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RESUMO

AVALIACAO DO REMODELAMENTO CARDIACO E ESTRESSE OXIDATIVO
EM RATAS INFARTADOS SUBMETIDOS A  TERAPIA DE
FOTOBIOMODULAGCAO E CARVEDILOL

A insuficiéncia cardiaca (IC) tem como principal etiologia o infarto do miocardio
(IM), seguido de remodelamento cardiaco, associada a participacdo efetiva do
estresse oxidativo em sua génese. Nosso objetivo foi analisar os efeitos da
terapia com Carvedilol e fotobiomodulagdo com laserterapia de baixa
intensidade (LBI) no remodelamento cardiaco e estresse oxidativo em ratas
infartadas com IC. O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de
animais da Universidade Nove de Julho sob o nimero 0016/2016. O tamanho
amostral final foi de 127 ratas, dispostas em 5 grupos experimentais: SHAM, IM,
IMC (infarto do miocardio tratado com Carvedilol), IML (infarto do miocérdio
tratado com LBI), IMCL (infarto do miocardio tratado com Carvedilol associado a
LBI). Os resultados mostram aumento do peso corporal ao longo do periodo de
estudo nos grupos SHAM, IMC e IML, respectivamente. O desempenho fisico
aerobio de todos os grupos infartados, independentemente de qualquer
intervencdo, apresentou depressdo aos 29 dias de estudo. As avaliacdes
morfolégicas do VE demonstram que as terapias, isoladas ou combinadas, ndo
resultaram em beneficios, e os dados de funcdo VE sistdlica e diastdlica
demonstram que todos os animais infartados exibiram depressdo de
desempenho na funcdo sistdlica com 3 dias apOs oclusdo coronariana,
entretanto, melhora significativa foi observada no grupo IMCL ao final do estudo.
O estresse oxidativo diminuiu no grupo IML comparado ao grupo IM. Beneficios
na expressdo de proteinas carboniladas foram evidentes somente no grupo
IMCL, em comparacdo ao grupo IM. Os dados referentes a atividade das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no
miocardio remoto ao infarto, mostraram que ndo houve beneficio das terapias
isoladas ou combinadas na SOD e a atividade da CAT no grupo IMCL, foi
significativamente superior a valores encontrados nos demais grupos
experimentais. As curvas de sobrevida ndo demonstraram diferencas
significantes entre os grupos ao longo de 30 dias de seguimento. Concluimos

nesse estudo que o Carvedilol e a terapia de fotobiomodulacdo com LBI



possuem efeitos similares na IC pds-infarto, considerando as alteracdes de
desempenho fisico, de biometria cardiopulmonar e morfofuncionalidade do VE.
Todavia, um efeito anti-inflamatério local foi mais evidente nos animais
submetidos ao tratamento com LBI. Além disso, a combinacdo das terapias

resultou em atenuacéao da hipertrofia miocardica e melhora da FEAT do VE.

Palavras-chave: remodelamento cardiaco, insuficiéncia cardiaca,

fotobiomodulacéo, laser de baixa intensidade, carvedilol, desempenho fisico



ABSTRACT

EVALUATION OF CARDIAC REMODELING AND OXIDATIVE STRESS IN
INFARTED RATS SUBMITTED TO PHOTOBIOMODULATION AND
CARVEDILOL THERAPY

Heart failure (HF) has as its main etiology myocardial infarction (Ml), followed by
cardiac remodeling, associated with the effective participation of oxidative stress
in its genesis. Our objective was to analyze the effects of Carvedilol therapy and
photobiomodulation with low lavel laser therapy (LLLT) on cardiac remodeling
and oxidative stress in rats infarcted with HF. The study was approved by the
Committee on ethics in the use of animals of the University Nove de Julho under
number 0016/2016. The final sample size was 127 rats, arranged in 5
experimental groups: SHAM, IM, IMC (Carvedilol treated myocardial infarction),
IML (LLLT treated myocardial infarction), IMCL (Carvedilol treated myocardial
infarction associated with LLLT ). The results show increase of body weight over
the study period in the SHAM, IMC and IML groups, respectively. The aerobic
physical performance of all infarcted groups, regardless of any intervention,
presented depression at 29 days of study. LV morphological assessments
demonstrate that therapies alone or in combination did not result in benefits, and
LV systolic and diastolic function data demonstrate that all infarcted animals
exhibited performance depression on systolic function 3 days after coronary
occlusion, however, significant improvement was observed in the IMCL group at
the end of the study. Oxidative stress decreased in the IML group compared to
the IM group. Benefits in the expression of carbonylated proteins were evident
only in the IMCL group, compared to the IM group. Data on the activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in
myocardium remote from infarction, showed that there was no benefit of the
isolated or combined therapies in SOD and CAT activity in the IMCL group, was
significantly higher than values found in the other experimental groups. Survival
curves did not show significant differences between groups over 30 days of
follow-up. We conclude in this study that Carvedilol and photobiomodulation
therapy with LLLT have similar effects on post-infarction HF, considering
changes in physical performance, cardiopulmonary biometry and left ventricular

morpho-functionality. However, a local anti-inflammatory effect was more evident



in animals treated with LBI. In addition, the combination of therapies resulted in

attenuation of myocardial hypertrophy and improvement of LV FEAT.

Key words: cardiac remodeling, heat failure, photobiomodulation, low level laser

therapy, carvedilol, physical performance
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1. CONTEXTUALIZACAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) apresenta alta prevaléncia, com impacto
negativo na morbidade e mortalidade mundial*?. Parcela significativa da
populacdo com IC possui o infarto do miocardio (IM) como etiologia®. Este
cenario € alarmante, considerando que a cardiopatia isquémica estd na
vanguarda das doencas cardiovasculares, superando, inclusive a doenca de
Chagas como causa mais freqliente de IC, no Brasill. Acrescenta-se como
exemplo do impacto do IM na saude publica, dados americanos, em que
estimativas indicam que trés milhdes de individuos sao afetados pelo IM e mais
de 400 mil novos casos sédo relatados anualmente. Destes, aproximadamente
50% dos pacientes morrerdo no periodo de 5 anos. Adicionalmente, 40% morrem
no periodo de 12 meses apoés a primeira hospitalizacéo por IC. Neste sentido, os
gastos publicos em hospitalizacdes ultrapassam valores acima de trinta bilhdes
de délarest24,

Aposs o IM, o coracdo adapta-se por meio de um processo conhecido como
remodelamento cardiaco. Este processo adaptativo é marcado por alteracées
hemodinamicas acompanhadas de dilatacdo progressiva do coracéo®% 78, Além
das alterac6es morfofuncionais cardiacas, ha diversos mecanismos que podem
conduzir a IC pés-infarto. Reporta-se, como exemplo, o aumento da atividade
dos sistemas nervoso simpético e renina-angiotensina-aldosterona, o que
constitui a base para o uso de beta-bloqueadores e inibidores da enzima
conversora de angiotensina®. Além destes mecanismos, diversos mecanismos
moleculares podem envolver-se na génese da IC poés-infarto. A capilaridade da
cicatrizacdo sugere necrose dos cardiomiocitos, difusdo e perda de elementos

contrateis, associados ao depésito de tecido fibroso, contribuindo para a falha
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progressiva da bomba musculari®t.12.13.14  Acresca-se disfungdes no transiente
de Ca?" e anormalidades sarcoméricas que, em conjunto, perpetuam em
disfuncéo contratil dos cardiomiécitos®>16.

Em nivel molecular, a compreensdo dos determinantes do
remodelamento cardiaco poés-infarto também constitui alvo de investigacao
devido a complexidade dos mecanismos e vias de sinalizacéo participantes. O
foco em analisar um mecanismo especifico permite atribuir ao estresse oxidativo
participacéo efetiva na génese da IC. Ha relatos solidos de aumento na liberacdo
de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o radical superoxido (O2), o
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH)"*8, O “burst” de EROS
causa lipoperoxidacdo do sarcolema, carbonilacdo protéica e dano ao DNA,
circunstancias que conduzem a morte dos cardiomiécitos 192021,

Considera-se que a EROS também pode causar prejuizo na contratilidade
miocardica por modificar o complexo proteico responsavel pelo acoplamento
excitacao-contracdo. Menciona-se, ainda, que existe ativa ampla sinalizacéo
para o desenvolvimento de hipertrofia celular, como p53 (proteina relacionada a
carcinogénese), MAP (proteinas quinases ativadas por mitdgenos), outras
quinases e sobrecarga intracelular de Ca?*. Enfim, o teor elevado de EROS pode
causar remodelamento da matriz extracelular como resultado da ativagcédo de
metaloproteinases (MMP)13:22.23,

As informacdes precedentes constituem justificativa para investigacéo de
ferramentas ou abordagens para amenizar a a¢ao deletéria da EROS no coracao
infartado. Singular a essa proposta, a suplementacdo com vitaminas, 0
treinamento fisico e a terapia com células tronco abrandaram o remodelamento

cardiaco pdés-infarto como resultado da acéo antioxidante 242526,
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Considerando a abordagem farmacoldgica de atenuacao do estresse oxidativo,
estudos experimentais 2?8 e ensaios clinicos?®3%3% jlustram potente acéo
antioxidante do betabloqueador Carvedilol. Os seguintes efeitos foram
associados ao tratamento com Carvedilol: (a) remocédo da EROS e protecdo do
sarcolema a peroxidacdo lipidica 3?; (b) modulacdo da lesdo tecidual por
prevencdo da deplecéo de vitamina E e glutationa?®3!; (c) diminuicdo da morte
de células endoteliais em resposta ao H202 e OH3132; (d) cardioprotecédo para a
apoptose 27293132 Atribui-se também ao Carvedilol a capacidade de reverter o
remodelamento cardiaco devido a miocardiopatia dilatada em pacientes com
insuficiéncia cardiaca®

E bem aceito que o LBI pode acelerar a regeneracdo do tecido alvo 3 e,
considerando a cardiopatia isquémica, ha dados que atribuem a
fotobiomodulacéo a capacidade para reduzir o tamanho do infarto e aumentar a
vascularizacdo do tecido remanescente a necrose 33637, Em estudo de nosso
grupo de pesquisa, a aplicacdo do LBI na fase aguda do IM promoveu atenuacao
da disfuncéo cardiaca, diminuicdo do teor tecidual de citocinas pré-inflamatérias
e aumento sérico de 6xido nitrico em ratos infartados .

Essas informacBes conduzem a acreditar na existéncia de efeito
fotobiomodulador do LBI no aumento do estresse oxidativo no coracéao infartado,
como bem documentado para tecidos distintos 324941 O vigor dessa informacao
foi contextualizada em estudo que descreveu que a fotobiomodulag&o preveniu
a dilatacao ventricular em um modelo experimental de isquemia e reperfusao
cardiaca em ratos*?. Nesse estudo, os beneficios foram associados a maior
concentracdo miocardica da proteina de choque térmico 70 (HSP70).

Infelizmente, esses achados sdo apenas superficiais para considerar que a

18



fotobiomodulac&o pode atenuar o remodelamento cardiaco pds-infarto e, ainda,
que os beneficios estejam relacionados a modulacdo positiva do estresse
oxidativo. Por exemplo: (a) a maioria dos estudos mencionados nao incluiram
animais com tamanhos de infartos similares na amostragem. E bem aceito que
a evolucdo para a IC é diretamente influenciada pela extensdo da necrose,
assim, essa variavel deve ser bem controlada porque poderia constituir variavel
de confusao; (b) as investigacdes conduzidas para determinar a repercussao do
LBI na fase crbnica do IM consideraram animais com area pequenas de necrose,
em gue nao resulta em desenvolvimento da IC; (c) a maioria dos estudos néo
expdem dados representativos do efeito da terapia com LBI no desempenho
cardiaco; (d) ndo héa trabalhos que aplicaram o LBI no curso da evolucédo para a
IC, em que a intervencéo foi conduzida somente na fase aguda do IM; (e) nédo é
de conhecimento a existéncia de dados mostrando que o LBI pode reduzir a
lesdo miocardica ligada ao aumento do estresse oxidativo, interpretada pelo
aumento da lipoperoxidagéo ou carbonilagéo.

Em conjunto, as informacdes precedentes constituiram a base para
realizacdo desse estudo, estruturado para determinar a repercusséo da terapia
de fotobiomodulacdo com LBI associada ao tratamento com Carvedilol no
remodelamento cardiaco pos-infarto em ratos. Postulou-se como hipétese que,
a associacao das terapias, poderia atenuar o remodelamento cardiaco em ratos
com IM e, que os efeitos benéficos, poderiam ser associados com atenuacgéo do

estresse oxidativo miocardico.
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2. Objetivo

2.1. Objetivo geral
Analisar os efeitos da terapia com Carvedilol e fotobiomodulacdo com LBI

no remodelamento cardiaco e estresse oxidativo em ratas infartadas com IC

2.2. Objetivos especificos

e Analisar o efeito do tratamento com Carvedilol e fotobiomodulac&o
com LBI nas alteracdes estruturais e funcionais cardiacas em ratas
com IC poés-infarto;

e Analisar a repercussdo do tratamento com Carvedilol e
fotobiomodulagdo com LBI no estresse oxidativo do miocardio em

ratas com IC pés-infarto;

20



3. MATERIAL E METODOS

3.1.Casuistica e desenho experimental
O estudo foi aprovado pela Comissédo de ética no uso de animais da
Universidade Nove de Julho sob o numero 0016/2016. Um total de 88 ratas
Wistars foram necesséarias para compor o tamanho amostral final do estudo.
Consideramos incluir 39 ratas (~32% do tamanho amostral) adicionais devido a
elevada mortalidade no periodo agudo do infarto e a grande variabilidade no
tamanho dos infartos obtidos*3. Assim, o tamanho amostral final foi de 127 ratas,
dispostas para um dos cinco grupos experimentais:
e Sham (N=12): animais submetidos a todo procedimento de inducdo do IM,
porém, sem a realizacao do procedimento de oclusédo coronaria;
¢ Infarto ndo tratado (IM; N=14): animais que foram submetidos a IM e mantidos
em agua e racao;
¢ Infarto tratado com Carvedilol (IMC; N=12): animais que foram submetidos a
IM e tratados com Carvedilol;
¢ Infarto tratado com laser (IML; N=13): animais que foram submetidos a IM,
tratados com LBI e mantidos com racao e 4gua sem Carvedilol;
¢ Infarto tratado com Carvedilol e laser (IMCL; N=13): animais que foram

submetidos a IM e tratados com Carvedilol e LBI.
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Figura 1. Desenho experimental.LBIl, laser de baixa intensidade; VE, ventriculo
esquerdo; ECO, ecocardiograma. IM, grupo infartado sem tratamento; IMC, grupo
infartado submetido ao tratamento com Carvedilol; IML, grupo infartado submetido ao
tratamento com LBI; IMCL, grupo infartado submetido ao tratamento com Carvedilol e
LBI.

3.2. Modelo experimental de IM

O IM foi induzido como descrito em diversos estudos de nosso
laboratério3®4445. O procedimento consistiu em anestesia dos animais com
isoflorano (Cristalia, Itapira - SP, Brasil), vaporizado em oxigénio a 100% na dose
de 5% para inducdo e 2% para manutencdo em 0,5 I/min, submetidos a
entubacdo orotraqueal e ventilados com pressao positiva em ventilador para
roedores (Rodent ventilador Mod 683, Havard Apparatus, Holliston, MA, EUA).
Apés tricotomia, realizou-se toracotomia no hemitérax esquerdo, no espaco
intercostal em que o coragao impacta o gradeado costal, em seguida foi realizada
a ampliacdo do espaco intercostal com auxilio de pinga hemostatica, seguida de
compressdo do hemitérax direito no sentido lateral, permitindo a exteriorizacao
do coracdo. A artéria interventricular anterior foi identificada e dado um ponto
com fio de sutura prolene 6-0 cerca de 1mm abaixo do bordo antero-inferior do
atrio esquerdo. Provocou-se hiperinsuflacdo pulmonar para que ocorra expansao

do pulmédo esquerdo e a toracotomia foi fechada por sutura em bolsa



previamente preparada na parede do torax. Posteriormente, para a recuperacao
anestésica, os animais foram colocados separadamente em gaiolas que foram
expostas a pouca luz, evitando-se a manipulacédo e o estresse do animal. Nos
trés dias seguintes os animais receberam uma injecdo subcutanea de cloridrato
de tramadol (5mg/kg) associado a 50mg/kg de dipirona, intramuscular a cada 8
horas para o controle da dor. Foram incluidos animais que apresentaram IM de
dimensodes = 37% do VE em visualizagdo ecocardiografica*®. Nos animais do
grupo Sham foi realizado todo plano anestésico e procedimento para inducéo do
IM, todavia, o fio de prolene foi apenas passado ao redor da artéria coronaria
interventricular anterior sem realizacdo de qualquer oclusdo. Esses animais
também receberam, nos trés dias seguintes a cirurgia, injecdo subcutanea de
cloridrato de tramadol (5mg/kg) associado a 50mg/kg de dipirona, intramuscular

a cada 8 horas para o controle da dor.

3.3. Preparacao e ministracdo do Carvedilol

O Carvedilol de pureza de 99% foi disponibilizado pelo laboratério
Baldacci (Sdo Paulo, SP, Brasil) e foi dissolvido como previamente descrito em
pequeno volume de dimetilsulféxido (DMSO) e diluido com 1% de acido acético
em agua*’. A ministracdo foi iniciada no terceiro dia apds oclusdo coronaria,
sendo mantida até o final do estudo. Para as preparacdes, 174,825 mg de
Carvedilol foram diluidos em 0,5 mL de DMSO, com acréscimo de 490 mL de
agua, em agitacao estéril. Pautados em estudo piloto, estimou-se que para cada
28.6 ml de solucéo, os animais ingerem 10 mg/kg/dia de Carvedilol. Esta dose
de Carvedilol foi mostrada atenuar o remodelamento cardiaco pos-infarto,

associada a efeitos anti-inflamatdrios, anti-oxidantes e anti-apopto6ticos?849:50,
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Semanalmente a dose de Carvedilol sofria ajuste de acordo com o peso dos
animais. Os animais dos grupos Sham, IM-NT e IM+LBI receberam apenas agua

contendo DMSO e &cido acético diluidos na concentracédo acima.

3.4. Protocolo de terapia de fotobiomodulagéo

A terapia de fotobiomodulacéo foi iniciada apés 1 minuto da inducéo do
IM, com irradiacao transtoracica, uma vez ao dia, trés vezes por semana, durante
0 seguimento do estudo. Os parametros de irradiacdo estdo apresentados na
Tabela 1. A escolha dos parametros de irradiacdo foi pautada em estudo em
andamento no laboratério, em que a energia aplicada constitui melhor dose para
atenuar o remodelamento cardiaco pés-infarto (dados ndo mostrados). Além
disso, a aplicacdo de dose similar foi habil a reduzir o tamanho do IM e melhorar

o desempenho ventricular em experimentos conduzidos na fase aguda do IM 38,

Tabela 1. Protocolo de irradiacao.

Pontos irradiados 9
Irradiacdes por ponto 1

Modo Transtorécico
Modelo Laser AlGalnp (Thera Laser DMC)
Comprimento de onda 830 nm
Poténcia 100 mw
Tempo por animal 200 seg
Tempo por ponto 22,22 segundos
Area irradiada 0,028 cm?
Energia total por animal 19,998 J
Energia total por ponto 2,22]
Densidade de energia 714 Jlcm?

Densidade de poténcia 3,57 W/cm?
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3.5. Estudo morfofuncional cardiaco por ecocardiografia

Todos os animais foram submetidos a analise ecocardiografica com
trés dias e quatro semanas apos IM e, em periodo idéntico para o grupo
SHAM. Apoés anestesia com mistura de quetamina (50mg/Kg, Dopalen®,
Vertbrands, Paulinia, SP, BRA) e Xilazina (10 mg/Kg, Anesadan®,
Vetbrands, Paulinia, SP, BRA) e tricotomia da face anterior do térax, os
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo e trés eletrodos
foram colocados nas patas para obtencdo do tracado eletrocardiogréafico
simultaneo a imagem ecocardiografica. Os exames foram conduzidos em
aparelho HP SONOS 5500®, para obter imagens cardiacas em tempo real
nos modos mono e bidimensional, além da velocidade de fluxo por efeito
Doppler espectral, com profundidade de 3 cm e transdutor de 12 MHz. As
imagens em cortes transversais do ventriculo esquerdo (VE) foram
gravadas em fitas de video para posterior analise. Foram utilizadas as
janelas paraesternal esquerda (corte longitudinal e transversal) e apical
(quatro camaras). As areas do VE ao final da diastole (AdVE) e ao final da
sistole (AsVE) foram analisados em modo bidimensional. A presenca de
IM e sua extensao, e a funcéao sistélica do VE também foram analisadas.
O tamanho do IM foi estimado por padronizacao previamente descrita em
nosso laboratério®l. O tamanho do IM foi expresso como % do VE para
inclusdo dos animais no estudo e em comprimento cicatricial 2. A fungéo
sistélica do VE foi avaliada pela fracdo de encurtamento da area transversa
(FEAT) com a seguinte equacao: FEAT= [(AdVE-ASVE/AdVE)]x100% A
fungéo diastolica foi determinada por meio dos indices derivados da curva

de velocidade do fluxo diastolico mitral obtido por técnica Doppler pulséatil.
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A curva de velocidade do fluxo diastolico foi obtida a partir da imagem
apical das quatro camaras, posicionando-se a amostragem de volume
préximo a face ventricular da valva mitral. Foram determinadas: [1] Onda
E: maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular; [2]
Onda A: maior valor da velocidade de fluxo telediastélico mitral; [3] Relacao
E/A: razdo entre a velocidade maxima das ondas E e A. A curva de
velocidade de fluxo sistélico na artéria pulmonar no plano para-esternal
transversal da base foi determinada com amostra de volume do Doppler
pulsatil posicionada apés o plano valvar. Um padrdo especifico para
hipertensédo pulmonar foi analisado: a identificacdo de entalhe no grafico
da curva do Doppler causado pela reducéo abrupta da velocidade do fluxo

de saida do ventriculo direito.

3.6.Teste de esforgo fisico

O teste de esfor¢co foi aplicado no 7° (avaliacdo inicial) e 29°
(avaliacdo final) dias de experimento no periodo matutino. Os animais
foram submetidos a trés dias de familiarizacdo ao exercicio em esteira
rolante antes da conducdo do teste de esforco (Panlab/Harvard-
ApparatusOxylet System, Harvard BioscienceCompany, Massachusetts,
EUA): 1° dia - 25 cm/s (5 minutos), 34 cm/s (5 minutos) e 42 cm/s (5
minutos); 2° dia - 25 cm/s (4 minutos), 34 cm/s (4 minutos), 42 cm/s (4
minutos) e 50 cm/s (3 minutos); 3° dia - 0s animais realizaram exercicio por
16 minutos com as seguintes velocidades: 25 cm/s (2 minutos), 34 cm/s (2
minutos), 42 cm/s (2 minutos), 50 cm/s (2 minutos), 59 cm/s (2 minutos),

67cm/s (2 minutos), 75 cm/s (2 minutos) e 84 cm/s (2 minutos). O teste de
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esforcgo foi caraterizado por periodo de aquecimento de dois minutos a 25
cm/s, entdo, a velocidade da esteira foi aumentada 9 cm/s a cada dois
minutos até os animais atingirem a exaustéo®3, sendo a velocidade maxima

utilizada como medida indireta de capacidade fisica.

3.7.Analise do estresse oxidativo
Preparacdo da amostra tecidual

Fragmentos da area remota ao IM foram homogeneizados por 30
segundos em solucéo de KCI 1,15% e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF),
na concentracdo de 100 mmol/L em isopropanol e 10uL/mL de KCI
adicionado. Os homogenatos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm
em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C (Eppendorf, modelo 5804-R) e, o
sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteinas por método de

Bradford.

Atividade da Superoéxido dismutase (SOD)

A técnica baseia-se na inibicdo da reacdo do radical superdoxido com
Piragalol. Na impossibilidade de determinacdo da concentracdo da enzima e
sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo,
utiliza-se a quantificagcdo em unidades relativas. A unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de
oxidacdo do detector. A oxidacdo do Pirogalol leva a formacéo de produto
colorido detectado a 420 nm por 2 minutos. A atividade da SOD foi
determinada pela velocidade de formacao do Pirogalol oxidado. O meio de

reacao consiste em 20 mL de homogenato, 973 mL de tampéao Tris-fosfato a



50 mmol/L (pH 8,2), 8 mL de Pirogalol a 24 mmol/L e 4 mL de CAT a 30
mmol/L. A curva padréo foi obtida com trés concentra¢des de SOD (0,25; 0,5;

1; U) para determinar a equacéao da reta.

Atividade da Catalase (CAT)

A taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) e
diretamente proporcional a atividade da CAT. Desta forma, o consumo de
H202 pode ser utilizado como medida de atividade da CAT. O ensaio consiste
em determinar a diminuicdo da absorbancia a 240 nm, utilizando-se cubetas
de quartzo. O ensaio é conduzido com solucédo tampao constituida de fosfato
a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9 mL deste tampao e 10 mL de
amostra de tecido na cubeta do espectrofotobmetro, sendo esta mistura
descontada contra um branco de tampéo fosfato. A seguir, adiciona-se 35 mL
de peréxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e monitora-se diminuicdo da

absorbancia em espectrofotbmetro Biospectro (Boveris& Chance, 1973).

Western blot

Amostras de proteina miocardica da area remota ao infarto (~ 30 uM)
foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (8 ou 12%,
BioRad, USA). Apls separacdo, as proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF (Immobilon IPVHO00010, Merck-Millipore; Taunton, MA,
EUA). A eficiéncia da transferéncia e a igualdade da carga de proteinas foram
verificadas pela coloracdo com Ponceau S. As membranas foram bloqueadas
em TBST (50mM Tris-HCI, 150mM NacCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) contendo

BSA (5%). As proteinas transferidas foram incubadas com anticorpos



primarios especificos, incluindo anti-4HNE (1:500, Abcam) e GAPDH (1:1000;
Abcam) durante 12 horas a 4°C. Apés lavagem com TBST, as membranas
foram expostas aos anticorpos-secundarios, detectados por reagentes de
quimiluminescéncia (ECL Kit, AmerSHAM, EUA). Marcadores de peso
molecular (Bio-Rad) foram usados para identificar as proteinas. A expressao
proteica foi determinada por imagem obtida pelo fotodocumentador
(ImageQuant 4000mini, GE, Alemanha) e a densidade Optica relativa foi

obtida em software do proprio fotodocumentador.

Carbonilacéo de proteinas

O conteudo total de proteinas carboniladas foi analisado no
miocardio remoto ao infarto utilizando kit de deteccdo Abcam (ab178020;
Abcam, Cambridge, MA, USA). Cargas iguais de 10 ug de proteina foram
utiizadas em todas as amostras e a preparacdo da eletroforese e

quantificacdo atenderam protocolo estabelecido pelo fabricante®®.

3.8. Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrdo da
média. O teste de Kolmogorovi-Smirnov foi aplicado para analisar a
distribuicdo gaussiana dos dados. Dados com distribuicdo normal foram
analisados com ANOVA uma ou duas vias complementada pelos testes de
Student Newman-Keuls ou Bonferroni. Dados n&do paramétricos foram
analisados com o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de
Dunns. A probabilidade de sobrevida em 30 dias de acompanhamento foi

estimada com teste de Kaplan-Meier e o teste de log-rank de Mantel-Cox
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foi usada para comparar a sobrevida.
Todas as avaliagdes foram realizadas com o programa estatistico
GraphPadPrisma, verséo 5.0 (San Diego, CA, EUA). O valor de p<0,05 foi

adotado como nivel de significancia.

4. RESULTADOS
Os resultados apresentados inicialmente estdo relacionados ao peso

corporal inicial e final dos animais (Figura 2). Analises de dados no inicio do
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estudo indicaram inexisténcia de valores significativamente diferentes entre os
grupos experimentais. Todavia, ao final do estudo, os grupos IM e IMC
apresentaram valores de massa corporal significativamente inferiores ao grupo
SHAM. Houve, também, diferenca significativa na comparacéo do grupo IML com
os grupos IM e IMC. Aumentos da massa corporal ao longo do periodo de

acompanhamento foram evidentes somente para os grupos SHAM, IMC e IML,

respectivamente.
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Figura 2. Peso corporal inicial e final dos animais. ANOVA duas vias para amostras
repetidas e pos-teste de Bonferroni foram aplicados nas analises. *p<0,05 vs. grupo
SHAM para o momento final; ¥p<0,05 vs. grupos IM e IMC para o momento final. SHAM
(n=12); IM (n=14); IMC (n=12); IML (n=13); IMCL (n=13).

A seguir estdo dispostos dados referentes desempenho fisico aerdbio
obtidos no inicio (7 dias) e final (29 dias) do estudo (Figura 3).Nota-se que, para
os grupos IMC, IML e IMCL, o desempenho fisico ja foi menor com 7 dias de IM
na comparacao com o grupo SHAM. A avaliagao com 29 dias de seguimento
revelou que todos os grupos infartados, independentemente de qualquer

intervencao, apresentaram depressao de desempenho fisico.
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Figura 3. Teste fisico realizado em esteira rolante com sete (inicial) e 29 (final) dias pos-
IM. ANOVA duas vias para amostras repetidas e pés-teste de Bonferroni foram
aplicados nas analises. ANOVA duas vias para amostras repetidas complemente pelo
teste de Bonferroni foi aplicada nas analises. *p<0,01 vs. grupo SHAM para o respectivo
momento; *p<0,05 vs. grupos IM para o respectivo momento. SHAM (n=12); IM (n=14);
IMC (n=12); IML (n=13); IMCL (n=13).

Dados representativos de avaliagdes morfoldgicas do VE séo ilustrados
na Figura 4, em que os dados foram obtidos por exame ecocardiografico.
Considerando a extensdo da area necrotica, ambas terapias, isoladas ou
combinadas, ndo resultaram em beneficios. Nota-se, ainda, que o comprimento
do infarto aumentou ao longo do estudo para os grupos IM, IMC e IMCL.
Coracdes infartados apresentaram dilatacdo cavitaria ao longo do estudo, em
gue area sistolicas e diastélicas foram significativamente maiores que no grupo
SHAM. Merece destaque a repercussao positiva das intervengfes, em que as
terapias isoladas e combinadas resultaram em éareas diastélicas menores na

comparagao com o grupo IM ao final do estudo (Figura 4A).
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Figura 4.Dados morfolégicos do ventriculo esquerdo (VE) obtidas por estudo
ecocardiografico. A: comprimento da cicatriz do infarto do miocéardico. B: area diastdlica
do VE. C: area sistélica do VE. ANOVA duas vias para amostras repetidas e pds-teste
de Bonferroni foram aplicados nas analises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo SHAM,;
#p<0,05 vs. grupo IM. SHAM (n=12); IM (n=14); IMC (n=12); IML (n=13); IMCL (n=13).

A Figura 5 ilustra dados de funcdo VE sistélica e diastélica obtidas em
exame ecocardiografico. A funcdo sistdlica foi determinar utilizando a FEAT
como indicadora, em que todos os animais infartados exibiram depresséo de
desempenho ja com trés dias apés oclusdo coronariana (Figura 5A). A
repercussao das terapias isoladas foi pouco expressiva, em que melhora
significativa foi observada quando o Carvedilol foi administrado em jungcédo com
o LBI. Decorre que, os valores de FEAT foram significativamente superiores no

grupo IMCL em comparac&o ao grupo IM e IMC, respectivamente.Em que pese



a repercussao das terapias no desempenho diastolico de coracdes infartados,
beneficios foram constatados para a fase inicial da diastole do VE (Figura 5B).
Ratos infartos (grupo IM) exibiram aumento significativo da onda E durante o
seguimento do estudo, circunstancia ndo constatados para os demais grupos
experimentais. Acresca-se que a combinacdo de Carvedilol e LBI resultou
valores de onda E do grupo IMCL significativamente menores do que no grupo
IM ao final do estudo. Com excec¢ao do grupo IML, os valores de onda A foram
significativamente menores na comparacdo com o grupo SHAM (Figura 5C).
Todos os grupos infartados apresentaram valores maiores de razdo E/A na

comparagao com grupo SHAM.
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Figura 5. Analises funcionais do ventriculo esquerdo (VE) obtidos por ecocardiografia
Doppler. A: fracdo de encurtamento da area transversa (FEAT). B: onda E. C: onda A.
D: razdo E/A. ANOVA duas vias para amostras repetidas e pds-teste de Bonferroni
foram aplicados nas andlises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo
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IM; %p<0,05 vs. grupo IMC. SHAM (n=12); IM (n=14); IMC (n=12); IML (n=13); IMCL
(n=13).

Dados estresse oxidativo estdo disponiveis na Figura 6, em que 0 4-
hidroxinonenal (4HNE) foi utilizado como marcador de peroxidacgéo lipidica no
miocardio remoto ao infarto. As analises foram conduzidas em amostras
coletadas com 31 dias ap0s oclusdo coronariana. Nota-se que a expressao do
4HNE foi significativamente maior no grupo IM em comparacao ao grupo SHAM.
Embora houve aumento do conteddo de 4HNE nos grupos tratados com
carvedilol e LBI, a diferenca nao foi estatisticamente significante na comparacéo
com o grupo SHAM. Além disso, ratos que foram submetidos somente a

fotobiomodulacéo apresentaram conteudo significativamente menor de 4HNE na

comparacao com ratos infartados sem tratamento.
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Figura 6. Marcador de lipoperoxidagdo (4-Hidroxinonenal (4HNE)) na area remota ao
infarto e em area correspondente para os animais do grupo SHAM. Amostras teciduais
representativas de 31 dias de estudo. A esquerda reside fotografia tipica das bandas
representativas de 4HNE. ANOVA uma via complemente pelo teste de Student
Newman-Keuls foi aplicada nas andlises. *p<0,01 vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo
IM. SHAM (n=8); IM (n=7); IMC (n=7); IML (n=6); IMCL (n=7).
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O aumento do estresse oxidativo pode resultar em aparecimento de
grupos carbonila em proteinas, assim, nds analisamos a expresséao de proteinas
carboniladas no miocéardio remoto ao infarto e em area correspondente para o
grupo SHAM. Como esperado, o conteudo de proteinas carboniladas foi quase
que imperceptivel nos animais saudaveis, situacdo que diferiu dos demais
grupos experimentais submetidos ao IM (Figura 7).Deste modo, no miocardio de
ratos dos grupos IM, IMC e IML o conteudo de proteinas carboniladas superou
em quatros vezes os valores encontrados no grupo SHAM. Beneficios foram
evidentes somente nos animais submetidos a combinacdo terapéutica com
Carvedilol e LBI, em que o teor de proteinas carboniladas no grupo IMCL foi

significativamente menor em comparacao ao grupo IM.
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Figura 7. Carbonilagcdo de proteinas no miocardio remoto ao infarto e em area
correspondente para 0s animais do grupo SHAM. Amostras teciduais representativas
de 31 dias de estudo. A esquerda reside fotografia tipica das bandas representativas de
carbonilacdo. ANOVA uma via complemente pelo teste de Student Newman-Keuls foi
aplicada nas analises. *p<0,01 vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo IM. SHAM (n=6); IM
(n=8); IMC (n=7); IML (n=9); IMCL (n=7).
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Na Figura 8 séo ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no miocardio
remoto ao infarto. Nota-se que, ratos infartados com IC apresentaram
reducao significativa na atividade da SOD, em que nao houve beneficios
das terapias isoladas ou cominadas (Figura 8A). A atividade da CAT néo
foi significativamente menor no grupo IM em comparagdo com 0 grupo
SHAM, todavia, os grupos IMC e IMCL exibiram aumento significativo na
atividade enzimatica. Destaque para o grupo IMCL, em que a atividade da
CAT foi significativamente superior a valores encontrados nos demais

grupos experimentais.

A 501 B $
__ 15 T * H&
c | =
O 124 I 401 #
° * * o T
GJ 9_ * G) 30'
S 1 g T
= S = ]
L =
S || | b S || | B
= P =
5 i e 107 i
O s < Ee)
%) oll | Fese O 0
SHAM M IMC IML IMCL SHAM M IMC IML IMCL

Figura 8. Atividade das enzimas antioxidantes superéxidos dismustase (SOD; painel A)
e catalase (CAT; painel B) no miocardio remoto ao infarto e em area correspondente
para os animais do grupo SHAM. Amostras teciduais representativas de 31 dias de
estudo. ANOVA uma via e pds-teste de StudentNewman-Keuls foram aplicados nas
analises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo IM; &p<0,05 vs. grupo
IMC.SHAM (n=6); IM (n=9); IMC (n=8); IML (n=5); IMCL (n=4).

Curvas de sobrevida foram plotadas para analisar a repercussao das
intervencdes, em que nado houve diferengas significantes entre os grupos ao

longo de 30 dias de seguimento (Figura 9).

37



100+

&
= Y
-;- @ SHAM(n=12)

60 &/ M(n=18)
:E . = IMC (n = 15)
E 40- == ML (n=19)
5 4 IMCL (n=22)
o
) 204
Log-rank (p = 0,26)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Dias
Figura 9.Curva de sobrevida representativa ao seguimento de 30 dias de
acompanhamento. A curva de sobrevida foi construida com animais sobreviventes apos

uma hora da intervengéo cirurgica para inducdo de infarto do miocardio ou cirurgia
simulada (SHAM).

5. DISCUSSAO
Empregamos o modelo experimental de IM induzido por oclusdo coronariana

para analisar a repercussao da terapia farmacol6gica com Carvedilol e LBI na
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evolucdo para IC. Esse modelo experimental € bem consolidado na literatura e
padronizado em nosso laboratério, com repercussdes cardiacas semelhantes as
observadas em humanos®6:57:58,

A opcéo pelo tratamento com Carvedilol € pautada na indicacdo do
farmaco como escolha na pratica clinica durante a evolucéo para a IC de etiologia
isquémica 293031 Assim, a literatura é concordante em pontuar que esse beta-
bloqueador atenua o remodelamento cardiaco poés-infarto em animais de
laboratério e humanos®%%6, Em relagdo a repercussédo da fotobiomodulacéo
com LBI, os estudos disponiveis sao intrigantes, porém assolados por limitacdes
gue pormenorizam os resultados. Enquanto existem evidéncias para melhora da
aptiddao fisica, do tamanho da area necrotica e das caracteristicas
morfofuncionais cardiacas, varias limitacbes sdo pontuadas, como:
heterogeneidade do género dos animais, dispositivo de LBl e parametros de
irradiacdo empregados; auséncia de controle de variaveis importantes, como
exemplo, a composicao de grupos experimentais sem o controle do tamanho dos
infartos; auséncia de procedimentos de randomizacdo ou cegamento; estudos,
em sua maioria, com desenho transversal, em que a casualidade dos resultados
ndo pode ser negada®?.

Animais infartados nao tratados (grupo IM) e submetidos somente a
terapia com Carvedilol exibiram menor peso corporal em comparagcdo com o
grupo SHAM, situacdo que nao vigorou nos grupos IML e IMCL. O mecanismo
pelo qual o IM afeta no ganho de peso corporal ainda ndo é completamente
conhecido. Atribui-se participacdo a reducdo da ingestdo alimentar; distarbios
gastrointestinais inerentes a ma-absorcdo de nutrientes; a ativacdo neuro-

hormonal pro-inflamatoria e pré-oxidante, que culminam em protedlise, atrofia,

39



necrose e apoptose das células musculares®3. Em conjunto, esses mecanismos
cooperam para explicar a prevaléncia de 20 a 47% de sarcopenia em pacientes
com IC®, Deve-se mencionar que, nos grupos submetidos ao LBI, a massa
corporal ao final do estudo foi similar ao grupo SHAM. E dificil estabelecer as
razdes para esses achados, mas o potencial efeito do LBl em abrandar a
inflamacéo pdés-infarto poderia constituir hipotese aceitavel38:62,

A capacidade funcional foi avaliada por meio de teste de esfor¢co de
intensidade maxima em esteira rolante e, como presumido, ratas com IC pos-IM
expressaram reducéo da resisténcia aerébia® %6, Considerando que o tratamento
com Carvedilol surtiu beneficios no remodelamento cardiaco, consideramos que
a depressdo na resisténcia aerObia poderia ser atenuada, entretanto, essa
hipétese nado foi apoiada nesse estudo. A melhora da resisténcia aerdbia
despertada por beta-bloqueadores ndo € consensual na literatura, com
existéncia de dados positivos ou nulos®”.68. Resultado semelhante foi registrado
para a aplicacdo do LBI isolada ou associada ao Carvedilol. Esses achados
dificultam a conclusao definitiva sobre o papel do LBI no desempenho fisico de
ratos infartados na medida que existe pouca investigacdo sobre a repercussao
da fotobiomodulacdo. Encontramos um Unico estudo onde os autores aplicaram
diodo emissor de luz (LED) no musculo gastrocnémio de ratos infartados durante
oito semanas e observaram melhora na distancia percorrida e velocidade
maxima de corrida®®. E dificil estabelecer a razdo de ndo encontrarmos melhora
na aptidao fisica com a fotobiomodulagcdo, mas alguns pontos podem ser
considerados. No trabalho de Capalonga®® foram incluidos animais com infartos
pequenos (~24% do VE) e que ndo desencadeiam a IC. Além disso, o tipo de luz

e aregido irradiada (gastrocnémio) foram diferentes das estabelecidas em nosso

40



trabalho. Portanto, o impacto da fotobiomodulacédo na capacidade funcional de
ratos com IC carece de investigacao.

Os dados disponiveis na Figura 4 indicam que no grupo tratado somente
com LBI houve prevencdo no aumento do tamanho do IM. Esse resultado pode
ser atribuido ao tamanho amostral, em que o tamanho da necrose miocardica
pode ser muita varidvel mesmo com a inclusdo de animais com infartos
estabelecidos como = 37%. Relata-se, ainda, que n&do houve diferencas
significantes entre os grupos para o tamanho do IM ao final do estudo, o que
constitui achado comum para ratos infartados submetidos ao tratamento com
Carvedilol’®7t

A respeito da fotobiomodulacéo, les6es miocardicas menores constituem
achado principal na literatura3>3738.72 situacéo que néo vigorou nesse estudo.
Alguns aspectos podem ser considerados para entender o efeito nulo do LBI na
extensdo do IM. Incluimos somente animais com tamanhos similares de IM para
evitar que variabilidade na extenséo da lesao pudesse influenciar negativamente
os resultados obtidos, assim, o desenho do estudo ndo permite analisar
apropriadamente o impacto do LBI no tamanho do IM. Outro ponto importante €
a analise prospectiva dos dados, em que o LBI foi aplicado durante todo
seguimento do estudo. Resultados positivos do LBI provém de investigacoes em
que as irradiacbes foram aplicadas imediatamente ou alguns minutos apés
oclusdo coronaria®®2638 por conseguinte, o impacto do LBI foi analisado
somente na fase aguda da doenca. Esses dados, em conjunto com a informacéo
disponivel na Figura 4, sdo sugestivos de que os beneficios da fotobiomodulacao
em reduzir o tamanho do IM séo evidentes na fase aguda do remodelamento

cardiaco.
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Os achados de menor area diastolica em animais tratados com Carvedilol
e LBI possuem implicacdes importantes para evolucdo da IC (Figura 4). E
conhecido que ventriculos maiores oneram o desenvolvimento de presséo e,
assim, a dilatacdo do VE pés-infarto implica em maior esforco miocardico e
menor eficiéncia de bomba’. Esse conceito é amparado por dados que
associam diametros maiores das cavidades esquerdas com piora funcional em
ratos com IC’4. Qutros estudos que ministraram diferentes doses de Carvedilol
também apresentaram resultados similares aos nossos’>’%. Quanto a
fotobiomodulacdo, as poucas evidéncias disponiveis sdo inconclusivas — ha
trabalhos que apresentaram dados positivos ou nulos®?,

A andlise da funcgéo sistolica por ecocardiografia ndo revelou beneficios
do Carvedilol. Inicialmente, imaginavamos que o farmaco poderia atenuar a
disfuncéo sistélica, como evidenciado por estudos prévios que valeram-se de
doses diferentes da ministrada em nosso estudo’*’>"7. Ao analisar nossos dados
em comparacao com a literatura, aparentemente ha um efeito dose-resposta do
Carvedilol. Nota-se que beneficios para a funcdo sistolica do VE sdo mais
evidentes em estudos que empregaram regimes de tratamento de doses baixas
(exemplo: 1 mg/kg/dia) em comparacéo a doses altas como a preconizada nesse
trabalho. Além disso, outros investigadores que trataram ratos infartados com
Carvedilol na dose de 10 e 20 mg/kg/dia também ndo observaram melhora
significativa da funcéo sistélica®%71.76,

A acao isolada do LBI na funcéo sistélica foi idéntica a do Carvedilol, com
reducdo evidente da FEAT. Infelizmente, a literatura € carente de estudos que
analisam o papel do LBI aplicado no curso de evolucdo para IC pos-infarto, em

que beneficios foram noticiados para dados obtidos na fase aguda da doenca3.
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Quando a analise funcional cardiaca foi conduzida em animais em estagio de IC,
em que o LBI foi aplicado na fase precoce ou tardia do IM, respectivamente, ndo
ha relatos de beneficios da fotobiomodulacdo®® 7278, O que desperta interesse é
a acdo da combinacao das terapias em atenuar a disfuncéo sistolica e diastolica
do VE. Como notado na Figura 5, o grupo IMCL apresentou melhora nos valores
da FEAT e onda E ao final do estudo. A explicacdo para o efeito sinergista das
terapias em melhorar o desempenho ventricular precisa ser investigada.

O aumento de EROS gera desbalanco redox e, por consequéncia, resulta
em aumento de peroxidacao lipidica e formacéo de aldeidos citotoxicos, como o
4HNE. Nossos dados de aumento na expressdo de 4HNE no grupo IM sé&o
sugestivos de aumento da peroxidacao lipidica despertada pela EROSna IC,
corroborando achados prévios da literatura’. Além de ser utilizados como
marcador de lipoperoxidacdo, o 4HNE possui implicacdo importante na funcao
miocardica. O 4HNE pode interagir com residuos de cisteina, histidina e lisina de
proteinas de controle do metabolismo e contratilidade de cardiomidcitos, o que
resulta em disfuncéo cardiaca®. Assim, o aumento do 4HNE pode, em parte, ser
responsavel pelos valores menores de FEAT encontrados nos animais do grupo
IM. Por outro lado, o conteddo menor de 4HNE no miocardio também constitui
hip6tese para que a disfuncéo sistdlica esteja atenuada nos animais a terapia
combinada de Carvedilol e LBI. De fato, a reducdo desse aldeido esta
diretamente associada com disfungdo cardiaca. Toma-se como exemplo o
estudo de Nakamura et al’®, conduzido em pacientes com cardiomiopatia
dilatada, em que reducdes do teor de 4HNE no miocardio foram associadas com
melhora da fracdo de ejecdo do VE apos o tratamento com Carvedilol. Desse

estudo, ainda podemos inferir acerca da menor dilatacao ventricular encontrada
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em nossos casos, nos ratos tratados com Carvedilol (Figura 4B). Ocorre que,
Nakamura et al?®* também observaram que o tratamento com Carvedilol resultou
em reducdo dos diametros ventriculares diastolicos e sistdlicos. Desperta
interesse o fato do LBI, isoladamente, gerar beneficios similares ao Carvedilol
no que que concerna a dilatacdo VE e expressédo de 4HNE. Evidentemente que
a acao sinergista das terapias fomenta maior interesse, em que a melhora da
funcao sistdlica (FEAT) e diastdlica (onda E menor: IMCL vs. grupo IM) do VE
foi acompanhada de normalizacéo do teor de 4HNE para niveis similares ao do
grupo SHAM. Considera-se o fato de que houve atenuacdo no aumento de
proteinas carboniladas somente quando da interacdo da terapia farmacologica
com o LBI.

Embora a menor concentracdo de 4HNE nos grupos infartados e tratados
constitua indicativo de que houve atenuacdo da peroxidacao lipidica, ndo €
possivel descartar a hipétese que houve, também, maior remocédo do aldeido,
principalmente ligado ao tratamento com Carvedilol. Sabe-se que existem trés
vias para manter a homeostasia intracelular do 4HNE?3!. Primeiro, o 4HNE pode
ser reduzido para 1,4-dihidroxido-2-nonenal pela aldo-ceto redutase ou pela
enzima desidrogenase alcool. Segundo, o 4HNE pode ser oxidado para acido 4-
hidroxido-2-ndo acético pela enzima aldeido desidrogenase. Terceiro, podem
existir reacdes catabdlicas do 4HNE via formacéo de adutos com glutationa de
forma espontanea ou mediadas pela glutationa S transferase. Esse mecanismo,
via glutationa, pode ter mediado maior remocé&o de 4HNE nos ratos tratados com
Carvedilol e, assim, ter contribuido para a menor concentracdo do aldeido
(Figura 6). A base para essa hipotese provem de estudos mostrando que o

tratamento com Carvedilol resulta em aumento na concentragédo de glutationa
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em modelo experimental de IC 082, A respeito do papel do LBI, ndo ha dados ou
estudos conduzidos para determinar se a fotobiomodulacdo pode alterar a
homeostasia celular do 4HNE.

Para caracterizar como as terapias poderiam proteger o miocardio
infartado do estresse oxidativo, analisamos a atividade tecidual de duas
importantes enzimas antioxidantes, SOD e CAT. A SOD catalisa a dismutacéo
do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio e, a CAT, decompde o
peréxido de hidrogénio. Ha estudos mostrando que o Carvedilol pode aumentar
a atividade dessas enzimas em diferentes modelos experimentais de IC83. Esses
efeitos sdo atribuidos a acdo antioxidante direta do Carvedilol, a acdo indireta
em bloguear a atuacédo das catecolaminas no miocardio, a acdo anti-isquémica
por suas propriedades vasodilatantes e a acdo de modulacédo da homeostase no
transiente de célcio celular®?. Por outro lado, a revisdo de literatura conduz a
achados intrigantes no que se refere ao LBI, em que h& estudos indicando que
a fotobiomodulacdo pode reduzir a atividade enzimatica (exemplo: SOD) em
coracdes infartados®8., Em nosso estudo, a atividade da SOD foi
significativamente menor nos animais infartados em comparacdo ao Sham,
situacdo que vigorou independente das terapias. Todavia, como visualizado na
Figura 8B, a ministragéo isolada de Carvedilol resultou em aumento na atividade
da CAT e, quando somada a aplicacdao do LBI, a acdo foi potencializada.
Evidentemente que a implicacdo desse achado constitui um balango anti- vs.
pré-oxidante benéfico nos animais que valeram-se da combinacao terapéutica
de Carvedilol e LBI, o que poderiam contribuir para atenuacdo no aumento no
conteudo de proteinas carboniladas encontrado no grupo IMCL (Figura 7). N&o

€ possivel ponderar com exatiddo a repercussado desses achados, porém,
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aumentos no teor de proteinas carboniladas e reducdo na atividade da CAT
foram mostrados estar associados com pior progndstico da 1C86:87,

Como ilustrado na Figura 9, ndo houve beneficio das terapias isoladas ou
combinadas para melhorar a sobrevida ao longo de 30 dias de seguimento.
Vérios estudos clinicos documentaram acéo benéfica de beta-bloqueadores
distintos na mortalidade em pacientes com IC. No CIBIS Il, em que o Bisoprolol
foi a droga de escolha, houve 30% de reducdo da mortalidade® O estudo
MERIT-HF documentou reducdo de mortalidade de 35% com o uso de
Metoprolol®®. Mais recentemente no estudo HF-ACTION, o Carvedilol
demonstrou reduzir a mortalidade e re-internacdes em pacientes com disfuncéo
sistélica®®. Embora dados de nosso estudo ndo corroboram informacdes
divulgados nos trials clinicos, ha certos pontos que devem ser considerados: (i)
Considerando a fase aguda do IM em ratos, a maior taxa de mortalidade
prevalece nas primeiras 24 horas ap0s oclusdo coronariana, situacdo que pode
ser constatada na Figura 9. Posteriormente a esse periodo, aumento significativo
na mortalidade foi notado com cerca de 80 a 120 dias da oclusdo coronaria®..
Assim, o periodo de 30 dias estabelecido nesse estudo ndo € apropriado para
documentar alteracGes significativas na mortalidade entre 0s grupos
experimentais; (i) analises de mortalidade requerem um tamanho amostral
robusto, condicdo que néo se estabelece em nosso estudo; (iii) Nosso estudo foi
conduzido exclusivamente com animais fémeas, em que infartos de extensdo
semelhantes foram adotados como critério de inclusdo, condi¢cdes que nao se

reproduzem em estudos clinicos.
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6. CONCLUSAO

Em conclusao, esse estudo ilustra que o Carvedilol e o LBI possuem
efeitos similares na IC pés-infarto, considerando as alterac6es de desempenho
fisico, de biometria cardiopulmonar e morfofuncionalidade do VE. Todavia, um
efeito anti-oxidante local foi mais evidente nos animais submetidos ao tratamento
com LBI. Além disso, a combinacdo das terapias resultou em atenuacédo da

hipertrofia miocardica e melhora da FEAT do VE.
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Abstract

Pinto, HD, Vanin, AA, Miranda, EF Tomazoni, S, Jonnson, DS, Albuquerque-Pontes, GM, de Oliveira Aleixo Junior, |, Grandinett, VS,
Casalechi, HL, de Tarso Camillo de Carvalho, P, and Pinto Leal Junior. Photobiomodulafion therapy improves performance and accelerates
recovery of high-level rugby players in field test: A randomized, crossover, double-biind, placebo-controlled clinical study. J Strength Cond
Res 30(12): 3329-3338, 2016-Atthough growing evidence supports the use of photobiomodulation therapy (PBMT) for performance and
recovery enhancement, there have only been laboratory-controlled studies. Therefore, the aim of this study was to analyze the effects of
PBMT in performance and recovery of high-level rugby players during an anaerobic field test. Twelve male high-level rugby athletes were
recruited in this randomized, crossover, double-blinded, placebo-controlled frial. No interventions were performed before the Bangsbo sprint
test (BST) at familiarization phase (week 1), at weeks 2 and 3, pre-exercise PBMT or placebo were randomly applied to each athlete.
Photobiomodulation therapy imadiation was performed at 17 sites of each lower limb, employing a cluster with 12 diodes (4 laser diodes of
903 nm, 4 light emitting diodes [LEDs] of 875 nm, and 4 LEDs of 640 nm, 30 J per site, manufactured by Mufti Radiance Medical). Average
fime of sprints, best time of sprints, and fatigue index were obtained from BST. Blood lactate levels were assessed at baseling, and at 3, 10,
30, and 60 minutes after BST. Athletes' perceived fatigue was also assessed through a questionnaire. Photobiomodulation therapy
significantly (p < 0.03) improved the average time of sprints and fatigue index in BST. Photobiomodulation therapy significantly decreased
percentage of change in blood lactate levels (p < 0.03) and perceived fatique (p < 0.05). Pre-exercise PBMT with the combinafion of super-
pulsed laser (low-level laser), red LEDS, and infrared LEDS can enhance performance and accelerate recovery of high-ievel rughy players in
field test. This opens a new avenue for wide use of PBMT in real clinical practice in sports seftings.

PMID: 27030245 DOI: 10.151945C.0000000000001439
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Abstract

BACKGROUND: Photabiomodulation therapy (PBIT) hs recently been used to alleviate posteXercise muscle faigue and ennance recovery,
demonstrating postive results. A previous study by our research group demansirated the optimal dose for an nfrared wavelength (810 nm),
Dut the outcomes could be aptimized furter with the determination of the aptimal output power

OBJECTIVE: The aim of the present study was to evaluate the effects of PBMT (through low-tevel laser therapy) on postexercise skeletal
muscle recovery and identiy the best output power

MATERIALS AND METHODS: A randoized! placebo-conirolled double-Diind clincal trial was conducted with the: partcipation of 26 high-
level soccer players. PBMT was applied before the eccentric contraction protocol with a cluster with ive diodes, 810 nm, dose of 10J, and
output power of 100, 200, 400miW per diode o piaceDo at six sites of knee extensors. Maximum isomefric voluntary coniraction (MIVC),
(efayed onset muscle soreness (DOMS) and biochemical markers related to musce damage (creatine kinase and lactate defydrogenase),
infammtion (1L-1, IL-6, and TNF4), and oxidative siress (catalase, superoxide dismutase, carbonylated profeins, and fhiobarbituric acid)
Were evaluated before isokinetic exercise, as wel as at 1 minand at1, 24, 48, 72, and %, after the eccentric coniracfion protocol

RESULTS: PBIT increased MIVC and decreased DOMS and levels of iochemical markers (p <0.09) with the power output of 100 and 200
W, with efer resuts for the power output of 100 miW.

CONCLUSIONS: PBIAT with 100 mW power output per diode (500 mW total) before exercise achieves best outcomes in enhancing muscular
performance and postexercise recovery. Another time it has been demonsirated that more power output is not necessarily beer

KEYWORDS: exercice performance; parameter opfimization; photabiomodulation therapy: phototherapy: postexercise recovery
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Low-Level Laser Application in the Early Myocardial Infarction Stage
Has No Beneficial Role in Heart Failure
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Abstract Go to:

Low-level laser therapy (LLLT) has been targeted as a promuising approach that can mitigate post-infarction
cardiac remodeling. There 15 some interesting evidence showing that the beneficial role of the LLLT could
persist long-term even after the end of the application, but it remains to be systematically evaluated.
Therefore, the present studyv aimed to test the hypothesis that LLLT beneficial effects in the early post-
infarction cardiac remodeling could remain in overt heart failure even with the disruption of irradiations.
Female Wistar rats were subjected to the coronary occlusion to induce myocardial infarction or Sham
operation. A single LLLT application was carried out after 60 s and 3 days post-coronary occlusion,
respectively. Echocardiography was performed 3 days and at the end of the experiment (5 weeks) to
evaluate cardiac function After the last echocardiographic examination, LV hemodynamic evaluation was
performed at baseline mdr;‘fn__slidden afterload increases. Compared with the Sham group, infarcted rats
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Abstract

This study evaluated the role of the phototherapy and exercise training (EXT) as well as the combined treatment in general symptoms, pain,
and quality of lfe in women suffering from fibromyagia (FM). A total of 160 women were enrolled and measures were carried out in fwo sets:
It was sought to identiy the acute effect for a single phototherapy and EXT session (Sef 1); long-term effect (10 weeks) of the interventions
(Set 2). Phototherapy imadiation was performed at 11 locations in their Dodies, employing 2 cluster with nine diodes (one super-pulsed
Infrared 905 nm, four light-emitting diodes [LEDS] of 640 nm, and four LEDS of 673 nm, 39.3 J per location). Algomedtry and VAS instrument
Were applied to evaluate pain. The FM symptoms were evaluated with Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) and Research Diagnostic
Criteria (RDC) instruments. Quality of life was assessed through SF-36 survey. 3et 1: pain threshold was improved with the phototherapy,
and EXT improved the pain threshold for temporomandibular joint (right and left body side) and occipital site (right body side). Set 2: there
Was improved pain threshold in several tender points with the phototherapy and EXT. There was an overlap of therapies to reduce the fender
point numbers, anxiety, depression, fatique, sleep, and difficulty sleeping on FIQRDC scores. Moreover, quality of fife was improved with
both therapies. The phototherapy and EXT improved the pain threshold in FM women. A more substantial efiect was noficed for the
combined therapy, in which pain refief was accomplished by improving VAS and FIQ scores as well as quality of Iife.

KEYWORDS: Exercise training; Fibromyalqia; Pain: Phototherapy: Quality of life



