA).

3. Results

3.1. Effects of low-level infrared laser exposure on MyoD
and Myogenin mRNA levels

Figure | shows the mRNA relative expression from the
MyoD gene in injured tibialis anterfior muscle from Wistar
rats after exposure to low-level infrared laser. MyoDD mRNA
relative expression in muscle from the injury group irradiated
with lasers at 25 and at 75 mW was significantly increased
(p < 0.001 and p < 0.05, respectively) when compared to
that from the injury group.

mRNA relative expression from the MyoG gene was
also evaluated in injured tibialis anterior muscle (figure 2).
A significant (p < 0.01) increase of MyoG mRNA relative
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Figure 1. MyoD mRNA relative expression in muscle injury after
exposure to low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was used as the internal standard for normalization. (***) p < 0.001
injury group 25 mW when compared with the injury group. (*)

p < 0.05 injury group 75 mW when compared with the injury
group. Black columns represent injured and irmadiated groups.
White columns represent injured groups not imadiated.
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Figure 2. MyoG mRNA rclative expression in muscle injury after
exposure to low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was used as the internal standard for normalization. (**) p < 0.01
injury group 25 mW when compared with the injury group. (**)

p < 0.01 injury group 75 mW when compared with the injury
group. Black columns represent injured and irradiated groups.
White columns represent injured groups not irradiated.

expression was oblained in tibialis anterior muscle from both
injury groups irradiated with laser at 25 and at 75 mW when
compared with that from the injury group.

3.2. Effects of low-level infrared laser exposure on Myf5 and
MRF4 mRNA levels

Figure 3 shows the mRNA relative expression from the Myf5S
gene in injured tibialis anterior muscle from Wistar rats after
exposure to low-level infrared laser. Data in this figure indi-
cate significant (p < 0.05) increase of MyfS mRNA expres-
sion in injured muscle irradiated with laser at 75 mW when
compared with that from the injury group and the injured
group irradiated with laser at 25 mW.

MRF4 mRNA relative expression after exposure to low-
level infrared laser in injured tibialis anterior muscle was
significantly (p < 0.05) reduced only in the injury group irra-
diated with laser at 75 mW when compared with the injury
group (figure 4).
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Figure 3. MyfS mRNA relative expression in muscle injury after Power output (mW)

exposure to low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was uscd as the internal standard for normalization. () p < 0.05
injury group 75 mW when compared with the injury group. (#)

p < 0.05 injury group 75 mW when compared with the injury group
25 mW. Black columns represent the injured and irradiated groups.
White columns represent the injured groups not irradiated.
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Figure 4. MRF4 mRNA relative expression in muscle injury after
exposure to low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was uscd as the internal standard for normalization. () p < 0.05
injury group 75 mW when compared with the injury group. Black
columns represent the injured and irradiated groups. White columns
represent the injured groups not irradiated.

3.3. Effects of low-level infrared laser exposure on Pax3
and Pax7 mRNA levels

mRNA relative expression from the Pax3 gene after exposure
to low-level infrared laser in injured tibialis anterior muscle
increased significantly in the injury group irradiated with laser
at 25 mW (p < 0.05 and p < 0.05) when compared with the
injury group and injury group irradiated with laser at 75 mW
(figure 5).

Data from the Pax7 mRNA relative expression did not
show significant difference (p > 0.05) between the injury
group irradiated with laser at 25 and at 75 mW and the injury
group (figure 6).

4. Discussion

LLLT has positive effects on muscle tissue and muscle repair,
because it reduces pain [25], modulates the inflammatory pro-
cess [26-28], increases the formation of new myofibrils [29].
causes angiogenesis [29, 30], increases the number of cells,
and activates satellite cells [29].

Figure 5. Pax 3 mRNA relative expression in muscle injury after
cxposure to low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was used as the internal standard for normalization. (*) p < 0.05
injury group 25 mW when compared with the injury group. (#)

p < 0.05 injury group 25 mW when compared with the injury group
75 mW. Black columns represent the injured and irradiated groups.
White columns represent the injured groups not irradiated.
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Figure 6. Pax7 mRNA rclative expression in muscle injury after
exposure 1o low-level infrared laser at different powers. GAPDH
was uscd as the internal standard for normalization. No difference
was observed. Black columas repeesent the injured and irradiated
groups. White columns represent the injured groups not irradiated.

Satellite cell activation depends on the expression of myo-
genic regulatory factors and paired box transcription factor
[31]. The expression of the myogenic regulatory factors is
regulated by Pax3 and Pax7 and both bind and regulate the
expression of MyoD and Myf5 [32]. While MyoD and Myf5
are considered factors involved in the determination of myo-
genic cells, MyoG and MRF4 are more closely associated with
the terminal differentiation and homeostasis of myofibers [33].

However, the expression of these genes has not been evalu-
ated together and the results have been controversial due to
differences in laser irradiation conditions. Moreover, the
effects of lasers at different powers and in pulsed-wave emis-
sion mode have not been evaluated yet, making unclear the
effects of low-level lasers on the expression of these genes
during the muscle repair process. Thus, this study evaluated
the muscle repair pathway after muscle injury by cryolesion
using therapeutic protocols indicated in the laser device guide
at different powers and in pulsed-wave emission mode to ver-
ify whether LLLT alters mRNA levels from genes related to
muscle injury.
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In a normal muscle state, the satellite cells are in the qui-
escent state [34], but after injury, these cells are activated
by the expression of Pax 7 and Myf5. When the migration
and differentiation stage begins, Pax7 is not expressed and
MyoD is expressed, while Myf5 expression is retained [35].
Our results show that LLLT alters the mRNA levels from the
MyoD gene in injured tibialis anterior muscle irradiated with
laser at both 25 and 75 mW, but does not alter the mRNA lev-
els from the Pax7 gene. During muscle regeneration, satellite
cells can be distinguished based on Pax7 and MyoD protein
expression [36]. Pax7(+ ¥MyoDX—) cells are in the quiescent
state, Pax7(+)VMyoD(+) cells are in the proliferating state,
and Pax7(— VMyoDX(+) cells are undergoing myogenic dif-
ferentiation, followed by cell fusion to generate multinucle-
ated myofibers [37]. Our results suggest that, 5 d after muscle
injury, the satellite cells are in a state of fusion into myotube
for both laser irradiated groups. These results agree with those
from Assis and co-workers [20], who showed that exposure 1o
low-level infrared laser (808 nm) alters the MyoD expression
after cryolesion at a fluence of 180 J cm 2. Brunelli and co-
workers [22] observed that animals exposed to infrared laser
(780nm). at 10 and 50 J cm™ %, have immunomarkers of MyoD
at greater concentrations 7 d after cryolesion. Another study
using red laser (660nm) showed an increase of the MyoD
expression after laser irradiation at 50 J cm 2 [21]. More
recently, Alves and co-workers [38] reported that in animals
injured and exposed to infrared laser (780nm, 10 J cm2) pre-
sented increased MyoD expression. Also, the mRNA levels
from the Pax7 gene are increased in C2C12 cells after expo-
sure to low-level infrared laser at 10 J cm ™2 [39].

The proliferation myoblast is characterized by the expres-
sion of MyfS/MyoD and genes that regulate cellcycle pro-
gression, while the satellite cell marker Pax7 gene expression
is progressively silenced [40]. However, MyoD and Myf5
are still expressed after proliferation [34]. Our results show
an increase of Myf5 in injured and laser-irradiated tibialis
anterior muscle at a power of 75 mW. Similar results were
reported by Morais and co-workers [41], who observed
increased MyfS expression in injured muscle exposed to red
laser (660nm, 14.7 J cm~2, 35 mW). Our results suggest that
the effects of the laser on muscle repair depends on the power,
because the expression of Myf5 in the irradiated and injured
animals with laser at 25 mW is reduced to the levels of those
in injured, indicating that this laser induces early maturation
in myofibers.

MyoG and MRF4 are related to the terminal differentia-
tion and homeostasis of myofibers [33]. Our results showed
an increase of mRNA levels from the MyoG gene in injured
and irradiated animals with lasers at both powers (25 and
75 mW) and a reduction of mRNA levels from the MRF4
gene only in animals irradiated with laser at the higher power
(75 mW). Laser effects on the mRNA levels from the MyoG
gene have been controversial, with some studies showing
both an increase [20, 22] and decrease [21, 42] of the MyoG
expression after laser irradiation, while other authors reported
no change [38, 41]. There are no studies evaluating the laser
effects on the mRNA levels from the MRF4 gene. Our results
suggest that the maturation stage initiates faster in tibialis

anterior muscle injured and irradiated with laser at 25 mW
than those irradiated with laser at 75 mW, which confirms the
results of the mRNA levels from the MyfS gene (figure 3).
Pax3 plays a key role during skeletal myogenesis in
embryos [43]. During the adult phase, this gene is expressed
only in some mammalian muscles, such as those of the dia-
phragm [44)]. Interestingly. the mRNA levels from the Pax3
gene increase in tibialis anterior muscle after injury and irra-
diation with laser at 25 mW (figure 5). Hyatt and co-workers
[45] showed that the mRNA levels from the Pax3 and Pax7
genes rapidly increase in response to overload in adult rat
skeletal muscle and that this increase precedes any change in
the mRNA levels from the MyoD expression gene, indicat-
ing that Pax3 and Pax7 coordinate the expression of MRFs.
The expression of Pax3 changes only in certain types of mus-
cle tissue in adult phase. In this study, the expression of Pax3
increased only in the group where there was acceleration in
the muscle repair process. We suggest that the increase in the
Pax3 expression may have modulated MRFs in the 25 mW

group, contributing to a better repair process in this group.

5. Conclusion

Exposure to pulsed low-level infrared laser, by power-
dependent effect, could accelerate the muscle repair process
altering the mRNA levels from paired box transcription fac-
tors and myogenic regulatory factors.
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