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RESUMO

A alta incidéncia dos casos de lesdo muscular motiva a busca por novas
alternativas terapéuticas para um processo de regeneracdo muscular mais rapido e
melhor qualidade. Com a evolucao tecnoldgica e disponibilidade de recursos cada vez
mais aperfeicoados, estudos demonstram grande avanco na regeneracdo muscular,
destacando-se a fotobiomodulacdo (PBM) usando o laser de baixa poténcia (LBP).
Estudos sobre a aplicacdo prévia ou pos-lesdo tém demonstrado efeitos positivos,
contudo ainda existe pouca informacao em relagdo aos seus efeitos sobre a expressao
de proteinas relacionadas a funcionalidade e trofismo da fibra muscular apés uma
lesdo. A miostatina € uma proteina envolvida com crescimento/desenvolvimento
muscular, a calcineurina esta envolvida na contracdo muscular, e as CPMs
determinam o desempenho do musculo quanto a forca e velocidade. Desta forma o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do LBP aplicado previamente a
inducdo da lesdo muscular, associado ou nao a irradiagdo pos sobre a expressao
génica das cadeias pesadas de miosina, calcineurina e miostatina. Foram utilizadas 65
ratas Wistar, divididos em 4 grupos experimentais: Controle (n= 5); Criolesdo ndo
tratado (n= 20); Criolesdo tratado previamente com LBP (n= 20) e Crioleséo tratado
com LBP pré e pos-leséo (n= 20). A criolesdo constituiu de duas aplicagdes de bastéo
resfriado em nitrogénio liquido no musculo tibial anterior (TA). Os grupos lesionados
foram eutanasiados em 1, 3, 7 e 14 dias apés a inducédo da lesdo. A irradiagdo com
LBP foi realizada com o laser AsGaAl (780 nm) nos parametros de 10 J/cmz; 40 mW,
10 segundos por ponto; 8 pontos; 3,2 J de energia total. Ao término do protocolo, os
musculos TA foram removidos para analise da expressao génica das cadeias pesadas
de miosina (CPMs), de calcineurina e miostatina por PCR em tempo real. A
comparacgdo entre os grupos foi realizada pela ANOVA/Tukey (p<0,05) por meio do
programa BioStat 5.0. Os resultados demonstraram que a irradiagcdo prévia reduziu a
expressao de miostatina apos 3 dias. A irradiacdo prévia associada a irradiacdo pos
reduziu a expressdo da calcineurina em 14 dias e aumentou a expressao da
miostatina no mesmo periodo. Quanto a expressdo de CPMs, o LBP modulou o
processo de reparo muscular principalmente na fase aguda, a irradiacdo prévia
diminuiu a expressdo de CPM | e CPM lIx em 1 dia, e a irradiacdo prévia associada a
irradiacdo pés aumentou a expressdo de CPM IlIx em 3 dias. Concluindo, o LBP foi
capaz de modular proteinas importantes para o processo de reparo muscular (CPMs,
calcineurina e miostatina), sendo mais evidente seus efeitos quando adotado o regime
de aplicacao prévia associada & irradiacdo pos-lesao.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo, terapia a laser de baixa poténcia, musculo
esquelético, cadeias pesadas de miosina, calcineurina, miostatina, regeneracao,

fototerapia.



ABSTRACT

The high incidence of cases of muscle injury motivates the search for new
therapeutic alternatives for a muscle regeneration process faster and better quality.
With the evolution of technology and availability of increasingly perfected capabilities,
studies show major advancement in muscle regeneration, especially the
fotobiomodulation (PBM) using low-level laser terapy (LLLT). Studies on the prior
application or post-injury have shown positive effects, yet there is still little information
in relation to their effects on the protein expression related to functionality and trophism
muscle fiber after an injury. Myostatin is a protein involved in muscle
growth/development, calcineurin is involved in muscle contraction, and the MHCs
determine muscle performance about the strength and speed. The present study aimed
to evaluate the effect of LLLT applied prior to the induction of muscle injury, associated
or not to post irradiation on the gene expression of myosin heavy chains, calcineurin
and myostatin. 65 Wistar rats were used, divided into 4 experimental groups: control (n
= 5); Untreated Cryoinjury (n = 20); Cryoinjury treated previously with LLLT (n = 20)
and Cryoinjury treated with LLLT pre-and post-injury (n = 20). The Cryoinjury
constituted of two applications of bat cooled in liquid nitrogen in the muscle tibialis
anterior (TA). The injured were euthanized in groups 1, 3, 7 and 14 days after the
induction of injury. Irradiation with LLLT was done with the laser AsGaAl (780 nm) in
the parameters of 10 J/cm 2; 40 mW; 10 seconds per point; 8 points; 3.2 J total energy.
At the end of the protocol, the TA muscles were removed for analysis of gene
expression of myosin heavy chains (MHCs), calcineurin and myostatin by real-time
PCR. The comparison between the groups was performed by ANOVA/Tukey (p < 0.05)
through the BioStat 5.0 program. The results showed that the previous irradiance
reduced the expression of myostatin after 3 days. Prior irradiation associated with post
irradiation reduced the expression of calcineurin in 14 days and increased the
expression of myostatin in the same period. As for the expression to MHCs, the LLLT
radioed the muscle repair process especially in the acute phase, the previous
irradiance decreased the expression of MHC | and MHC lIx in 1 day, and the prior
irradiation associated with post irradiation increased the expression of MHC IIx in 3
days. In conclusion, the LLLT was able to modulate important proteins for muscle
repair process (MHCs, calcineurin and myostatin), being more obvious its effect when
adopted the regime of prior application associated to post-injury irradiation.

Keywords: Photobiomodulation, low-level laser therapy, skeletal muscle, heavy

myosin chain, calcineurina, myostatin, regeneration, phototherapy.



SUMARIO

1. CONTEXTUALIZACAO ....oootiieeeeeeeeeee ettt ta et n e ane e 15
1.1. Tecido muscular esquelético — Caracteristicas prinCipais ..........c...cccvvveereenn. 15
1.2. Cadeias Pesadas de Miosina (CPMs) — A importancia das CPMs no tecido
MUSCUIAr ESQUEIETICO. .. ..uuii e e e e e 16
1.3. Calcineurina (Cn) — A importancia da calcineurina no tecido muscular
Lo 012 1< oo B PP TPPPPPUPPR PP 16
1.4. Miostatina — A importancia da miostatina no tecido muscular esquelético..... 17
1.5. Regeneragdo muscular — Processo de reparo do tecido muscular esquelético
APOS SOfFEr UMA IESA0......cceiiiieeiiice e e e e e e e ra s 18
1.6. Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) ..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 19

JUSTIFICATIVA ettt ettt e e e e e e ea e e e e e s e et e e e e e e e e e s e nnssnrreaaaaens 20

2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ab e e e e e e e e e e 21
2.1 ODJEUVO GEIAL. .. .uuuiiiiiiiiiiiiitiiiieiiieeeieb bbb 21
2.2 ODbjetivo ESPECITICO .....ccueiiieiiiiie e 21

3. MATERIAIS E METODOS ......ooiiiiti ittt ettt ete et eteaveareanens 22
R 0 I {2 22
3.2, Grup0S EXPEIIMENTAIS ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eneneeeeennee 22
3.3. Irradiacdo com Laser de Baixa Poténcia (LBP).............uuuuurimiimmimmiiiiiiiinininnnnnnns 23
3.4. Procedimento de CriOlESA0 .........cuuvuuuiiiie et e e e e e 24
3.5. Eutanasia e obtenc&o das amostras MUSCUIAreS...............uuvvevremmmmmemmnnnnnnnnnnnns 25

3.6. Andlise pela técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real
— Avaliacdo da expressédo génica de CPMs (CPMI, CPMIlla, CPMIlb e CPMIIX),

Calcineurina € MIOSTALING .......c..uviiiiiii e 25
3.7, ANAIISE ESEALISTICA .. vvvveeeeeeiiiiiiieiie ettt e et e e e e 28
4. RESULTADOS ..ottt e et e et n e e ettt e e e e atn e e e e et s 29
4.1. Artigo a ser submetido a revista Lasers in Surgery and Medicine ..................... 29
5. SUMARIO DOS RESULTADOS ......oviitiiiieiecee ettt eae e aneanens 50
6. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt eaeareare e 51
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 52
8. APENDICE ....oiuiiietieieetete ettt ettt s ettt 56
8. AN E X O S e e 76

LISTA DE FIGURAS




Figura 1. Procedimento de irradiagdo com LBP .............eviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis

Figura 2. Demonstracao do procedimento de CrioleS80 ...............uvvvveeviennnnnnnns



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Pardmetros dosimétricos do laser de baixa poténcia.......................

Tabela 2. Sequéncia de primers



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Vo] micrograma

pl microlitro

pum micrémetro

AsGaAl | Arseneto de Galio e Aluminio
CaClz Cloreto de célcio

cDNA DNA complementar

cm? Centimetro ao quadrado

Cn Calcineurina

CPM Cadeia pesada de miosina
DEPC Dimetilpirocarbonato

DNA Acido desoxirribonucleico
dNTP Deoxinucleotideos trifosfato
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
g Grama

GDF-8 Miostatina

h Hora

J Joule

J/icm?2 Joules por centimetros quadrados
LBP Laser de baixa poténcia
mg/Kg Miligrama por quilograma

ml mililitro

MLC

Cadeia leve de miosina



mm milimetro

mwW MiliWatt

NaCl Cloreto de sodio

NaN3 Azida de sddio

nm Nandmetro

°C Grau Celsius

PCR Reacdo em cadeia da polimerase
primers | Oligonucleotideos iniciadores
RNA Acido ribonucleico

rpm Rotacdo por minuto

TA Tibial anterior

W/cm?2 Watts por centimetros quadrados
ZnCl2 Cloreto de zinco

A Comprimento de onda




1. CONTEXTUALIZACAO

Lesbes celulares possuem altissima incidéncia e podem resultar de
diferentes mecanismos. Uma estimativa calcula que de todos os tipos de
lesdes ocorridas, cerca de 30% séo lesbes musculares(1).

As lesGes musculares podem ser resultantes de causas diretas como
traumas e contusdes, ou de causas indiretas, relacionadas a condicdes
médicas. Embora possam ocorrer em atividades profissionais ou recreativas,
podendo afetar qualquer individuo, a maior incidéncia ocorre em profissionais
do esporte, e cerca de 90% das lesbes sao resultantes de estiramentos e
contusbes. As consequéncias dessas lesGes resultam em reducdo de
desempenho, perda de competicbes, e muitas vezes no afastamento do
profissional da modalidade esportiva(2).

1.1. Tecido muscular esquelético — Caracteristicas principais

O tecido muscular esquelético € considerado o maior tecido corporal
humano, representando cerca de 50% do peso corporal de um individuo. Este
tecido € composto por células multinucleadas, denominadas fibras musculares.
As fibras musculares sdo constituidas por unidades contrateis denominadas
sarcOmeros, responsaveis pela contracdo e relaxamento muscular. Os
sarcOmeros sdo compostos por varias proteinas, destacando-se os filamentos
proteicos de actina e miosina(3).

O tecido muscular é reconhecido por sua facilidade de adaptacao
diante de diferentes estimulos e por sua grande capacidade regenerativa apés
diferentes tipos de lesdo(4).Embora essas caracteristicas musculares sejam
satisfatorias, o processo de reparagéo é lento, e dependendo das condi¢gbes do
individuo e das condigbes de tratamento, no decorrer do processo podem
ocorrer diversas situacdes indesejadas, como o desenvolvimento de fibrose no

local da les&o ou até mesmo a perda da fungdo muscular(5).
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1.2. Cadeias Pesadas de Miosina (CPMs) — A importancia das

CPMs no tecido muscular esquelético

A miosina é a principal proteina motora do tecido muscular esquelético.
Logo, a condicdo de sua estrutura € extremamente importante para o
desempenho da funcdo muscular, sendo também um confiavel parametro das
condic¢des funcionais do musculo esquelético. Esta proteina € composta por
dois pares de cadeias leves (MLC) e um par de cadeias pesadas (CPM). As
isoformas de CPMs dominantes sao consideradas responsaveis pelas
diferencas funcionais do masculo esquelético(6).

No tecido muscular esquelético dos seres humanos, sdo expressos 0s
quatro tipos de isoformas de CPMs: fibras de contragéo lenta tipo | (CPM 1) e
fibras de contracdo rapida tipo Il, subdivididas em tipo IIA (CPM lla), tipo IIB
(CPM lIb) e tipo IId (lIx em ratos); que ditam a taxa de for¢ca desenvolvida e a
velocidade maxima de encurtamento das pontes cruzadas de actina e miosina,
ou seja, a especificidade da contracédo muscular(7).

Além do aspecto da funcdo das CPMs, o desempenho funcional do
musculo lesionado depende de varios outros aspectos, dentre eles, a atividade
de duas proteinas, a miostatina e a calcineurina, que influenciam as
caracteristicas fenotipicas da fibra muscular(8) ou seja, influenciam na
determinacdo da composicdo das isoforma da proteina miosina presente no

sarcémero, que é a unidade contratil da célula muscular(9).

1.3. Calcineurina (Cn) — A importancia da calcineurina no tecido

muscular esquelético

A calcineurina (Cn) é uma fosfatase que participa de diversos
processos fisiologicos no organismo humano, sendo que no musculo
esquelético especificamente, regula a atividade da mitocondria de canais
enziméticos, proliferacédo e diferenciacdo de mioblastos(10).

Umas das mais impactantes evidéncias do seu importante papel no
tecido muscular se refere ao envolvimento da Cn em perda e ganho de massa
muscular(11), e sua participacdo na alteracdo do perfil fenotipico das fibras do

musculo esquelético quanto ao tipo(10).
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As fibras musculares possuem conjuntos especificos de genes, que
caracterizam seu fendtipo. A calcineurina, quando expressa em maior
guantidade, participa da regulacdo de transcricdo de genes das fibras
musculares, interferindo na mudancga do fendtipo das fibras, induzindo uma
transicdo de um fenoétipo de contracdo rapida para um fenotipo de contragcéo
lenta(12). Estudos anteriores, como o de Chin et al. (1998) e Serrano et al.
(2001) atestam essa informacdo com pesquisas realizadas com o uso de
interferentes na atividade da calcineurina, promovendo um efeito contrario do
habitual, transformando fenétipos de contracdo lenta para fendtipos de

contracao rapida.

1.4. Miostatina — A importancia da miostatina no tecido

muscular esquelético

A proteina miostatina, também conhecida como fator de diferenciagéo
de crescimento 8 (GDF-8), possui um mecanismo de acdo relacionado ao
crescimento muscular, e ndo a contracdo como a calcineurina(13). A funcao da
miostatina foi identificada através de experimentos realizados com manipulacéo
genética em camundongos(14). Como resultado, os animais que ndo sem
expressdo de miostatina tiveram um aumento de massa muscular significante
em relacdo aos animais com expressdo de miostatina em niveis dentro da
normalidade. Além disso, as analises musculares revelaram um aumento de
duas a trés vezes na massa muscular, quando comparados aos animais
controles. Sendo assim, se definiu o papel da miostatina como um importante
regulador negativo do desenvolvimento do musculo esquelético(15).

Sabendo que a miostatina € um limitador do crescimento muscular, que
a calcine urina esta intimamente envolvida na contracdo muscular e que as
CPMs determinam o desempenho do musculo quanto a forca e velocidade,
pode-se afirmar que a avaliacdo destes aspectos € determinante para
classificar a eficacia e relevancia do tratamento utilizado na lesdo muscular no

gue se refere a modulagédo na expressao destas proteinas(16).
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1.5. Regeneragdo muscular — Processo de reparo do tecido

muscular esquelético apds sofrer umaleséao

Ao sofrer uma lesdo, o musculo esquelético busca se regenerar por
meio de uma série de eventos com a finalidade de recuperar funcionalmente
este tecido lesionado(4).

O processo de reparo do tecido muscular tem sido descrito desde o
final do século XIX, mas somente nos dultimos trinta anos foi realmente
compreendida a capacidade regenerativa das fibras musculares
esqueléticas(3). O sucesso da regeneracdo depende da intensidade e da
natureza da les@o, porém independente da natureza, intensidade ou extensao
da leséo, em todas as situacdes 0 processo de regeneracao envolve ajustes na
permeabilidade vascular, infiltracdo de células inflamatérias, remocdo dos
componentes celulares lesionados através da fagocitose, proliferacdo de
células satélites e posteriormente, fusdo destas para a formacdo de novas
fibras musculares, e finalmente a recuperacao da fungcao muscular(4).

Com base nestes eventos descritos, 0 processo de regeneragao
muscular pode ser dividido didaticamente em trés fases: fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de remodelamento. Portanto € imprescindivel saber
identificar em que fase o musculo lesionado se encontra para a escolha da
melhor alternativa de tratamento(5).

O crescente numero de lesbes musculares induz a ciéncia a buscar
novas opc¢bes de tratamento, que sejam mais eficientes e de facil
acessibilidade para a sociedade. Nos dias atuais, os tratamentos utilizados
para as lesdes musculares sdo os mesmos de alguns anos atras, incluindo o
uso de anti-inflamatérios(17), além do uso de diferentes terapias como
ultrassom terapéutico, estimulacdo elétrica(l), massagem(18), e mais
recentemente e com otimos resultados apresentados a
fototerapia(19)(20)(21)(22). Embora existam diversas opc¢des disponiveis, 0s
melhores tratamentos para lesdo muscular ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos, e existe uma grande variacdo na aplicabilidade de cada um
deles, o que depende muito da intensidade de cada lesdo(23). Com um bom

tratamento, em dose e periodo adequado, é possivel promover reparo
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muscular mais rapido e de melhor qualidade, muitas vezes garantindo a
integridade morfolégica e funcional do muasculo lesionado(24).
1.6. Terapiacom Laser de Baixa Poténcia (LBP)

Nos ultimos anos, a fototerapia tem se destacado por apresentar em
pouco tempo resultados significativos sem os indesejaveis efeitos colaterais
(25).

A fotobiomodulacao utiliza diferentes fontes de luz e dentre estas o laser de
baixa poténcia (LBP), que apresenta beneficios para o tecido muscular
podendo ser utilizado em diferentes formas de aplicacdo(22).

A maioria dos estudos descritos na literatura ainda se concentra na
investigagdo dos efeitos da fotobiomodulacédo utilizada apds a ocorréncia de
uma lesdo. Uma revisdo de literatura realizada previamente pelo nosso grupo
de pesquisa evidencia a diversidade de parametros e protocolos utilizados para
o tratamento utilizando LBP e os resultados encontrados, sendo na maioria
positivos para o processo de reparo muscular, sendo s principais efeitos
achados a reducdo do processo inflamatério, a modulacdo dos fatores de
crescimento e reguladores miogénicos e o aumento da angiogénese.(26)

Estudos demonstram efeitos positivos do laser quando aplicado no
espectro de luz vermelho e no infravermelho, promovendo diferentes resultados
de acordo com a forma de aplicacéo(27).

Quando aplicado apos lesdo muscular aguda, no modo vermelho o
LBP (660 nm; poténcia de saida de 20 mW, densidade de poténcia de 500
mW/cm?, densidade de energia 5 J/cm?, exposi¢do tempo 10 s) demonstrou ser
capaz de induzir uma melhor deposicdo e distribuicdo de colageno(28),
modular a expressdo das citocinas TNF-a e TGF-B(21), e de promover a
angiogénese e reduzir a mionecrose(5). No modo infravermelho o LBP (780
nm; poténcia de saida de 40 mW, densidade de poténcia de 1 W/cm?
densidade de energia de 10 J/cm? e tempo de exposicdo de 10 s) demonstrou
ser capaz de modular a expressdo génica de MyoD e IL-6(21).

A aplicagéo prévia (imediatamente antes da lesdo muscular aguda) do
LBP (780 nm; poténcia de saida de 40 mW, densidade de poténcia de 1 W/cm?
densidade de energia de 10 J/cm? e tempo de exposicdo de 10 s) demonstrou

ser capaz de induzir uma diminui¢do do infiltrado inflamatério e da mionecrose,
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induziu um aumento do numero de vasos sanguineos, do numero de fibras
musculares imaturas e da atividade da MMP-2, além de influenciar promovendo
melhor organizacdo e distribuicdo do colageno no tecido muscular durante o
processo de reparo muscular de ratos(22).

E quando aplicado previamente a lesdo muscular aguda associado ou
nao a aplicacdo poés lesdo, o LBP (780 nm; poténcia de saida de 40 mW,
densidade de poténcia de 1 W/cm? densidade de energia de 10 J/cm? e tempo
de exposicdo de 10 s) foi ser capaz de modular positivamente o estresse

oxidativo e as enzimas antioxidantes(22).

JUSTIFICATIVA

O alto indice de lesdo muscular requer um tratamento que promova
resultados eficazes e satisfatorios. Existe grande interesse em terapias que
promovam estes resultados, pois lesdes musculares s&o recorrentes no meio
clinico, principalmente na area desportiva, e a falta de um tratamento adequado
resulta no afastamento de atletas de suas atividades esportivas.

A fotobiomodulacdo despontou nos ultimos anos neste panorama como
uma alternativa inovadora, acessivel, sem efeitos colaterais, de facil aplicacdo
e com resultados positivos demonstrados na literatura no que diz respeito ao
reparo muscular. Embora existam varios estudos que descrevam os efeitos
positivos do LBP aplicado tanto prévio quanto apés a lesdo muscular, seus
efeitos ndo estdo completamente esclarecidos. Além disso, pouco ha escrito
sobre os efeitos da irradiacdo prévia do tecido muscular, associada ou nao a
irradiacdo poés-lesdo, sobre a qualidade e tempo deste processo. Entender
estes reais efeitos seria especialmente importante no caso individuos mais
susceptiveis a lesdo, ou seja, os atletas, uma vez que direcionaria o
estabelecimento de protocolos de irradiacéo prévia no sentido de melhorar a
gualidade do reparo na presenca de nova leséo.

Dessa forma, o presente estudo visou analisar o efeito do LBP aplicado
em diferentes momentos sobre o reparo muscular, tendo como finalidade

avaliar a eficacia do tratamento com LBP nos casos de lesdo muscular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v' O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
irradiacdo prévia com LBP infravermelho (780 nm) associada ou

ndo a irradiacdo pds-lesdo durante a regeneracdo muscular.

2.2 Objetivo Especifico

v Avaliar o efeito da irradiagdo com LBP infravermelho (780 nm)
aplicado previamente associado ou nao a irradiacéo pos sobre a
expressdo génica da calcineurina, miostatina e das diferentes
isoformas de Cadeias Pesadas de Miosina (CPMI, CPMilla,
CPMIIx e CPMIIb) durante o reparo do musculo esquelético de

ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para este projeto, a metodologia utilizada foi realizada de acordo com
as normas regulamentadoras do Conselho Nacional para o Controle de
Experimentacéo Animal (CONCEA). A mesma foi avaliada pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Nove de Julho (AN 25/2014, Anexo A), e
realizada no laboratério de pesquisa do Programa Mestrado e Doutorado em

Biofotdnica aplicada as Ciéncias da Saude da UNINOVE.

3.1. Animais

Foram utilizados 65 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
fémeas, pesando 250 g em média. Os animais foram mantidos no biotério da
UNINOVE em caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente de 22°C,
com umidade relativa de 40%, luminosidade controlada com ciclo de 12h

(claro/escuro), além de comida e 4gua ad libitum.

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos

experimentais:

v" Grupo Controle: Os animais ndo foram submetidos ao
procedimento de criolesdo, mas foi realizada a remocao bilateral do
musculo tibial anterior (TA) (n=5);

v" Grupo Criolesdo ndo tratado: Foi realizada a criolesdo no
musculo TA, e 0s mesmos nao receberam tratamento (n= 20);

v Grupo Criolesao tratado previamente com LBP: Foi realizada
uma Unica irradiagdo com LBP 780 nm imediatamente antes da

criolesdo no musculo TA (n= 20);

22



v Grupo Crioleséo tratado com LBP pré e pés-lesdo: Os animais
receberam irradiacdo com LBP previamente a inducdo da lesao

associado com a irradiacéo pos-leséo (n= 20).

Os animais lesionados, irradiados ou nao, foram avaliados nos

periodos experimentais de 1, 3, 7 e 14 dias.

3.3. Irradiacdo com Laser de Baixa Poténcia (LBP)

A irradiagcdo com o LBP foi realizada com os parametros descritos na
Tabela 1 (Alves et al, 2014, Ribeiro et al 2015). Para tal finalidade, o laser
utilizado foi o Twin Laser® (MM Optics, Sao Carlos — SP, Brasil).

Tabela 1: Pardmetros do laser de baixa poténcia.

Meio ativo Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl)

Comprimento de onda | 780 nm

Area do feixe 0,04 cm?

Poténcia média 40 mW

Densidade de poténcia | 1 W/cm?

Densidade de energia | 10 J/cm?

Energia por ponto 0,4J

Total de pontos 8 pontos
Tempo por ponto 10 segundos
Tempo total 80 segundos
Energia total 3,2J

A irradiagéo foi feita diretamente sobre a pele do musculo TA em oito
pontos imediatamente antes da criolesdao (Figura 1B) conforme descrito
previamente por Ribeiro et al., 2015. No grupo Crioleséo tratado com LBP pré e

pos-lesao, a irradiacdo também foi feita 2 horas apods a inducao da criolesao e
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diariamente até o fim do protocolo experimental(29),(27). Como demonstrado
na Figura 1, o laser foi aplicado em angulo de 90 graus entre 0 emissor e a
pele do animal para evitar refracdo do feixe. No inicio e final do procedimento
experimental, a poténcia de emissdo de luz do laser foi aferida utilizando o
“Laser Check Power Meter” (Coherent, Santa Clara, CA, USA).

Figura 1. Irradiacdo com LBP. (A) Equipamento; (B) Pontos irradiados; (C)
Realizacdo da irradiacdo antes da inducdo da lesdo; (D) Realizacdo da
irradiacao apos a inducdo da lesdo muscular(31).

3.4. Procedimento de Criolesédo

Foi induzida a lesdo muscular no musculo TA pelo procedimento de
criolesdo. Este modelo esta descrito na literatura(30),(28),(5),(29), e foi
selecionado por produzir a resposta natural do musculo mediante a lesédo, além
de produzir lesbes com caracteristicas homogéneas, com areas bem definidas,
proporcionando pouca variabilidade na severidade da mesma. Antes de realizar
0 procedimento de criolesdo, os animais foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de anestésico a base de Ketamina 10% (100 mg/Kg) e Xilazina
2% (10mg/Kg). As seringas utilizadas para a aplicacdo da anestesia foram
seringas de modelo insulina. ApGs a anestesia foi realizada a tricotomia e em
seguida foi realizada a irradiacdo com LBP antes da criolesdo nos grupos
irradiados.

Como demonstrado na Figura 2, para o procedimento de crioleséo, o
musculo TA do animal foi exposto cirurgicamente, e a criolesédo foi realizada
por meio de duas aplicacdes (duracdo de 10 segundos cada uma) diretamente
na superficie ventral do musculo, utilizando bastdo metalico (de 3 mm com

extremidade plana) previamente resfriado em nitrogénio liquido. Apés o

24



procedimento de crioleséo, foi realizada a sutura das areas incisadas, para a
sutura sera utilizado fio de poliamida (5.0) e os animais ficaram mantidos em
gaiolas (Figura 2).

Figura 2: Demonstracdo do procedimento de criolesdo desde a

tricotomia e exposicao do musculo TA até a sutura (31).

3.5. Eutanésia e obtencdo das amostras musculares

Os animais lesionados, irradiados ou nao, foram eutanasiados por
superdose de anestésicos (400 mg/Kg Ketamina 10%); 40 mg/Kg Xilazina 2%)
em 1, 3, 7 e 14 dias. J4 os animais do Grupo Controle foram eutanasiados logo
no primeiro dia do experimento.Os muasculos TA foram removidos e as
amostras musculares foram destinadas a andlises de expressdo génica das

CPMs, da calcineurina e da miostatina por PCR em tempo real.

3.6. Andlise pela técnica de PCR (Reacdao em Cadeia da
Polimerase) em tempo real — Avaliacdo da expressdo génica de CPMs
(CPMI, CPMlla, CPMIIb e CPMIIx), Calcineurina e Miostatina

3.6.1. Extracdo do RNA total

Para a extracdo do RNA, foram utilizadas entre 80 e 100 mg de

amostras musculares, que foram maceradas em nitrogénio liquido. Na
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sequéncia, o tecido foi homogeneizado em 1 ml do reagente TRIzol (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil), para iniciar o isolamento do RNA total. Ocorreu lise celular.
Apo6s a lise celular, foram adicionados 300 pl de cloroférmio gelado, incubado
em temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugado a 10.200 rpm durante
15 minutos a 4°C, sendo a fase aquosa superior contendo o RNA total
transferida para um novo microtubo. Em seguida, foram adicionados 750 pl de
alcool isopropilico gelado, incubado em temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugado a 10.200 rpm durante 10 minutos a 4°C, para precipitagdo do RNA
total.

O sobrenadante foi descartado e adicionado 1 ml de alcool 75% gelado
no precipitado de RNA total que foi centrifugado a 8.400 rpm durante 5 minutos
a 4°C, entdo o alcool foi descartado e o0 RNA total ressuspendido em 20 ul
agua livre de RNAse e as amostras armazenadas a -80° C. Para analise da
integridade do RNA total, 1 pg de RNA foi analisado por meio de eletroforese
em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo. O RNA total foi
guantificado em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) com comprimento de onda
260 e 280 nm por espectrometria em 260nm e todas as amostras foram
tratadas com DNAse (Invitrogen) para evitar contaminacdo com DNA
gendmico.

Todas as solucdes utilizadas para os procedimentos descritos foram
preparadas com agua livre de RNAse tratada com 0,01% de DEPC e, além
disso, os materiais plasticos e vidraria também receberam tratamento contra
RNAse.

3.6.2. Sintese do DNA Complementar (cDNA)

Para obtencdo de DNA, o RNA total foi submetido a reacdo de
transcricéo reversa utilizando-se o High Capacityc DNA Reverse Transcriptions
Kit (Applied Biosystems) para a obtencdo do cDNA. Em um tubo de 0.5 ml
foram adicionados 1 pg de RNA total, 1 pl de DNAse |, 1 ul de 10X buffer
DNAse do “DNAse | amplication grade kit” (Invitrogen) e agua livre de RNAse
tratada com 0,01% de DEPC para obter um volume total de 10 pl. Os reagentes
foram misturados apropriadamente e incubados em temperatura ambiente por

15 minutos e, em seguida, adicionado 1 pl de 25 mM de EDTA e aquecidas em
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termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg,
Alemanha) por 10 minutos a 65°C para inibir a atividade de DNAse. Entéo, foi
preparado um mix para cada reacao contendo 2 pl de 10X RT buffer, 0,8 ul de
25X dNTP Mix (100 mM), 2 ul de 10X RT Random Primers, 1 pl de RNAse Out
(Invitrogen), 1 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e agua livre de
RNAse para obter volume final de 10 pl.

O mix foi adicionado a cada tubo, misturando adequadamente e,
depois, incubado em termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient,
Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e submetido a 25°C por 10 minutos

seguidos de 120 minutos a 37°C e 85°C por 5 minutos.

3.6.3. PCR em Tempo Real Quantitativo

Para a avaliagdo das CPMs (CPMI, CPMlla, CPMIIb e CPMIIx), da
calcineurina e miostatina foi utilizado um termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems Carlsbad, CA, USA), flouré6foro SYBR® Green |
(SYBR Green Master Mix®, Apllied Byosistems) e primers (oligonucleotideos
iniciadores) especificos para as proteinas calcineurina e miostatina, bem como

para as diferentes isoformas das cadeias pesadas de miosina.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados para analise da expressao génica

Primers GenBank Forward Reverse
Miostatina | NM_005259.2 | CTA CCACGGAAACAATCATTA AGCAACATTTGGGCTTTCCAT
Calcineurina | D90035.1 AGGCGATTGATCCCAAGTTG GGAAATGGAACGGCTTTCAC
MHC | X15939 GAA TGG CAA GAC GGT GAC TGT GGAAGC GTA CCT CTC CTT GAG A
MHC lla | XM_340817 ATG ACAACT CCTCTC GCTTTGG | TTAAGC TGG AAA GTG ACC CGG
MHC IIx XM_213345 CCA ATG AGA CTA AGA CGC CTG G | GCT ATC GAT GAA TTG TCC CTC G
MHC IIb NM_019325.1 | GAAC ACG AAG CCT GTC ATC CA AGG TTT CGA TAT CTG CGG AGG
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GAPDH

NM_002046

GCATCCTGGGCTACACTGA

CCACCACCCTGTTGCTGTA

Para

realizar

a comparacao dos

resultados entre 0s grupos

experimentais, as unidades arbitrarias foram calculadas da seguinte forma:

Unidade Arbitraria = 2 -AACT,

Sendo AACT = ACT amostra — ACT controle

3.7. Andlise Estatistica

(CT: “thresholdcycle”).

Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste

Kolmogorov-Smirnov e os dados foram expressos em média e desvio-padréo,

pois aderiram a curva de Gauss. A comparagdo entre os grupos foi realizada

pela ANOVA (dados paramétricos). O Teste de contraste (Pds-Hoc) utilizado foi

o Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes se p<

0,05 e foram analisados por meio do programa BioStat 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Artigo a ser submetido a revista Lasers in Surgery and
Medicine.

Fotobiomodulacdo em diferentes momentos na expressdo génica das
cadeias pesadas de miosina, calcineurina e miostatina durante o

processo de reparo do musculo esquelético de ratos

RESUMO

A maturacado de novas fibras musculares e a recuperacdo do desempenho funcional
do tecido lesado dependem de proteinas envolvidas no trofismo muscular, tais como a
miostatina (MSTN) e a calcineurina (CaN), que podem influenciar as caracteristicas fenotipicas
das fibras determinadas pela composi¢éo isoformal das Cadeias Pesadas de Miosina (CPMs)
presente na unidade contratil do musculo. A fotobiomodulacdo (PBM) com laser de baixa
poténcia (LBP) durante o processo de reparo muscular tem sido destaque devido aos varios
efeitos positivos. Os beneficios também foram demonstrados com irradiacdo prévia as lesoes.
No entanto, existem poucos estudos sobre irradiacao prévia associada a irradiagédo pos e nao
ha literatura descrevendo os efeitos da LBP sobre a expressao de calcineurina, miostatina e
CPMs. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do LBP aplicado previamente a leséo
muscular, associada ou ndo a irradiacéo pés sobre a expressdo génica de calcineurina,
miostatina e CPMs durante o processo de reparo muscular. Foram utilizados 65 ratos Wistar,
divididos em quatro grupos: Controle (n = 5); Leséo (n = 20); LBP + Leséo (n = 20) e LBP +
Lesdo + LBP (n = 20). A leséo foi induzida por criolesdo no musculo TA. Os grupos lesionados
foram eutanasiados em 1, 3, 7 e 14 dias apés a lesdo. A irradiacao prévia com LBP associada
ou ndo com irradiagdo pos foi realizada com o laser AsGaAl (780 nm) com os parametros: 10J /
cmz?; 40mW; 10 segundos por ponto; 8 pontos; 3,2 J de energia total. No final do protocolo, os
musculos TA foram removidos para andlise de expressao génica de CPMs, calcineurina e
miostatina por PCR em tempo real. A comparac¢éo entre os grupos foi realizada por
ANOVA/Tukey (p<0,05). A irradiacéo prévia reduziu a expressao de miostatina em dias. A
irradiacd@o prévia associada a pos-irradiacédo reduziu a expresséo da calcineurina em 14 dias e
aumentou a expressdo da miostatina no mesmo periodo. Quanto a expressao de CPMs, o LBP
modulou o processo de reparo muscular principalmente na fase aguda, diminuindo expresséo
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de CPM | e CPM lIx (LBP pré) em 1 dia e aumentando expressdo de CPM IIx em 3 dias (LBP
pré e pos-lesédo), e ndo provocando alteracdo nos niveis de um musculo saudavel das outras
isoformas. Em concluséo, o LBP foi capaz de modular proteinas importantes para 0 processo
de reparo muscular (CPMs, calcineurina e miostatina) sendo mais evidente seus efeitos
guando adotado o regime de aplicacdo prévia associada a irradiacao pés-lesao.

Palavras-chave: Fotobiomodulacéo, terapia a laser de baixa intensidade, musculo esquelético,

regeneracdao, calcineurina, miostatina, fototerapia.
INTRODUCAO

Lesbes musculares sdo comuns e frequentemente afetam atletas,
resultando em uma reducdo de desempenho, perda de competicbes e até
mesmo no afastamento do profissional da modalidade esportiva [Jarvinen et al.,
1993]. ApG6s uma lesédo, ha uma série de eventos biolégicos que integram o
processo de reparagdo tecidual ocorre para a recuperagdo funcional do
musculo lesionado [Piovesan et al.; 2013]. Estes eventos séo divididos em trés
fases interdependentes: inflamatéria, reparacéo / fibrose e remodelacéo [Souza
et al., 2011]. A maturacdo de novas fibras musculares e a recuperacdo do
desempenho funcional do tecido lesado dependem de proteinas envolvidas no
trofismo muscular, como a miostatina (MSTN) e a calcineurina (Cn) que podem
influenciar as caracteristicas fenotipicas das fibras musculares, que sé&o
determinadas pela composicédo das isoformas das cadeias pesadas de miosina
(CPMs), principal proteina presente na unidade contratil do tecido muscular
[Dyar et al., 2015].

Cn pode estar envolvida no ganho e na perda do musculo [Friday et al.,
2000] bem como com a mudanca no perfil fenotipico das fibras musculares
esqueléticas [Dyar et al., 2015]. Quando expressa em maior quantidade, pode
afetar as fibras através da inducdo de uma transicdo de um fenétipo de
contracao rapida para um fenétipo de contracdo lenta [Kielbasa et al., 2011]. A
MSTN €& um membro da familia TGF-B também conhecida como fator de
crescimento e diferenciagdo 8, e é um potente regulador negativo do
crescimento muscular [Fedoruk et al., 2008].

No tecido humano, séo expressos quatro tipos de isoformas de CPM
responsaveis pelas diferencas funcionais do musculo esquelético: fibras de
contracao lenta tipo | (CPM 1) e fibras de contracéo rapida tipo Il subdivididas
em tipo lla (CPM lla), tipo IId (CPM IId - CPM lIx em ratos) e tipo llb (CPM IIb)
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[Choi et al., 2009]. Além de fibras puras, ha fibras "hibridas", que expressam
duas ou mais isoformas de CPM [Drzymala et al., 2012].

Entre os tipos de tratamentos disponiveis para lesbes musculares, a
terapia a laser de baixa intensidade (LBI) tem sido destacada por seus efeitos
positivos no processo de reparo. Estudos tém demonstrado que a LBP é capaz
de beneficiar a regeneracdo muscular quando aplicado previamente a leséo
muscular aguda [Ribeiro et al, 20115; Ribeiro et al; 2016], apds leséo
[Mesquita-Ferrari et al.,, 2011; Alves et al., 2014] bem como aplicada
previamente, associado ou ndo com irradiacao pos-leséo [Ribeiro et al, 2016].

Quando aplicado apos lesdo aguda, no modo vermelho o LBP (660 nm;
poténcia de saida de 20 mW, densidade de poténcia de 500 mW/cm?,
densidade de energia 5 J/cm?, exposicédo tempo 10 s) demonstrou ser capaz de
induzir uma melhor deposicéo e distribuicdo de colageno [Baptista et al., 2011],
modular a expressédo das citocinas TNF-a e TGF-B [Mesquita-Ferrari et al.,
2011] e de promover a angiogénese e reduzir a mionecrose [Souza et al.,
2011]. No modo infravermelho o LBP (780 nm; poténcia de saida de 40 mW,
densidade de poténcia de 1 W/cm? densidade de energia de 10 J/cm? e tempo
de exposicao de 10 s) demonstrou ser capaz de modular a expressao de os
fatores regulatérios miogénicos MyoD e miogenina, e citocina IL-6 [Alves et al.,
2016].

A aplicacdo prévia (imediatamente antes da lesdo muscular aguda) do
LBP (780 nm; poténcia de saida de 40 mW, densidade de poténcia de 1 W/cm?
densidade de energia de 10 J/cm? e tempo de exposicdo de 10 s) demonstrou
ser capaz de induzir uma diminui¢ao do infiltrado inflamatoério e da mionecrose,
induziu um aumento do nimero de vasos sanguineos, do numero de fibras
musculares imaturas e da atividade da MMP-2, além de influenciar promovendo
melhor organizacdo e distribuicdo do colageno no tecido muscular durante o
processo de reparo [Ribeiro et al., 2015]. E quando aplicado pré
(imediatamente antes da lesdo muscular aguda) e pos leséo aguda, o LBP (780
nm; poténcia de saida de 40 mW, densidade de poténcia de 1 W/cm?
densidade de energia de 10 J/cm? e tempo de exposicdo 10 s) demonstrou ser
capaz de reduzir o estresse oxidativo [Ribeiro et al., 2015].

Embora o LBP tem demonstrado consideravel capacidade para

acelerar e modular o processo de reparo tecidual muscular, ndo ha relato na

31



literatura se este recurso terapéutico é capaz de alterar as caracteristicas
fenotipicas em novas fibras musculares. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi analisar os efeitos da irradiacdo com LBI aplicada em diferentes
momentos sobre a expressao de génica de isoformas de CPMs (I, lla, lIx e 1Ib),
MSTN e Cn durante o processo de reparo muscular apos crioleséo.

MATERIAIS E METODOS

Sessenta e cinco ratas Wistar, com peso médio de 250 g, foram
utilizadas para este estudo. Os animais foram mantidos em laboratério na
Universidade nove de Julho (UNINOVE), em caixas plasticas adequadas, a
temperatura ambiente de 22 ° C, com umidade relativa de 40%, brilho
controlado com um ciclo de 12h (claro / escuro), além de alimentos e agua ad
Libitum, em conformidade com as normas regulamentadoras do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Nove de
Julho (AN 25/2014 - Anexo A).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: Grupo Controle, no qual houve apenas remoc¢édo do musculo TA
(n =5); Grupo Lesao, no qual foi realizada a criolesédo no musculo tibial anterior
dos animais, e ndo receberam tratamento (n = 20); LBP + leséo, irradiacéo
recebida com LBP 780 nm imediatamente antes da criolesdo no musculo tibial
anterior (n = 20); LBP + lesé&o + LBP, receberam irradiagdo com LBP antes da
crioleséo associada a irradiagédo pos-lesao até o final do periodo experimental
(n = 20).

Os animais lesados irradiados ou néo, foram avaliados nos periodos
experimentais de 1, 3, 7 e 14 dias. A irradiagdo foi realizada diretamente na
pele do musculo tibial anterior em oito pontos imediatamente antes da
criolesdo, conforme descrito anteriormente por Ribeiro et al., 2015.

No grupo LBP + lesédo + LBP, a irradiacdo pré e pos também foi

realizada 2 horas apoés a inducéo da leséo. E diariamente até o final do
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protocolo experimental [Alves et al., 2014, Ribeiro et al., 2016]. Os parametros

utilizados sdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Parametros de laser de baixa intensidade

Meio ativo Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl)
Comprimento de onda 780 nm
Area do feixe 0,04 cm?
Poténcia media 40 mW
Densidade de poténcia 1 W/cm?
Densidade de energia 10 J/cm?
Energia por ponto 041J

Total de pontos 8 pontos
Tempo por ponto 10 segundos
Tempo total 80 segundos
Energia total 3.2

Para o procedimento de criolesdo, os animais foram anestesiados com
Ketamina 10% (100 mg/kg) e Xilazina 2% (10 mg/kg). Apés a anestesia, a
regiao foi limpa, entdo foi a tricotomia foi realizada e, em seguida, a irradiacao
com LBP foi feita antes da criolesdo nos grupos irradiados. O musculo tibial
anterior do animal foi exposto cirurgicamente e a criolesao foi realizada por

duas aplica¢des (duracdo de 10 segundos cada) diretamente na superficie
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ventral do musculo, utilizando uma haste metalica (3 mm com extremidade
plana) previamente resfriada em nitrogénio liquido. Conforme descrito
[Miyabara et al, 2005; Alves et al, 2014; Ribeiro et al, 2015; Ribeiro et al, 2016].
ApOGs a inducdo da lesdo, as areas incisadas foram suturadas com fios de
poliamida.

Os animais lesionados irradiados ou n&o, foram eutanasiados por
superdose de anestésicos via intraperitoneal a 1, 3, 7 e 14 dias. Os animais do
Grupo Controle foram eutanasiados no primeiro dia do experimento. Os
musculos TA foram removidos e as amostras musculares foram analisadas

guanto a expressao de genes e proteinas.

Anélise da expressdo génica de CPM |, CPM lla, CPM IIb e CPM lIx,

calcineurina e miostatina por PCR em tempo real.

As amostras musculares foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas com 1 ml de reagente TRIzol (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil)
para extracdo de RNA total. Em seguida, o RNA total foi quantificado por
espectrofotometria e todas as amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen)
para evitar a contaminacdo com DNA gendmico. Para obter o cDNA, o RNA
total foi submetido a reacédo de transcricao inversa usando o High Capacityc
DNA Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) incubado num
termociclador (Thermocycler Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemanha). Um Thermocycler 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems Carlsbad, CA, EUA), SYBR Green Master (SYBR Green Master
Mix®, Apllied Byosistems) e primers, oligonucleotideos iniciadores especificos
para a calcineurina, miostatina, e para as diferentes isoformas de cadeia
pesada de miosina (Tabela 2) foram utilizados para a avaliagdo da expressao
génica. A quantificacao foi realizada utilizando o método 2-AACT.

Tabela 2. Descricdo das sequéncias de primers utilizados

Primers GenBank Forward Reverse
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Miostatina | NM_005259.2 | CTA CCACGGAAACAATCATTA AGCAACATTTGGGCTTTCCAT
Calcineurina | D90035.1 AGGCGATTGATCCCAAGTTG GGAAATGGAACGGCTTTCAC
MHC | X15939 GAA TGG CAA GAC GGT GAC TGT GGAAGC GTA CCT CTC CTT GAG A
MHC lla XM 340817 ATG ACAACTCCTCTCGCTTTGG | TTAAGC TGG AAA GTG ACC CGG
MHC lIx XM_213345 CCA ATG AGA CTAAGACGC CTG G | GCTATC GAT GAATTG TCCCTCG
MHC lIb NM_019325.1 | GAAC ACG AAG CCT GTC ATC CA AGG TTT CGA TAT CTG CGG AGG
GAPDH NM_002046 GCATCCTGGGCTACACTGA CCACCACCCTGTTGCTGTA

Andalise Estatistica

b

Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de

Kolmogorov-Smirnov e os dados foram expressos como média e erro padréo

da média por aderéncia a curva de Gauss. A comparacao entre os grupos foi

realizada por ANOVA (dados paramétricos). O teste de Contraste (Post-Hoc)

utilizado foi

Tukey. Os

resultados foram considerados estatisticamente

significativos, desde p<0,05 e foram analisados pelo programa BioStat 5.0.
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RESULTADOS

Expressao génica de Miostatina

Os resultados demonstram que, apos 3 dias, houve uma reducdo dos
niveis de mMRNA de miostatina no grupo irradiado previamente em comparacao
aos grupos controle e lesdo sem irradiacdo. Ap6s 14 dias, a irradiacdo prévia

associada a irradiacdo p6s induziu um aumento da expressao da miostatina em

1 dia 3 dias
2.5+ 2.5+
—_ 2.0 —_ 2.0
<< <
a 2 Hkok
s 1.5 = 1.5 -
= -1 ~ ) =
S 1.04 2 % S od % g
& s g [ ks *
= 0.5 = o5 k *x
0.0 0.0LlL K BERR B
Controle Lesao LBP + LBP + Controle Lesio LBP + LBP +
Lesdo Lesdo + Lesdao Lesao+
LBP LBP
Grupos Experimentais Grupos Experimentais
7 dias 14 dias *
2.5+ 2.51 >
*h*k
— 2.0 = 2041 T
< -
g 2 R
Té‘ 1.5 < 1.5+
"E —pe— i = - — - T
5 104 == 47a? Tale b7 B BT S5 petedd K ’
k) A= E K
= 0.5 = 0.5 E
0.0 o 0.0- E .o 20
Controle Lesao LBP + LBP + Controle Lesao LBP + LBP + )
Lesdao Lesdo+ Lesdo Lesdo+
LBP LBP

Grupos Experimentais Grupos Experimentais



relagéo aos outros grupos. Nao houve diferenca entre os grupos experimentais
apos 1 e 7 dias (figura 1).

Figura 1. Expressdo génica de miostatina em 1, 3, 7 e 14 dias apés lesdo
aguda no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrdo da
média (ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo

lesdo. *** p<0,05 vs LBP + Lesao.

Expresséo génica de Calcineurina

Os resultados demonstram que ap6s 1 dia houve uma reducédo dos
niveis de RNAm de calcineurina quando comparados com o grupo de controle
com a irradiacdo prévia e prévia associada a pos. Apés 3 dias, a expressao de
calcineurina diminuiu no Grupo Lesé&o e no irradiado previamente em relagéo
ao grupo de controle. Porém neste mesmo periodo, houve um aumento na
expressao no grupo irradiado pré e pds-lesdo comparado com o Grupo Leséo e
irradiado previamente. Apds 7 dias, a expressédo de calcineurina diminuiu no
Grupo Leséo, no grupo irradiado previamente e no grupo com irradiacéo pré e
pés em relacdo ao grupo de controle. Ja apés 14 dias, houve diminuicdo na
expressdo de calcineurina no Grupo Lesao, no grupo irradiado previamente e
no grupo com irradiacéo pré e pds em relagéo ao grupo de controle. No mesmo

periodo houve também diminuicdo desta expressdo no grupo irradiado pré e
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pos-lesdo em relacdo ao Grupo Leséo e no grupo irradiado previamente (figura
2).

Figura 2. Expressdo génica de calcineurina em 1, 3, 7 e 14 dias ap0s lesao
aguda no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrdo da
média (ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo

lesdo. *** p<0,05 vs LBP + Lesao.
Expressado génica de CPM |

Os resultados demonstram que, apos 1 dia, houve um aumento nos
niveis de RNAm de CPM | em relagcdo ao grupo de controle. No mesmo
periodo, houve uma reducdo da expressdo de CPM | no grupo irradiado
previamente comparado com o grupo lesdo. Contudo, 0 grupo que recebeu
irradiacdo pré e pos-lesdo mostrou um aumento na expressdo de CPM | em
relacdo ao grupo controle e ao grupo irradiado previamente. Apos 3 dias, houve
um aumento na expressdo de CPM | no grupo irradiado pré e pds-lesdo em
relacdo ao grupo previamente irradiado. Apds 7 e 14 dias ndo houve diferenca
entre os grupos experimentais (figura 3).
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Figura 3. Expresséo génica de CPM | em 1, 3, 7 e 14 dias ap0s lesdo aguda
no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrao da média
(ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo leséo. ***
p<0,05 vs LBP + Leséo.

Expressédo génica de CPM lla

Os resultados demonstram que, ap6s 1 dia houve reducdo da
expressdo de CPM lla no grupo irradiado previamente em relagdo ao grupo
controle. Apds 3 dias, houve diminuicdo na expressdo do CPM lla nos grupos
lesdo e irradiado previamente em relagdo ao grupo de controle, e um aumento
desta expressdo no grupo irradiado pré e pos-lesdo em relagdo ao grupo
irradiado previamente. Apés 7 e 14 dias, ndo houve diferenca entre os grupos

experimentais (figura 4).
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Figura 4. Expressédo génica de CPM lla em 1, 3, 7 e 14 dias ap6s lesdo aguda
no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrdo da média
(ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo leséo. ***
p<0,05 vs LBP + Leséo.

Expressado génica de CPM lIx

Os resultados mostram que em 1 dia houve reducédo da expressao de
CPM lIx no grupo irradiado previamente em comparagdo com 0S grupos
controle e lesdo, enquanto a irradiagdo pré e pos-lesdo mostrou um aumento
na expressao de CPM lIx em relacdo ao grupo irradiado previamente. Apos 3
dias, houve uma diminuicdo na expressao de CPM lIx no grupo lesdo e
irradiado previamente em comparagcdo com 0 grupo controle e um aumento
desta expressao de no grupo pré e pos-lesdo em comparagcdo com 0 grupo

lesdo e irradiado previamente. Entretanto, houve diminuicdo na expressao de
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CPM lIx no grupo irradiado pré e pos-lesdo em relagcdo aos outros grupos apoés
14 dias. Apds 7 dias, ndo houve diferenca significante entre os grupos

experimentais (figura 5).
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Figura 5. Expressédo génica de CPM lIx em 1, 3, 7 e 14 dias apés lesédo aguda
no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrao da média
(ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo lesdo. ***
p<0,05 vs LBP + Leséo.

Expresséo génica de CPM b

Os resultados demonstram que em 3 dias houve uma diminuicdo na
expressdo de CPM IIb nos grupos leséo e irradiado previamente em relacao ao
grupo controle e um aumento desta expressdo no grupo irradiado pré e poés
lesdo em relagdo ao grupo irradiado previamente neste mesmo periodo. N&o
houve diferenca na expressédo de CPM IlIb entre os grupos experimentais apos

1, 7 e 14 dias (figura 6).
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Figura 6. Expressédo génica de CPM Ilb em 1, 3, 7 e 14 dias apds lesdo aguda
no musculo tibial anterior. Dados expressos em média e erro padrdo da média
(ANOVA / Tukey). * P <0,05 vs grupo de controle. ** p <0,05 vs grupo lesdo. ***
p<0,05 vs LBP + Leséo.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Lesbes musculares ocorrem com grande frequéncia, e sdo muito
recorrentes nos esportes podendo levar a diminuicdo no desempenho, o que
pode resultar em perda de competi¢cdes e, em muitos casos, no afastamento do
profissional evidenciando que um tratamento eficaz € uma prioridade na pratica

clinica e no ambiente esportivo [Jarvinen et al., 1993]. Embora n&o exista
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consenso sobre o melhor tratamento para as lesées musculares, a terapia com
LBP tem demonstrado efeitos positivos sobre o processo de reparo muscular
em diferentes modelos experimentais e em estudos clinicos.

O objetivo do presente estudo foi buscar verificar qual a influéncia da
aplicacao prévia do LBP, no musculo ainda saudavel, induzir uma lesédo aguda
gue mimetiza uma contusdo e entdo verificar como ocorreria 0 reparo nesta
situacdo e também na presenca de um tratamento adicional com LBP apds
esta lesdo principalmente no que se refere a expressao de algumas proteinas
chave para o processo de reparo muscular.

A miostatina € uma proteina que possui um mecanismo de acéo
relacionado ao crescimento muscular e pode ser um regulador negativo do
desenvolvimento do musculo esquelético [Fedoruk et al., 2008]. Além de ser
um regulador de crescimento, a miostatina pode inibir o desempenho de fatores
de transicdo, como MyoD e miogenina [Piovesan et al., 2012]. O presente
estudo demonstra que o comportamento da expressdo do gene da miostatina
varia de acordo com o momento de aplicacdo do LBP. A aplicacdo prévia do
LBP foi capaz de reduzir a expressao de miostatina em trés dias apos a leséo,
porém esta expressao foi aumentada em 14 dias, quando o LBP foi aplicado
antes e apos lesdo. Esta diminuicdo pode ter ocorrido devido ao fato de que o
processo de reparo € avancado no final do processo, sem a necessidade de
crescimento muscular, justificando o aumento da expressdo desta proteina
neste periodo. Alves et al., 2016 avaliaram o efeito de LBP (780 nm, 40 mW,
3,2J) antes e apls a lesdo, e demonstraram que apenas o LBP aplicado apés
lesdo aumentou a expressdo de RNAmM de MyoD aos 3 e 7 dias assim como a
expressdo de RNAm de miogenina aos 14 dias.

A calcineurina, entre suas participacées nos processos fisiolégicos,
esta envolvida na mudanca do fenétipo da fibra. Quando ativada, a calcineurina
participa na regulacdo da transcricdo génica de fibras musculares, interferindo
na alteracdo no fendtipo da fibra, induzindo uma transicdo de um fenaotipo de
contracao rapida para um fenotipo de contracao lenta [Kielbasa et al., 2011]. O
papel da calcineurina no fenétipo da fibra tem sido descrito ha alguns anos,
Chin et al., 1998 relataram que a expressao do gene especifico da fibra nos
musculos esqueléticos é controlada por uma via de sinalizacdo que envolve a

calcineurina, e demonstraram que a inibicdo de sua atividade promove
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mudanca no fenoétipo de fibra lenta para um fendétipo de fibra rdpida. Além de
influenciar a mudanca no fendtipo da fibra, Sakuma et al., 2010 demonstraram
gue a calcineurina € um potente regulador do remodelamento muscular, pois
aumenta a diferenciacdo através da regulagdo positiva da miogenina e
regulagcdo negativa da miostatina. O presente estudo demonstra que o
comportamento da expressdo do gene da calcineurina também variou de
acordo com a forma de aplicacdo do laser de baixa poténcia. O LBP aplicado
previamente a leséo reduziu a expressao de calcineurina aos 1, 3, 7 e 14 dias.
Quando aplicada antes e ap0s a lesdo, esta expressdo aumentou em relagéo a
aplicacao prévia em 1, 3 e 7 dias, mas esta expressao foi reduzida em relacéo
a aplicacdo prévia em 14 dias.

As CPMs sao parte da estrutura da proteina muscular principal
(miosina) e estdo envolvidas na taxa de for¢ca desenvolvida [Oe et al., 2016] e
na velocidade maxima de encurtamento das pontes cruzadas de actina e
miosina, (Trevino et al., 2016). Além de serem as cadeias dominantes da
miosina, as CPMs séo consideradas responsaveis pelas diferencas funcionais
do musculo esquelético [Schiaffino & Reggiani, 2011]. O comportamento de
CPMs frente a irradiacdo com LBP ainda ndo esta claro na literatura. O
musculo tibial anterior, analisado no presente estudo, possui as quatro
isoformas de CPM, porém de acordo com a literatura existe uma
predominancia das isoformas de contracéo rapida (tipo 1) no masculo TA. Em
ordem de predominancia no TA, CPM lla é a isoforma expressa em maior
guantidade, seguida por lIx, llb e a menor quantidade expressa é a CPM |
[Drzymala et al., 2012]. Como a calcineurina influencia a transicdo de fenétipo
rapido para lento, a expressdo de CPM seguiria as transi¢des lla para lIx e |
para lla [Boff, 2008].

O presente estudo demonstra que 0 comportamento da expressao das
CPM variou amplamente de acordo com a aplicacdo do laser de baixa
poténcia.

A irradiagcdo prévia diminuiu a expressdo de CPM lix em 1 dia e a
expressdo de CPM Ilb em 3 dias, enquanto a irradiagcdo pré e poés-lesao
aumentou a expressao de CPM IlIx em 3 dias, diminuindo a expressao desta
mesma isoforma (CPM IlIx) em 14 dias. Dos quatro tipos de CPMs, 0 mais

rapido € o tipo llb, e deste houve diminuicdo somente com irradiacéo préevia
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ap6s 3 dias, nos demais periodos, sua expressao foi mantida nos niveis
encontrados em musculo saudavel/controle.

Estudos com irradiacdo prévia também mostraram efeitos positivos no
processo de reparo muscular, pois podem promover um efeito protetor no
musculo, uma vez que esta influéncia na atividade celular inibe ou estimula
certas funcdes quimicas e fisiolégicas do musculo. Ribeiro et al.,, 2015
demonstraram que o LBP (AsGaAl 780 nm; 10 J/ cm2; 40 mW,; 10 s porponto;
8 pontos; 3,2 J) quando aplicada antes da criolesdo reduziu o infiltrado
inflamatdrio apos trés dias, mionecrose ap0s um e trés dias e aumentou o
namero de vasos sanguineos apoés trés e sete, também se observou um
aumento na atividade da MMP-2 e melhor organizacdo, distribuicdo e
deposicao de colageno. Ribeiro et al., 2016 demonstraram que a irradiacédo
prévia associada a irradiagdo pds modularam positivamente a atividade de
enzimas antioxidantes e reduziram marcadores de estresse durante o processo
de reparo muscular, aplicado tanto no vermelho quanto no infravermelho.

Em conclusdo, a fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia foi
capaz de modular positivamente o processo de reparo muscular em relacdo a
funcionalidade da fibra e trofismo. O LBP diminuiu a expressao da calcineurina
na fase cronica, quando sua funcdo nédo fica tdo evidente, e aumentou a
expressdo da miostatina em 14 dias, periodo no qual ndo ha mais necessidade
de crescimento muscular, mantendo assim o equilibrio entre essas duas
proteinas. Foi também capaz de modular positivamente a expressdo das
isoformas de CPMs na fase aguda, com o aumento da expressédo de CPM IIx
em 3 dias, e mantendo a expressao das outras isoformas em um nivel préximo
ao encontrado em musculo saudavel/controle. Contudo, o LBP modulou
positivamente o processo de reparo, sendo a irradiacdo prévia associado a
irradiacdo poés-lesdo a melhor forma de aplicacdo, demonstrando que a PBM é
um eficiente contribuidor para o0 sucesso do processo de regeneracéo

muscular.
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5. SUMARIO DOS RESULTADOS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou os efeitos do laser de baixa poténcia
previamente a lesdo muscular aguda, e seus efeitos aplicado pré e pés-leséao
sobre a regeneracdo do musculo esquelético avaliando importantes proteinas
para o processo de reparo muscular, a miostatina, a calcineurina e as
isoformas de CPMs. Diante dessas analises, o LBP demo capaz de modular
positivamente o processo de reparo muscular, sendo um eficiente contribuidor
para o processo de regeneracdo, contudo sdo poucos os estudos sobre os
efeitos do LBP quando aplicado previamente e quando aplicado pré e pos-
lesdo durante regeneracdo muscular e, para maior entendimento dos
mecanismos envolvidos nesse processo, ainda sao necessario novos estudos
sobre esta associacdo (irradiacdo pré e pos), além de investigacdo se ha
alteracOes nesses fatores devido a diferenca entre o tempo de aplicagédo prévia

do laser e inducao da leséo.
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8. APENDICE

8.1. Apéndice A. Artigo a ser submetido para a revista
Lasers in Surgery and Medicine.

Effects of photobiomodulation at different times on the gene expression
of myosin heavy chains, calcineurin and myostatin during the skeletal

muscle repair process in rats

ABSTRACT

The maturation of new muscle fibers and the recovery of the functional performance of
injured tissue are dependent on proteins involved in muscle trophism, such as
myostatin and calcineurin, which can influence the phenotypic characteristics of muscle
fibers determined by the isoform composition of the myosin heavy chain (MHC) protein
present in the contractile unit of muscle tissue. Photobiomodulation during the muscle
repair process is reported to have various positive effects. Benefits have also been
demonstrated with irradiation prior to injury. However, there are few studies on prior
irradiation combined with post-injury irradiation and there is no literature describing the
effects of photobiomodulation in the form of low level laser therapy (LLLT) on the
expression of calcineurin, myostatin and MHCs, which are important proteins for
adequate muscle function. The objective of this study was to evaluate the effects of
LLLT prior to muscle injury with and without post-injury irradiation on the expression of
calcineurin, myostatin and MHCs during the repair process. Wistar rats were divided
into four groups: Control (n = 5); Injury (n = 20); LLLT + Injury (n = 20) and LLLT +
Injury + LLLT (n = 20). Cryoinjury was performed on the tibialis anterior (TA) muscle.
The injured groups were euthanized at one, three, seven and fourteen days after injury.
LLLT was performed using an AsGaAl laser (780 nm) with the following parameters: 10
J/icm?; 40 mW; 10 seconds per point; 8 points; and 3.2 J of total energy. At the end of
each period, the TA muscle was removed for the analysis of MHC, calcineurin and
myostatin gene expression using real-time PCR. Comparisons among the groups were
performed with ANOVA/Tukey (p < 0.05). The results demonstrated that prior
irradiation reduced the expression of myostatin and calcineurin at three days. Prior
irradiation combined with post-injury irradiation decreased the expression of calcineurin
at 14 days and increased myostatin expression in the same period. Prior irradiation
combined with post-injury irradiation decreased MHC type I, lIx and llb at 14 days.
However, prior irradiation combined with post-injury irradiation increased MHC lla at
three days. In conclusion, photobiomodulation with LLLT was able to exert a positive
effect on MHCs, calcineurin and myostatin during the skeletal muscle repair process in
rats.
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Keywords: Photobiomodulation, low-level laser therapy, skeletal muscle, regeneration,
calcineurin, myostatin, phototherapy.

INTRODUCTION

Muscle injuries are common and often affect athletes, resulting in a
reduction of performance, the loss of competitions and even the removal of the
athlete from the sport [Jarvinen et al.,, 1993]. After an injury, a series of
biological events occur that are part of the tissue repair process for the
functional recovery of the injured muscle [Piovesan et al., 2013]. These events
are divided into three interdependent phases: inflammation, repair/fibrosis and
remodeling [Souza et al., 2011]. The maturation of new muscle fibers and the
recovery of the functional performance of injured tissue are dependent on
proteins involved in muscle trophism, such as myostatin (MSTN) and
calcineurin (CaN), which can influence the phenotypic characteristics of muscle
fibers determined by the isoform composition of the myosin heavy chain (MHC)
protein present in the contractile unit of muscle tissue [Dyar et al., 2015].

CaN is involved in muscle gain and loss [Friday et al., 2000] as well as
the change in the phenotypic profile of skeletal muscle fibers [Dyar et al., 2015].
When expressed in increased quantity, CaN affects the fibers by inducing a
transition from the fast-twitch to slow-twitch phenotype [Kielbasa et al., 2011].
MSTN is a member of the TGF-f family and is also known as growth and
differentiation factor 8, which is a potent negative regulator of muscle growth
[Fedoruk et al., 2008].

In human tissue, four types of MHC isoforms responsible for the
functional differences of skeletal muscle are expressed: type | slow-contraction
fibers (MHC I) and type Il fast-twitch fibers, which are subdivided into type lla
(MHC lla), type Ild (MHC IIld — MHC IIx in rats) and type Ilb (MHC lIb) [Choi et
al., 2009]. In addition to pure fibers, there are "hybrid" fibers that express two or
more MHC isoforms [Drzymala et al., 2012].

Among the types of treatment available for muscle injuries, low-level
laser therapy (LLLT) has been highlighted due to its positive effects on the
repair process. Studies have shown that LLLT is able to benefit muscle
regeneration when applied prior to injury [Ribeiro et al., 20115; Ribeiro et al.,
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2016], after injury [Mesquita-Ferrari et al., 2011; Alves et al., 2014] as well as
prior to injury combined with post-injury irradiation [Ribeiro et al., 2016],
positively modulating collagen deposition in the muscle repair process [Baptista
et al., 2011; Souza et al., 2011; Alves et al., 2014, Ribeiro et al., 2015], the
gene expression of myogenic regulatory factors [Alves et al., 2016] and
inflammatory cytokines [Fernandes et al., 2013, Mesquita-Ferrari et al., 2011]
as well as reducing oxidative stress [Ribeiro et al., 2016].

Although photobiomodulation has demonstrated considerable capacity
to accelerate and modulate the tissue repair process, there are no reports in the
literature on whether this therapeutic resource is able to alter phenotypic
characteristics in new muscle fibers. Thus, the aim of the present study was to
analyze the effects of irradiation with LLLT applied at different times on the
MRNA expression of MHC isoforms (I, lla, lIx and Ilb), MSTN and CaN during

the muscle repair process following cryoinjury.
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MATERIALS AND METHODS

Sixty-five Wistar rats weighing an average of 250 g were used for this
study. The animals were kept in the laboratory at University Nove de Julho in
appropriate plastic boxes at temperature of 22 °C and a relative humidity of
40%, with a cycle of 12-h (light/dark) photoperiod and free access to food and
water in accordance with the regulatory norms of the Brazilian National Council
for the Control of Animal Experimentation (CONCEA). This study received
approval from the Ethics Committee on Animal Research of University Nove de
Julho (AN 25/2014).

The animals were randomly assigned to four experimental groups:
Control group — submitted to only the removal of the tibialis anterior (TA) muscle
(n = 5); injury group — cryoinjury was performed on the TA muscle, but not
treated (n = 20); LLLT + injury — irradiation with LLLT 780 nm immediately prior
to cryoinjury of the TA muscle (n = 20); LLLT + Injury + LLLT — irradiation with
LLLT prior to cryoinjury combined with post-injury irradiation until the end of the
experimental period (n = 20). The injured animals (irradiated or not) were
evaluated after one, three, seven and fourteen days.

Irradiation was performed directly on the skin over the TA muscle at
eight points immediately prior to cryoinjury, as previously described by Ribeiro
et al. (2015). In the LLLT + Injury + LLLT group, irradiation was also performed
two hours after the induction of injury and subsequently on a daily basis until the
end of the experimental protocol [Alves et al., 2014; Ribeiro et al., 2016]. Table

1 displays the laser parameters.
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Table 1. Low-level laser therapy parameters

Active medium AsGaAl
Wavelength 780 nm
Beam area 0.04 cm?
Output power 40 mW
Power density 1 W/cm:
Energy density 10 J/cm?
Energy per point 041J

Total points 8

Time per point 10 seconds
Time total 80 seconds
Energy total 3.2J

For the cryoinjury procedure, the animals were anesthetized with
ketamine 10% (100 mg / kg) and xylazine 2% (10mg / kg). The site was then
cleaned and LLLT was performed prior to cryoinjury in the irradiated groups.
The TA muscle of the animal was then surgically exposed and cryoinjury was
performed with two applications (duration of 10 seconds each) directly on the
ventral surface of the muscle using a metallic rod (flat end measuring 3 mm)
previously cooled in liquid nitrogen, as described elsewhere [Miyabara et al.,
2005; Alves et al., 2014; Ribeiro et al., 2015; Ribeiro et al., 2016]. The incised
areas were sutured with polyamide threads. The injured animals (irradiated or
not) were euthanized with an overdose of anesthetics (intraperitoneal injection)
at one, three, seven and 14 days. The animals in the control group were
euthanized on the first day of the experiment. The TA muscles were removed

and samples were analyzed for gene and protein expression.

Analysis of gene expression of MHCI, MHClla, MHCIlb and MHCIIx,

calcineurin and myostatin using real-time PCR

The muscle samples were macerated in liquid nitrogen and
homogenized with 1 ml of TRIzol reagent (Invitrogen, S&do Paulo, Brazil) for the
extraction of total RNA, which was quantified by spectrophotometry. All samples
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were treated with DNAse (Invitrogen) to avoid contamination with genomic

DNA. To obtain cDNA, total RNA was submitted to the reverse transcription

reaction using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems)

incubated

in a thermal

cycler

(Thermocycler

Mastercycler

Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). The 7500 Real-Time PCR
System Thermocycler (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), SYBR Green

Master

(SYBR Green Master

Mix®, Applied Byosistems) and primer

oligonucleotides specific for the calcineurin and myostatin proteins as well as for

the different myosin heavy chain isoforms (Table 2) were used for the

evaluation of gene expression. Quantification was performed using the 272ACT

method.

Table 2. Description of primers used in study

Primers GenBank Forward Reverse
Miostatina | NM_005259.2 | CTA CCACGGAAACAATCATTA AGCAACATTTGGGCTTTCCAT
Calcineurina | D90035.1 AGGCGATTGATCCCAAGTTG GGAAATGGAACGGCTTTCAC

MHC | X15939 GAA TGG CAA GAC GGT GAC TGT GGAAGC GTA CCT CTC CTT GAG A
MHC lla XM_340817 ATG ACAACT CCTCTC GCTTTGG | TTA AGC TGG AAA GTG ACC CGG
MHC lIx XM_213345 CCA ATG AGA CTA AGA CGC CTG G | GCT ATC GAT GAA TTG TCC CTC G
MHC lIb NM_019325.1 | GAAC ACG AAG CCT GTC ATC CA AGG TTT CGA TAT CTG CGG AGG
GAPDH NM_002046 GCATCCTGGGCTACACTGA CCACCACCCTGTTGCTGTA

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to test the normality of the

variables. As adherence to the Gaussian curve was demonstrated, the data

were expressed as mean and standard error of mean. Comparisons among the

groups were performed using ANOVA (parametric data). Tukey’s post hoc test

61




was also used. A p-value < 0.05 was considered indicative of statistical

significance. All data were analyzed with the aid of the BioStat 5.0 program.

RESULTS

Myostatin gene expression

The results demonstrate a reduction in myostatin mRNA levels after
three days in the group irradiated prior to injury compared to the control and
injury groups. After fourteen days, prior irradiation combined with post-injury
irradiation induced an increase in myostatin expression in relation to the other
groups. No differences among the experimental groups were found after one

and seven days (figure 1).
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Figure 1. Gene expression of myostatin one, three, seven and fourteen days

after induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and
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standard error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05
Vs. injury group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

Gene expression of calcineurin

The results demonstrate a reduction in calcineurin mRNA levels one
day after injury compared to the control group. After three days, calcineurin
expression decreased in the injury group and group irradiated prior to injury in
relation to the control group. In this same period, an increase in expression was
found in the group irradiated before and after injury compared to the injury
group and group irradiated prior to injury. After seven days, calcineurin
expression decreased in the injury group, group irradiated prior to injury and
group irradiated before and after injury in relation to the control group. After
fourteen days, a decrease in calcineurin expression was found in the injury
group, group irradiated prior to injury and group irradiated before and after injury
in relation to the control group. In the same period, a decrease in this
expression was found in the irradiated before and after injury in relation to the
injury group and group irradiated prior to injury (figure 2).
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Figure 2. Gene expression of calcineurin one, three, seven and fourteen days

after induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and
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standard error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05
Vs. injury group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

Gene expression of MHC |

The results demonstrate an increase in MCH | mRNA levels after one
day in relation to the control group. In the same period, a reduction in MHC |
expression was found in the group irradiated prior to injury compared the injury
group. However, the group irradiated before and after injury exhibited an
increase in MHC | expression in relation to the control group and group
irradiated prior to injury. After three days, an increase in MHC | expression was
found in the group irradiated before and after injury in relation to the group
irradiated prior to injury. After fourteen days, an increase in MHC | expression
was found in the injury group in relation to the control group and a decrease in
MHC | expression was found in the group irradiated before and after injury in
relation to the injury group. No differences among the experimental groups were

found after seven days (figure 3).
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Figure 3. Gene expression of MHC | one, three, seven and fourteen days after
induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and standard
error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05 vs. injury
group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

Gene expression of MHC lla

The results demonstrate a reduction in MHC lla expression after one
day in the group irradiated prior to injury compared to the control. After three
days, a decrease in MHC lla expression was found in the injury group and
group irradiated prior to injury in relation to the control group and an increase of
this expression was found in the group irradiated before and after injury in
relation to the group irradiated prior to injury. After fourteen days, a decrease in
MHC lla expression was found in the group irradiated before and after injury in
relation to the control group. No differences among groups the experimental

groups were found at seven days (figure 4).
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Figure 4. Gene expression of MHC lla one, three, seven and fourteen days
after induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and
standard error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05
vs. injury group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

Gene expression of MHC lIx

The results show a reduction in MHC lIx expression after one day in the
group irradiated prior to injury compared to control and injury group and an
increase in the group irradiated before and after injury in relation to the group
irradiated prior to injury. After three days, a decrease in MHC IIx expression
was found in the injury group and group irradiated prior to injury compared to
the control group and an increase was found in the group irradiated before and
after injury compared to the injury group and group irradiated prior to injury.
After fourteen days, a decrease in MHC lIx expression was found in the group
irradiated before and after injury in relation to the other groups. No differences

among groups the experimental groups were found at seven days (figure 5).
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Figure 5. Gene expression of MHC lIx one, three, seven and fourteen days

after induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and
standard error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05
VS. injury group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

Gene expression of MHC llb

The results demonstrate a decrease in MHC llIb expression after three

days in the injury group and group irradiated prior to injury in relation to the

control group and an increase in expression in the group irradiated before and

after injury in relation to the group irradiated prior to injury in the same period.
After 14 days, a decrease in MHC IIb expression was found in the group

irradiated before and after injury in relation to the group irradiated prior to injury.
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Figure 6. Gene expression of MHC IIb one, three, seven and 14 days after
induction of acute injury in TA muscle. Data expressed as mean and standard
error of mean (ANOVA/Tukey). *p < 0.05 vs. control group; **p < 0.05 vs. injury
group; *** p < 0.05 vs. LLLT + injury group.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Muscle injuries occur with great frequency and are very recurrent in
sports. As such injuries can lead to diminished performance, which may result
in the loss of competitions or, in many cases, the withdrawal of an athlete from
the sport, adequate, effective treatment is a priority in clinical practice and the
sports environment [Jarvinen et al., 1993]. While there is no consensus on the
best treatment for muscle injuries, photobiomodulation has demonstrated
positive effects on the muscle repair process in different experimental models.

In the present study, myostatin gene expression was decreased after
three days when irradiation was performed prior to injury and was increased
after 14 days when irradiation was performed before and after injury. The
expression of calcineurin was increased after three days in the group irradiated
before and after injury and decreased in this group after fourteen days. MHC |
expression decreased the first day with the previous irradiation and also
decreased after fourteen days with pre- and post-injury irradiation. The
expression of MHC lla did not differ significantly from the injury group. The
expression of MHC lIx decreased on the 1st day with previous irradiation,
increased after three days with pre and post-injury irradiation and decreased
after fourteen days with pre and post-injury irradiation. The expression of MHC

IIb decreased after three days with previous irradiation.

Myostatin is a protein that has a mechanism of action related to muscle
growth and may be a negative regulator of skeletal muscle development [Rupert
et al., 2008]. In addition to being a growth regulator, myostatin may inhibit the
performance of transcriptional factors, such as MyoD and myogenin [Piovesan

et al.,, 2012]. The present study demonstrates that the behavior of myostatin
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gene expression varies depending on the manner by LLLT is administered.
Prior LLLT was able to reduce the expression of myostatin three days after
injury, but expression was increased at fourteen days when LLLT was
administered before and after injury. This may have occurred due to the fact
that the repair process is advanced at the end of the process, without the need
for muscle growth, which would explain the increase in the expression of this
protein in this period. Alves et al. (2016) evaluated the effect of LLLT (780 nm,
40 mW, 3.2J) before or after injury and demonstrated that only post-injury LLLT
increased the expression of MyoD mRNA at three and seven days as well as
the expression of myogenin mRNA at fourteen days.

Among its different roles in physiological processes, calcineurin is
involved in the change of the fiber phenotype. When activated, calcineurin
participates in the regulation of the gene transcription of muscle fibers, inducing
a transition from the fast to slow contraction phenotype [Kielbasa et al., 2011].
The role of calcineurin in fiber phenotype was described several years ago.
Chin et al. (1998) reported that the expression of the fiber-specific gene in the
skeletal muscle is controlled by a signaling pathway involving calcineurin and
demonstrated that the inhibition of calcineurin activity causes a change from a
slow to fast fiber phenotype. Moreover, Sakuma et al. (2010) demonstrated that
calcineurin is a potent regulator of muscle remodeling, as it enhances
differentiation through the upregulation of myogenin and downregulation of
myostatin. In the present study, a relationship was found between calcineurin
and myostatin: calcineurin was decreased and myostatin was increased (three
and fourteen days). The present study demonstrates that the expression of the
calcineurin gene also varied according to manner by which LLLT was
administered. Prior administration led to a reduction in calcineurin expression at
one, three, seven and fourteen days. When applied before and after injury, this
expression was increased in relation to prior application at one, three and seven
days, but reduced in relation to prior application at fourteen days.

As stated above, calcineurin may be a negative regulator of myostatin
and, when activated, may influence the phenotype of muscle fibers. MHCs are
part of the structure of the main muscle protein (myosin) and strongly dictate the
rate of strength developed [Oe et al., 2016] as well as the maximum speed of

the shortening of actin and myosin cross-bridges, that is, muscle contraction
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[Trevino et al., 2016]. Besides being the dominant chains of myosin, MHCs are
considered responsible for the functional differences of skeletal muscle
[Schiaffino & Reggiani, 2011]. The TA muscle has a predominance of type Il
fibers (fast contraction isoforms) [Choi et al., 2009]. In certain situations,
calcineurin can influence the phenotype of fibers, with a transition from the fast
fiber (type Il) to slow fiber (type 1) phenotype. With regard to the isoforms, lla

transitions to lIx and | transitions to lla [Boff, 2008].

The behavior of MHCs under low-level laser irradiation remains unclear
in the literature. The TA muscle has the four MHC isoforms, but, according to
the literature, there is a predominance of fast contraction (type Il) isoforms in
the TA. In order of predominance in the TA muscle, MHC lla is the isoform
expressed in greatest quantity, followed by IIx, IIb and the smallest amount is
MHC | [Drzymala et al., 2012].

In the present study, MHC expression varied widely according to the
manner by which LLLT was administered. The expression of types I, lla and lIx
was increased with pre- and post-injury irradiation after the three days. MHC |
was decreased at 14 days with pre- and post-injury irradiation, which is not a
negative result, since this isoform is a slow contraction type. In this same period
(14 days), a reduction also occurred in MHC IlIx with pre- and post-injury
irradiation. Among the four types of MHC, the fastest is type llb, which was
decreased in the group submitted to LLLT before and after injury only in relation
to group irradiated prior to injury. On the third day, prior irradiation also
decreased the expression of MHC llb, but pre- and post-injury irradiation
increased the expression to practically the level of healthy muscle.

Studies with prior irradiation have also demonstrated positive effects on
the muscle repair process, as LLLT has a protective effect on muscle due to its
influence on cellular activity, with the inhibition or stimulation of certain chemical
and physiological functions. Ribeiro et al. (2015) demonstrated that LLLT
(AsGaAl 780 nm; 10 J/cm?; 40 mW; 3.2 J) applied prior to cryoinjury reduced
the inflammatory infiltrate after three days, reduced myonecrosis after one and
three days and increased the number of blood vessels after three and seven
days. An increase in MMP-2 activity as well as better collagen organization,

distribution and deposition were also found. Ribeiro et al. (2016) demonstrated
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that pre- and post-injury irradiation (both red and infrared) positively modulated
the activity of antioxidant enzymes and reduced stress markers during the
muscle repair process. Complementing previous studies, the present findings
suggest positive modulation regarding the structural and functional properties of
the muscle, the fiber phenotype as well as the strength and speed of muscle
contractions.

In conclusion, low-power laser photobiomodulation was able to
positively modulate the muscle repair process in relation to fiber and trophic
functionality. LBP decreased calcineurin expression in the chronic phase, when
its function is not so evident, and increased the expression of myostatin in 14
days, during which there is no need for muscle growth, thus maintaining the
balance between these two proteins. It was also able to positively modulate the
expression of CPM isoforms in the acute phase, with increased CPM IIx
expression in 3 days, and maintaining the expression of the other isoforms at a
level close to that found in healthy / control muscle. However, the LBP positively
modulated the repair process, with prior irradiation associated with post-injury
irradiation being the best form of application, demonstrating that PBM is an

efficient contributor to the success of the muscle regeneration process.
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8.1. Anexo A. Parecer de aprovacéo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal.

ugeddas. e inidara'coleta,

76



