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RESUMO

A irradiacdo pelo laser de baixa intensidade (LBI) tem sido utilizada como um método nao-
invasivo para promover ou acelerar a capacidade de regeneracdo muscular. No entanto, 0s
mecanismos moleculares regulatérios pelos quais o LBI exerce esses efeitos, permanecem em
grande parte desconhecidos. Nosso objetivo foi realizar uma analise de sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) em mioblastos C2C12 ap6s LBI. Foram realizadas as taxas de viabilidade, migracéo,
proliferacdo e os dados de RNA-Seq dos mioblastos C2C12, identificando 514 genes
diferencialmente expressos apos LBI. Em seguida, uma analise de ontologia genética e das vias
dos genes diferencialmente expressos revelaram transcritos relacionadas ao ciclo celular,
biogénese ribossémica, resposta ao estresse, migracado celular, estrutura morfoldgica e proliferacdo
de células musculares. Apos, cruzamos nossos dados de RNA-Seq com dados de transcriptomas
disponiveis em base de dados publicas, com dados de diferenciacdo miogénica que mostraram um
total de 42 transcritos sobrepostos (mioblastos vs miotubos). Este conjunto de transcritos
compartilhados mostrou que os mioblastos irradiados pelo LBI, possuem um perfil transcricional
semelhante ao de miotubo, agrupando-se distante do perfil transcricional dos mioblastos.
Concluindo, revelamos pela primeira vez que LBI, induz a uma expressdo de um grande conjunto
de RNAm, que codificam proteinas reguladoras do ciclo celular que podem controlar a
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos em miotubos. Importantemente, esse conjunto de
RNAmM, revelou um perfil transcricional semelhante ao dos miotubos, fornencendo novos
conhecimentos para a compreensdo das alteracfes moleculares especificas subjacentes aos efeitos

da irradiacdo por LBI em células do musculo esquelético.

Palavras-chave: transcriptoma, terapia com laser, desenvolvimento muscular, musculo

esquelético, crescimento muscular, ciclo celular.



ABSTRACT

Low-level laser irradiation (LLLT) has been used as a non-invasive method to promote or
accelerate muscular regeneration capability. However, the regulatory molecular mechanisms by
which LLLT exerts these effects remain largely unknown. Our goal was to perform a RNA-
sequencing (RNA-Seq) analysis in C2C12 myoblasts after LLLT. C2C12 myoblasts viability,
migration, proliferation and RNA-Seq were performed, identifying 514 differentially expressed
genes after LLLT. Next, gene ontology and pathway analysis of the differentially expressed genes
revealed transcripts among categories related to cell cycle, ribosome biogenesis, response to stress,
cell migration, morphological structure and muscle cell proliferation. After, we intersected our
RNA-Seq data with transcriptomes publicly available myogenic differentiation data that showed
a total of 42 overlapping transcripts (myoblasts vs myotube). This set of shared transcripts showed
that the LLLT-myoblasts have a myotube-like profile, clustering away from the myoblast profile.
In conclusion, we revealed for the first time that LLLT induces the expression a large set of
MRNAs encoding for cell cycle regulatory proteins that may control myoblasts proliferation and
differentiation into myotubes. Importantly, these set of mMRNA revealed a myotube-like
transcriptional profile and provided new insights to the understanding of the specific molecular

changes underlying the effects of LLLT irradiation on skeletal muscle cells.

Key-words: Transcriptome, Laser treatment, Muscular development, Skeletal muscle, Muscle

growth, Cell cycle.
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Lista de Figuras

Figura 1. Processo de regeneracdo Muscular. Fibra muscular normal com célula satélite
quiescente e mionucleo (A). Apds um miotrauma (B), as células satélites quiescentes sdo ativadas,
proliferam-se (C) e se diferenciam em mioblastos (E). No miotrauma adaptativo do exercicio
fisico, os mioblastos migram para a regido danificada e fundem-se a fibra muscular pré-existente
para reparar o local da microlesdo e/ou adicionar nucleos para ampliar a taxa sintese protéica
(hipertrofia) (F). Porém, em situagdes de miotraumas severos que ocorra necrose das fibras (acéo
de toxinas e distrofia), os mioblastos poderéo se alinhar e fundir-se entre si, para formar uma nova
miofibra (G), e reparar o dano da fibra muscular (H). Durante o processo de regeneracao, alguns
mioblastos retornam ao estado quiescente e restabelecem a populacdo de células satélites (D)
(Adaptado de Chargé and Rudnick 2004).

Figura 2. Representacdo esquematica das células satélites no crescimento muscular (adaptado de
Zammit, Partridge, and Yablonka-Reuveni 2006).

Figura 3. Esquema de grade utilizado para a irradiagdo do laser de baixa intensidade nas placas

de 6-pocos.

Figura 4. Ensaio de migracdo/proliferagdo - Wound Healing.
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