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RESUMO

REPERCUSSAO DA TERAPIA COMBINADA DE CARVEDILOL E
FOTOBIOMODULACAO NO REMODELAMENTO CARDIACO EM RATOS
INFARTADOS

A insuficiéncia cardiaca é uma causa importante de morbidade e mortalidade no
mundo todo e responsavel pelo elevado nimero de hospitalizacdes. A ativacao de
mecanismos neuro-hormonais e inflamacdo persistente tornam-se deletérios em
longo prazo pela estimulagdo do remodelamento ventricular. O laser de baixa
intensidade (LBI) é uma ferramentapromissora para atenuar o remodelamento
cardiaco consequente ao infarto do miocardio (IM). Menciona-se que estudos
prévios da literatura pontuaram a repercussao isolada do LBI, em que sua acéo
somada ou comparada a terapia farmacoldgica padréo da insuficiéncia cardiaca néo
foi investigada. Assim, analisamos o efeito do Carvedilol e da fototerapia com LBI no
remodelamento cardiaco pés-infarto em ratas. Utilizamos animais wistar fémeas que
foram randomizadas em cinco grupos experimentais (protocolo 88061506115):
SHAM; infartado néo tratado (IM); infartado +caverdilol (IMC); infartado + LBI (IML);
infartado+LBI+carvedilol (IMCL). O LBI (A 830 nm, 100 mW, 200 s, 20 J) foi aplicado
transtoracico trés vezes por semana entre 0s arcos costais. Os animais submetidos
ao tratamento com caverdilol receberam doses diarias de 1mg/100g.0Os dados
biométricos foram coletados logo apés o sacrificio, em que se analisou os pesados
do coracdo e ventriculo esquerdo (VE) e o teor de agua pulmonar (H20). Os
parametros hemodinamicos do VE foram avaliados em condicbes basais com
implante intra-VE de cateter MILLAR e transdutor de fluxo posicionado na porcéo
ascendente da aorta. As seguintes variaveis foram obtidas: pressédo sistélica (PS);
pressao diastélica final (PD2); derivada temporal da pressdo positiva (+dP/dt) e
negativa (-dP/dt); débito cardiaco; trabalho sistdlico. Os marcadores inflamatoérios
(interleucina 1B, interleucina 6, interleucina-10 e fator de necrose tumoral alfa) foram
analisados pelo método ELISA. Apenas animais com infartos 237% foram incluidos
no estudo. Os dados sdo expressos como mediat erro padrdo da média e ANOVA
(pos-hoc: Bonferroni). Demonstramos que o LBI ndo afetou a relagédo entre peso do
coracao/peso corporal entre os grupos, mas combinado ao carvedilol atenuou o
aumento da relacao peso do VE/peso corporal induzido pelo IM. O H20 foi atenuado

por todas as terapias. A PS foi significativamente reduzida em todos 0s grupos
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infartados. O aumento da PD2 pés-IM foi reduzido com todos os tratamentos. Ambos
+dP/dt e -dP/dt foram reduzidas com o IM e ndo afetadas pelas terapias. O DC foi
similar entre os grupos. As citocinas pro-inflamatorias foram moduladas pelo LBI e
guando combinado ao carvedilol. Nossos resultados s&o o primeiro a demonstrar os
efeitos do LBI combinado ao carvedilol e que consideracdes de desempenho fisico,
de biometria cardiopulmonar e morfofuncionalidade parecem ser semelhantes. No
entanto, observamos o efeito anti-inflamatoério do LBI ser mais evidente do que a
terapia farmacoldgica. Além disso, a combinacdo das terapias resultou em

atenuacéo da hipertrofia miocardica e melhora da FEAT do VE.

Palavras-chave: remodelamento cardiaco, insuficiéncia cardiaca,

fotobiomodulacao, laser de baixa intensidade, carvedilol, desempenho fisico
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ABSTRACT

REPERCUSSION OF COMBINED CARVEDILOL THERAPY AND
PHOTOBIOMODULATION IN HEART REMODELING IN INFARTED RATS

Heart failure is an important cause of morbidity and mortality worldwide and
responsible for the high number of hospitalizations. Activation of neurohormonal
mechanisms and persistent inflammation become deleterious in the long term by
stimulating ventricular remodeling, overcoming further deterioration to an already
weakened heart. Low level laser therapy (LLLT) is a promising tool to attenuate
cardiac remodeling resulting from myocardial infarction (Ml). It is mentioned that
previous studies of the literature have pointed to the isolated repercussion of LLLT, in
which its action added or compared to standard pharmacological therapy of heart
failure was not investigated. Thus, the objective was to analyze the effect of
Carvedilol and LLLT in post-infarct cardiac remodeling in rats. Female wistarrats
were randomized into five experimental groups: SHAM; untreated infarct (IM);
infarcted + caverdilol (IMC); infarcted + LBI (IML); infarcted + LBI + carvedilol (IMCL).
The LLLT (A 830 nm, 100 mW, 200 s, 20 J) was applied transthoracic three times
weekly between the costal arcs. Animals receiving caverdilol received daily doses of
1mg/100g. Biometric data were collected after sacrifice, in which the heart and left
ventricle (LV) and the pulmonary water content (H20). The hemodynamic
parameters of the LV were evaluated at baseline with intra-VE implantation of a
MILLAR catheter and flow transducer positioned in the ascending portion of the
aorta. The following variables were obtained: systolic pressure (PS); Final diastolic
pressure (PD2); derivative of positive pressure (+ dP / dt) and negative (-dP / dt);
Cardiac output; Systolic work. Only animals with infarctions 237% were included in
the study. nflammatory markers (interleukin 1B, interleukin-6, interleukin-10, and

tumor necrosis factor alpha) were analyzed by the ELISA method. Only animals with
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infarctions 237% were included in the study. Data are expressed as mean + standard
error of the mean and ANOVA (post-hoc: Bonferroni).LLLT did not affect the heart
weight / body weight ratio between groups, but combined with carvedilol attenuated
the increase in LV weight / body weight ratio induced by MI. H20 was attenuated by
all therapies. PS was significantly reduced in all infarcted groups. The increase in
post-MlI PD2 was reduced with all treatments. Both + dP / dt and -dP / dt were
reduced with MI and unaffected by therapies. The CD was similar between groups.
The proinflammatory cytokines were modulated by LLLT and when combined with
carvedilol.Our results are the first to demonstrate the effects of LLLT combined with
carvedilol and what considerations of physical performance, cardiopulmonary
biometry and morphofunctionality appear to be similar. However, we observed the
anti-inflammatory effect of LBI to be more evident than pharmacological therapy. In
addition, the combination of therapies resulted in attenuation of myocardial

hypertrophy and improvement of FAC.



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

therapy, carvedilol.
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1. INTRODUCAO

A doenca cardiovascular (DCV), tendo como consequéncia o infarto
agudo do miocardio (IM), possuem papel de destague na reducdo da
capacidade funcional e aumento da morbimortalidade mundial e nacional® 2.

Ha estimativas que indicam que trés milhdes de individuos sédo afetados
pelo IM e mais de 400 mil novos casos séo registrados anualmente® 4. Destes,
aproximadamente 50% dos pacientes vao a Obito emcinco anosapés
odiagnostico e,cerca de 40% vao a o6bito no periodo de 12 meses apés a
primeira hospitalizacdo por insuficiéncia cardiaca (IC)*> ®.

Desperta interesse o fato de parcela substancial dos pacientes
acometidos pelo IM desenvolveremIC no curso do tratamento, resultando,
assim, em diminuicdo da sobrevida, piora da qualidade de vida e que da
funcionalidade do paciente® 4. Nessa perspectiva, a cardiopatia isquémica
constitui problema de salde publica mundial e 6nus econémico elevado’®.
Toma-se como exemplo os gastos americanos com individuos diagnosticados
com insuficiéncia cardiaca, em que as despesas extrapolam 30 bilhdes de
délares ao ano®.

O remodelamento cardiaco que sucede ao IM desempenha papel
fundamental na fisiopatologia da disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE). E de
consenso que, no miocérdio injuriado ndo ha restabelecimento da viabilidade
celular e, assim,coexistem alteracBes genéticas, estruturais e bioquimicas que
convergem em deterioracdo da capacidade funcional cardiacaa longo prazo e,
consequente,0 aparecimento de sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca
e/ou morte subita'®.

Na vigéncia de deterioracdo da funcédo sistolica ventricular e dilatacao
cavitéria, as pressfes de enchimento séo relativamente altas para sustentar o
débito cardiaco e perfusdo tecidual.Acresca-se maior atuagdodo sistema
nervoso simpatico e renina-angiotensina-aldosterona que atuam para restaurar
a pressao arterial por meio de vasoconstricdo e retencéo hidrica. Todavia, ha
IC, a homeostase cardiaca é inexistente, haja deficiéncia persistente do VE
para manter a ejecédo sanguineaem relacdoa demanda do organismo??.

Menciona-se a complexidade dos mecanismos envolvidos no

remodelamento cardiaco pés-infarto e na génese da IC, os quais ainda
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padecem de investigacdo'?>. Destaque a atuacdo neuroenddcrina como
importante participantena patogénese da IC. Ha informagfes sdlidas acercada
hiperativagdo do sistema nervoso simpéatico em pacientes com IC,
principalmente representadapelo aumento dos niveis séricos de noradrenalina.
Em geral, quanto maior a ativacdo do sistema nervoso simpatico, pior o
prognéstico para IC. Decorre que, ha vasoconstricdo proveniente do
aumentona resisténcia vascular sistémica, aumentando apdés-cargacardiaca, o
gue onera o desenvolvimento de pressdo do VE insuficiente!4. Além disso, a
hiperatividadesimpaticaresulta emdiminuicdo no numeroe na sensibilidade dos
receptores beta-1l-adrenérgicos cardiacos, contribuindo para dessensibilizar
omiocardio ao estimuloadrenérgico!®. O aumento das concentracdes séricas e,
também local,da noradrenalina pode diretamente induzir hipertrofia dos
cardiomidcitospor meio do agonismo beta-adrenérgico ou, secundariamente,
estimular o crescimento celular via ativagdo do sistema renina- angiotensina-
aldosteronal® 15

Outro importante participante da génese ou acentuacdo dos efeitos
deletérios da IC perfaz a exacerbacao inflamatéria. Toma-se como exemplo
informacdes que associam diretamente o status pro-inflamatério com a
presenca de ruptura cardiaca, progressdo acelerada para a IC e aumento da
mortalidade poés-infarto®: 7. Assim, é corriqueiro o achado de inflamacéo
persistente na IC e comumente expresso pelo aumento dos niveis de citocinas
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), a interleucina 1 (IL-1) e a
interleucina-6 (IL-6). Ganha destague o TNF-alfa, citocina essencial para
ativacdo do catabolismo corpéreo, emque sua elevacdoestad relacionada a
caquexia cardiaca e miopatiamuscular esquelética’?.

A gravidade inerente a IC requer terapia farmacoldgica otimizada para
atenuar o remodelamento cardiaco, melhorar a evolucdo progndéstica e
aumentar a funcionalidade do paciente!®. Dentre os medicamentos que
compoem o tratamento da IC,0s betabloqueadoresséo considerados“pilares” da
base farmacolégica desde meados dos anos noventa, em que 0s beneficios
constituem aumentoda taxa de sobrevivéncia,melhora da qualidade de vida,
aumento sustentado da fracdo de ejecdo e redugdo de morte subital®.Tais
beneficios podem ser atribuidos aos efeitos antiarritmicos, anti-isquémicos e

anti-apoptoéticos dos beta-bloqueadores. Adiciona-se, ainda, a acao anti-
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inflamatoria induzida pelos beta-blogueadores quando iniciados na fase agudo
do IM. Toma-se como exemplo um estudo recente que ministrou beta-
bloqueador em ratos infartados, em que o carvedilol atenuou a disfungéo
ventricular concomitante a menor infiltracdo miocardica de células inflamatorias
e expressao de citocinas proé-inflamatériast® 20-22,

Estudos importantes como CIBIS 1123, COPERNICUS?* e MERITH-HF?®
estabeleceram respectivamente o carvedilol, bisiprolole metropolol como
drogas deevidenciarelevante para modificar favoravelmentea sobrevida. Os
betabloqueadores sdo recomendados para todos os pacientes com disfuncéo
ventricular, sendo bem tolerados por 90% dos pacientes com IC?3-25, Menciona-
se que, em alguns casos, 0s betabloqueadores sédo contra-indicados devido a
piora da IC, bradicardia acentuada e hipotenséo.

E importante mencionar que atuacdo farmacolégica na IC nido é
plenamente efetiva, circunstancia que pode ser pautada pela piora progressiva
da funcao cardiacae da IC em associacdo comalta taxa de mortalidade. De
fato, ha necessidade de andlise da repercusséo das ferramentas existentes no
momento para o tratammento da IC e criacdo de alternativas inovadoras que
produzam resultados mais positivos. No campo de intervengdes néao-
farmacologicas, a fotobiomodulacdopossui resultados intrigantes ao
consideradaem diferentes estudos em nivel experimental?6: 24

O primeiro relato do uso da fotobiomodulagdoem modelo experimental
de IM foi publicado por Whittaker et al.?’, em que a irradiacdo com laser de
baixa intensidade (LBl)atenuou asalteracbes morfologicas cardiacas imposta
pelo IM. A reducédo do tamanho do infarto e formacéo de tecido cicatricial e o
aumento de fatores pré-angiogénicos sdo achados bem documentados por
diversos grupos de pesquisa®> 2829 29 A pesquisa do nosso grupo também é
atuante nessa area de investigagcdo, em que demonstramos atenuacdo da
disfuncdo VE, menor expressdo tecidual de citocinas pro-inflamatérias e
aumento sérico de 6xido nitrico em ratos infartados submetidos a LBI®C.

Apesar dos resultados positivos inerentes ao LBI, ndo ha relatos de
estudos clinicos. E concebivel que a dificuldade técnica na construgido de um
equipamento de LBI para ser empregado em humanos constitua complicador
importante. Todavia, certas limitagbes metodoldégicas em estudos

experimentais também podem contribuir para a decisdo da aplicacéo clinica do
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LBI no tratamento do IM. Em recente revisdo sistematica de literatura?®, que
compde parte dessa tese de doutoramento, nds destacamos alguns pontos
acerca da fototerapia com LBI: (a) estudos prévios sao heterogéneos em
relacdo a género, dispositivo de laser, parametros de irradiacdo e numeros de
irradiac@es; (b) a composicdo dos grupos experimentais ndo respeita fatores de
inclusdo fundamentais, como exemplo, a distribuicAo dos animais com
tamanhos de infarto equivalentes; (c) procedimento de cegamento é pouco
reportado; (d) ndo ha estudos longitudinais,em que a aplicacdo do LBI foi
durante todo o curso de evolugédo para IC pés-infarto.Esse ultimo aspecto €
importante, como recentemente publicado por nosso grupo3!. Decorre que, a
Gnica irradiagdo de LBI apOs oclusdo coronariana em ratos resultou em
atenuacao da disfuncéo ventricular apenas na fase aguda do IM (trés dias pos-
oclusdo coronaria). Todavia, na descontinuidade das irradiacdes,a disfuncéo
cardiaca foi evidente e similar aos animais infartados néo tratadosao longo de
cinco semanas de seguimento.

Em sintese, as informacgdes precedentes situam a terapia farmacologica
comCarvedilolcomo parte integrante do manejo clinico pés-IM, conceito que
também é aportado em estudos experimentais. Ndo obstante, a incidéncia de
IC pés-infarto ainda constitui problema clinico evidente, em que muitos
pacientes evoluem com severa disfuncédo cardiaca e 6bito. Em que pese os
beneficios da terapia ndo farmacolégica com LBI, as informacdes disponiveis
sdo provinientes de estudos experimentaiscom limitacdes metodoldgicas
importantes e, 0 numero escasso de estudos ndo permite aportar com solidez a
translacdo dessa intervencao para clinica. Assim, esse estudo foi estruturado
para analisar o efeito da terapia com Carvedilol e LBl no remodelamento
cardiaco pés-infarto em ratas. Nossa hipétese e o laser e o carvedilol possuem
efeitos analogos na IC pés-infarto. Ademais, a acdo da terapia combinada

também constitui objeto de estudo.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral
Analisar o efeito da terapia farmacoldégica com o beta-
bloqueadorCarvedilole da fototerapia com LBIno remodelamento cardiaco pos-

infarto em ratas.

2.2. . Objetivos especificos

a) Analisar a repercussao doCarvedilol e LBI na aptidao fisica;

b) Determinar a repercusséao doCarvedilol e LBI na hipertrofia miocéardica;

c¢) Avaliar se o Carvedilol e LBl podematenuar a disfuncéo cardiacaem ratas
infartadas;

d) Analisar o efeito anti-inflamatoério do Carvedilol e LBI em ratas infartadas.
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3. METODOS

3.1. Animais estudados

Foram utilizadas 128 ratas de linhagemWistar-EPM, de
aproximadamente oito semanas de vida, pesando entre 180 a 250 gramas,
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
(CEDEME - EPM, Sé&o Paulo, SP). Os animais foram mantidos em caixas
plasticas em ambiente com temperatura controlada (22° C) e ciclo claro/escuro
de 12 horas, alimentadoscom agua e racdo adlibitum (Nuvilab). Os
experimentos foram conduzidos em acordo com o “Guide for theCareand Use
ofLaboratoryAnimals (NIH, Pub 85-23, revisado em 1985)” e o protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UNIFESP
(CEUA N°: 8806150615).

Todos os animais foram avaliados com ecocardiograma para determinar
o tamanho do infarto e posterior randomizacao por meio de sorteio. Os animais
que apresentaram tamanhos de IM = 37% do VE foram incluidos no estudo.
Este critério de inclusdo foi pautado em dados previamente publicados por
nosso grupo, em que tamanho de infarto = 37% constitui fator determinante de
acentuado remodelamento cardiaco e reduzida sobrevida em ratas®?. O grupo
SHAM foi submetido a todos os procedimentos efetuados nos grupos
infartados, todavia, ndo foi realizada a oclusédo coronariana ou qualquer forma
de tratamento (receberam apenas agua contendo os compostos utilizados para
diluir o Carvedilol e posicionamento do spot do LBI com equipamento
desligado). O desenho experimental pode ser visualizado na Figura 1.
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2. Grupos experimentais
SHAM (n = 10): animais falsos operados que foram mantidos com racéo e

agua por periodo de 31 dias.

. IM néo tratado (IM; n = 10): animais que foram submetidos a oclusao

coronéria para producdo de IM e mantidos por periodo de 31 dias.

. IM tratado com Carvedilol (IMC; n = 10): animais que foram submetidos a

oclusdo coronaria, para producédo de IM, tratados com Carvedilol mantidos

com racao e agua, por um periodo de 31 dias.

. IM tratado com LBI (IML; n = 10): animais que foram submetidos a ocluséo

coronaria, para producao de IM, tratados com Laser e mantidos com ragéo e

agua, por um periodo de 31 dias.

. Carvedilol + LBI (IMCL; n = 10): animais que foram submetidos a ocluséo

coronaria, para producdo de IM tratados com Carvedilol e laser, mantidos

com racao e agua, por periodo de 31 dias.

N°= 86 ratas \Wistar

1 minute apds cirurgia de indugdo do infarto estes grupos foram irradiados
& depois mais trés vezes por semana de acordo com protocolo.

—

Inicio do tratamento
Sham I IMC ML IMCL medicamentoso e Cn?;t:":le
] ERT) Be 2 47 ° ' o
A | LU | B | L | iradiacdes com laser .
A A A A 'Y biologico
A
| 55 animais sobreviventes | f
= Teste fisico || Teste fisico | | Ecocardiograma | | Hemodindmica
‘ Total de dbitos 31 ‘ .
T F A final 3
| 3 obitos 25 dias apos indugédo do IM | yy
| 10 dbitos 3 dias apos indugao do IM |
| 18 dbitos nas primeiras 24hs apos indugdo do IM | Selecdo dos
animais ¢/ IM =
f 1 37%
Sham | | I || My | | ML || ML |
. 1
| Sorteio para distribuigao dos grupos | Ecocardiograma
| |
CIRURGIA DE OCLUSAQ DA inicial
ARTERIA CORONARIA DE 86 RATAS y
1 —
1* dia ¥ dia 7° dia 29" dia 30° dia 21 dia

Figura 1. Desenho experimental.
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3.3.Modelo experimental delM

A técnica de “producédo” do infarto é adaptada por Pfeffers? e padronizada
em nosso laboratério®*. Os animais foram anestesiados com Isoflorano
(Cristélia, Itapira - SP, Brasil), submetidos a intubacé&o orotraqueal e ventilados
com pressao positiva em ventilador para roedores (Rodent ventilador Mod 683,
HavardApparatus, Holliston, MA, USA). Apoés tricotomia, realiza-se toracotomia
no hemitérax esquerdo, no espaco intercostal em que 0 coragdo impacta o
gradeado costal, em seguida, realiza-se ampliacdo do espaco intercostal com
auxilio de pinca hemostatica, seguida de compressédo do hemitorax direito no
sentido lateral, permitindo a exteriorizacdo do coracdo. A artéria coronaria
interventricular anterior € identificada e aplicado um ponto com fio de sutura
prolene 6-0 cerca de 1 mm abaixo do bordo anteroinferior do atrio esquerdo.
Provoca-se hiperinsuflacdo pulmonar para que ocorra expansdo do pulméo
esquerdo e a toracotomia foi fechada por sutura em bolsa previamente
preparada na parede do torax. Posteriormente aos procedimentos cirdrgicos
para a recuperacdo anestésica, os animais foram colocados separadamente
em gaiolas expostas a pouca luz, evitando-se a manipulacédo e o estresse do
animal. Apés a recuperacdo da anestesia, 0s animais receberam uma injecao
subcutanea de cloridrato de tramadol (5 mg/kg) associado a 50 mg/kg de
dipirona, intramuscular a cada 8 horas para o controle da dor por trés dias®®. O
procedimento de ministracdo do tramadol e dipirona também foi realizado nos
animais pertencentes ao grupo SHAM.
3.4.Ecocardiograma

Todos os animais foram submetidos a analise por ecocardiografia
Doppler no 3° dia apds o IM. O exame foi repetido ao final da quarta semana
de seguimento (30 dias). Ap6s anestesia com mistura de Cetamina (50 mg/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 tragado eletrocardiografico
simultaneo a imagem ecocardiografica. Esta técnica é consolidada em nosso

laboratério, sendo utilizada em outros estudos®’-*°. Foi utilizado o aparelho HP
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SONOS 5500®, que possibilita obtencdo de 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 VE foram gravadas em fitas de video para
posterior andlise. Foramutilizadas as janelas paraesternal esquerda (corte
longitudinal e transversal) e apical(quatro camaras). No modo bidimensional,
foram analisadas asareas do VE ao final da diastole (AdVE) e ao final da
sistole (AsVE). A presenca de IM e sua extensdo, e afuncdo sistdlica e
diastdlica do VE, também foram analisadas. O tamanho do IM foi estimado por
padronizagdo previamente descrita em nosso laboratério por Moisés®. A
cicatriz do IM foi avaliada pela relacao entre comprimento das regides acinética
e/ou hipocinéticas (RAH) e o perimetro total do contornoendocardico (PE) em
trés niveis transversais do VE (nivel das bordas das cuspidesda valva mitral,
dos musculos papilares e da regido apical). A funcéo sistélica do VE foi
avaliada pela fracdo de encurtamento da areatransversa (FEAT) com a
seguinte equacdo: FEAT= [(AdVE-ASVE/AdVE)]x100%.0 valor final foi
obtidopela média das FEAT calculadas nos planos medial e apical do VE.A
funcdo diastolica foi determinada por meio dos indices derivados da curva
develocidade do fluxo diastélico mitral obtido por técnica Doppler pulsétil. A
curvade velocidade do fluxo diastdlico foi obtida a partir da imagem apical
guatrocamaras, posicionando-se a amostragem de volume proximo a face
ventricular davalva 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 telediastdlico mitral; [3] Relagdo E/A: razdo entre a
velocidade maxima das ondas E e A. A curva de velocidade de fluxo sistolico
na artéria pulmonar no plano para-esternal transversal da base foi determinada
com amostra de volume do Doppler pulsatil posicionada apds o plano valvar.
Um padréo especifico para hipertensdo pulmonar foi analisado: a identificagao
de entalhe no grafico da curva do Doppler causado pela reducédo abrupta da

velocidade do fluxo de saida do ventriculo direito38: 40,
3.5.Teste de esforco fisico

O teste de esforco foi aplicado no 7° (avaliagéo inicial) e 29° (avaliagéo final)

dias de experimento.Os animais foram submetidos a trés dias de familiarizacao
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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 - 0os 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 esforco 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 exaust&o®®.
3.6. Preparacao, ministracdo e analise antagonica do Carvedilol

O Carvedilol, de pureza de 99%, foi disponibilizado pelo laboratério
Baldacci (S&o Paulo, SP, Brasil). O farmaco foi dissolvido como previamente
descrito por Weiet al. (2000) em pequeno volume de dimetilsulféxido (DMSO) e
1% de acido acético em agua. A ministracao foi iniciada trés dias apos ocluséo
coronaria, sendo mantida até o final do seguimento. A quantidade de Carvedilol
foi ministrada de acordo com o peso corporal dos animais e a dose é
distribuida de acordo com a ingestdo de agua diaria determinada em estudo
piloto.

Para conhecer a quantidade de ingestdo hidrica, os animais foram
mantidos individualmente em gaiolas por 24 horas para registro da quantidade
de &agua ingerida, o que correspondeu a 28 mL/dia. Para as preparacoées,
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, estima-se
gque para cada 28,6 ml de solugcdo, os animais ingeriram 1mg/100g/diade
Carvedilol. Esta dose de Carvedilol demostrou eficiéncia em atenuar o
remodelamento cardiaco pos-infarto em ratos, em associacdo com efeitos anti-
inflamatérios, antioxidantes e anti-apoptéticos*43, Os animais dos grupos
SHAM, IM e IML receberam apenas agua contendo DMSO e &cido acético
diluidos na concentracdo descrita acima. A diluicdo da droga foi ajustada
semanalmente para acompanhar a variabilidade de peso corporal dos animais

ao longo do estudo.
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3.7. Parametros de irradiacdo com LBI

A aplicacdo do LBI foi realizada um minuto apés IM de forma
transtoracica, repetindo-se trés vezes por semana, durante quatro semanas de
tratamento com os animais sedados. A caneta do dispositivo foi posicionada
em nove pontos distintos proximo do 5° espaco intercostal com o objetivo de
abranger a maior area possivel do VE (parede lateral, parede livre, e regido
septal). A Tabela 1 ilustra os parametros de irradiacdo empregados no estudo.
Reporta-se que os parametros de foram definidos com base em estudo em
vigor em nosso laboratorio, em que o objetivo consiste em determinar qual o
melhor pardmetro de irradiacdo para gerar beneficios mais pronunciados no

remodelamento cardiaco pos-infarto.

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 ]
Area irradiada 0,028 cm?
Energia total por animal 19,998 J
Dose 2,22]
Densidade de energia 714 Jlcm?

Densidade de poténcia 3,57 W/cm?
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3.8. Estudo hemodinamico

No dia posterior ao segundo ECO, os animais foram submetidos a
anestesia com Uretana (1,2 mg/kg de peso corporal (Sigma Aldrich®, Missouri,
EUA) e cateterismo do VE a partir da carétida direita com
micromanometroMillar (MikroTip® 2F, Millarinstruments Inc., Houston, EUA) e
implante de sensor de fluxo na aorta ascendente (TransonicFlowprobe,
Transonic Systems Inc., NY, EUA), respectivamente. Com auxilio do software
AcgKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, EUA) foram computados 0s
valores instantaneos de: frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm);
pressado sistdlica do VE (PSVE, em mmHg);pressado diastolica final do VE
(PDfVE, em mmHgQ); primeira derivada temporal de presséo (+dP/dt e - dP/dt,
em mmHg/s); débito cardiaco (DC, em ml/min), volume sistélico ejetado (VSE,
em ml) e trabalho sistélico (TS, em g-m/batimento). O TS resultou da formula:
TS = (PSVE - PDfVE) x (VSE) x 0,0136, onde 0,0136 é a constante para
conversdo de pressdo e volume em unidades de trabalho (gramas-metro ou
g-m).
3.9. Anédlise de citocinas inflamatorias

Homogenatos foram preparados a partir da por¢cdo remota ao infarto
com solugéo Tris e inibidor de protease. A dosagem das citocinas IL-1p3, IL-6,
TNF-ae IL-10 foi realizada porensaio de imunoabsorgcdo ligado a enzima
(ELISA) conforme orientacbes do fabricante (quiteOptEIA, BD Biosciences®,
EUA). As placas de ELISA (Costarhalf-area plate-96 pogos) foram
sensibilizadas com 40ul dos anticorpos anti-citocinas especificos, diluidos em
tampao fosfato de sédio (pH 6,5) e carbonado de sodio (pH 9,5) especifico para
cada citocina (conforme recomendacéao do fabricante) e incubadas overnight a
4°C. As placas foram lavadas trés vezes com 150ul /poco de PBS pH 7,2-
Tween-20 0,05% (PBS-Tw) e incubadas com 100 ul de solucdo bloqueadora
contendo soro fetal bovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB) por 1h em temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-
Tw. Os padrbes das citocinas foram diluidos em série (fator 2) em PBS (pH

7,2)adicionado com SFB (10%) a partir da concentracéo inicial recomendada



29

pelo fabricante. Em seguida, 100ul da amostra e dos padrbes foram
adicionados em duplicata e a placa incubada por 120 minutos em TA. Quando
necessario, as amostras eram diluidas em PBS (pH 7,2) adicionado de SFB
(10%). Apds o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas seis vezes com
PBS-Tw e, realizada adicdo de 100ul de solucdo reveladora contendo TMB
(Tetrametilbenzidina). A reacado foi bloqueada com 50ul de acido fosforico e a
leitura realizada em espectrofotometro (Molecular Devices®, EUA) a 450 nm.
As concentracdes das amostras foram calculadas na regido linear da curva de
titulacdo dos padrdes expressas comopg/ml, utilizando o software Softmax
Pro®(verséo 7.0; Molecular Devices®). Obtida a concentragéo, os dados foram
normalizados pelo teor de proteinas na amostra por técnica de Bradford.

Assim, os dados finais estdoexpressos comopg/ug.

3.10 Anélise estatistica

Todos os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da
meédia e foram analisados com o programa estatistico GraphPadPrism, versao
5,0 (San Diego, CA, EUA).O teste de Shapiro-Wilkfoi aplicado para analisara
distribuicdo Gaussiana dos dados e o teste de Levenefoi adotado para as
andlises de homogeneidade de variancia.A comparag¢do entre os grupos foi
realizada com ANOVA uma ou duas vias e post-hoc deBonferroni em dados
com distribuicdo normal. Os dados que nao apresentaram distribuicdo
Gaussiana foram analisados com teste de Kruskal-Wallis e pos-hoc deDunns.
Um valor de p<0,05 foi adotado como nivel de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Massa corpoérea dos animais

Os animais sobreviventes as primeiras 48 horas apdés cirurgia ficticia
para indugéo do infarto apresentaram média das massas corporeas similares a
dos animais submetidos a oclusdo coronariana (Figura 2). A Unica diferenca
significante foi constatada na comparacdo dos animais alocados no grupo
IMCL em comparacdo ao grupo IM para o momento inicial do estudo. Houve
aumento significante da massa corpdrea em todos 0S grupos experimentais
durante o seguimento do estudo. Os valores de massa corporea ao final do

estudo nao foram significativamente diferentes entre os grupos experimentais.
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Figura 2. Evolucdo do ganho de peso corporal dos grupos experimentais ao longo do periodo
de estudo. Inicial: corresponde a mensuracdes realizadas com trés dias pos-infarto do
miocérdio; Final: corresponde a mensuracdes realizadas com trinta dias pos-infarto do
miocardio. ANOVA duas vias para amostras repetidas e pos-teste de Bonferroni foram

aplicados nas analises estatisticas. #p<0,05 vs. grupo IM para 0 momento inicial.
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4.2. Desempenho fisico

O desempenho fisico foi analisado em esteira rolante, em que o0s
animais foram submetidos a corrida com cargas progressivas até incapacidade
para manter o exercicio. Como notado na Figura 3, os valores de velocidade
méaxima de corrida foram significativamente inferiores em todos os grupos
infartados em comparacdo ao grupo SHAM ao final do estudo. Reporta-se,
ainda que as terapias com carvedilol e LBI, assim como a combinacéo

terapéutica, ndo surtiram efeitos positivos no desempenho fisico dos animais.
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Figura 3. Avaliacdo da velocidade maxima de corrida realizada em teste de esforco maximo
conduzido em esteira rolante. Inicial: corresponde a mensuracdes realizadas com quatro dias
pés-infarto do miocardio; Final: corresponde a mensuracdes realizadas com vinte e nove dias
pés-infarto do miocardio. ANOVA duas vias para amostras repetidas e pds-teste de Bonferroni
foram aplicados nas andlises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo SHAM para o respectivo momento;

#p<0,05 vs. grupo IM para o respectivo momento.

4.3. Teor de agua no pulmao e hipertrofia miocardica

A congestdo pulmonar € uma manifestagdo potencialmente fatal da IC,
assim o teor de agua pulmonar € comumente utilizado como marcador de IC.
Como ilustrado na Figura 4A, animais infartados sem tratamento exibiram
valores significativamente superior de agua no pulmdo em comparacdo ao
grupo SHAM, situagéo que foi abolida nos grupos experimentais submetidos ao
tratamento com carvedilol e LBI. Nao foi constatado efeito adicional da
combinacao terapéutica. Quanto a analise da massa cardiaca (Figura 4B),
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houve aumento nos grupos infartados sugerindo hipertrofia cardiaca. Todavia,
a analise da massa do VE revelou efeito positivo do LBI ao normalizar a massa
miocardica para niveis similares ao do grupo SHAM (Figura 4C). Acresca-se,
ainda, a repercusséo da combinacéo do LBI com o carvedilol, em que a massa

do VE foi significativamente menor no grupo IMCL em comparacdo ao grupo
IM.
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Figura 4. Dado biométricos cardiopulmonares dos grupos experimentais com 31 dias de
seguimento do estudo. A: teor de 4gua (H20) no pulm&o. B: peso cardiaco indexado pelo peso
corporal (PC). C: Peso do ventriculo esquerdo (VE) indexado pelo PC. ANOVA uma via e pés-

teste de Newman-Keuls foram aplicados nas analises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo SHAM,;
#p<0,05 vs. grupo IM.

4.4. Dados morfofuncionais do VE

Os resultados dos tamanhos dos infartos expressos como comprimento
da cicatriz estdo ilustrados na Figura 5A. A analise ecocardiografica da
extensdo do infarto demonstrou tamanho médio estatisticamente similar entre
0S grupos experimentais no inicio e no final do estudo. Considerando a analise
destes valores com 30 dias de seguimento em relagdo a avaliagcdo inicial,

houve aumento significativo no tamanho da les&o nos grupos IM e IMCL.
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A observacdo das Figuras 5B e 5C revela que as areas diastdlicas e
sistélicas do VE nos grupos infartados foram significativamente maiores em
comparacgdo ao grupo SHAM. Além disso, a dilatagdo cavitaria ao longo de 30
dias de seguimento foi um achado comum para todos os grupos infartados. Em
gue pese a importancia das terapias, nota-se que as areas diastélicas de todos
0s grupos tratados foram significativamente menores na comparagcdo com o0
grupo de ratos infartados sem tratamento ao final do seguimento do estudo. Ao
considerar a area sistolica do VE, a administracdo isolada do carvedilol foi a
Unica intervencao que surtiu efeito significativo durante o periodo experimental,

em que os valores de area foram significativamente inferiores ao observado no

grupo IM.
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Figura 5. Caracterizagdo do tamanho do infarto do miocérdio e morfologia do ventriculo
esquerdo (VE) dos grupos experimentais com trés e 30 dias de seguimento experimental.
Dados foram obtidos por técnica ecocardiografica. A: comprimento da cicatriz do infarto do
miocardico. B: area diastolica do VE. C: area sistélica do VE. ANOVA duas vias para amostras
repetidas e pés-teste de Bonferroni foram aplicados nas analises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo
SHAM; #p<0,05 vs. grupo IM; 4p<0,05 vs. grupo IMC.

A andlise da funcéo sistdlica indicou a Fragdo de encurtamento da area
transversa(FEAT) deprimida nos animais infartados em relagdo aos animais
SHAM's, circunstancia que foi evidente no terceiro dia ap6s oclusdo
coronariana (Figura 6A). Ademais, os grupos IML e IMCL apresentaram, de
forma estatisticamente significante, médias maiores que o grupo IM com 30
dias de seguimento. Além disso, a combinacdo de LBI e carvedilol gerou
resultados mais positivos de desempenho ventricular sistolico. A funcéo
diastélica avaliada pelas velocidades maximas das ondas E e A, e pela relacdo
E/A encontra-se também representada na Figura 6. Na velocidade maxima da

onda E foi observada diferenca significativa somente no grupo IM em relacéo
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aos demais com 30 dias de experimento (Figura 6B). Como destaque, nota-se
gue as terapias com LBI e carvedilol resultaram em inibicdo do aumento da
onda E e valores médios significativamente inferiores nos grupos IMC, IML e
IMCL em comparagéo ao grupo IM.

Na analise da onda A, os valores de IM foram significativamente
menores em relacdo aos grupos SHAM somente em exames conduzidos apos
o terceiro dia de oclusdo coronaria (Figura 6C). Menciona-se que, embora a
observacgéo da Figura 6C seja sedutora para acreditar que ha valores de onda
A menores nos grupos IMC e IMCL em comparacdo ao grupo SHAM, as
comparacoes estatisticas ndo corroboram essa informacéo. Assim, os valores
sdo estatisticamente indistinguiveis na comparacdo entre todos 0s grupos

experimentais.

A razao E/A mostrou-se elevada no grupo IM, IMC e IMCL em relagéo
ao SHAM para todas as analises conduzidas com 30 dias de seguimento
(Figura 6D). De forma interessante, esta razdo nao foi alterada no grupo IML

em comparacdo a todos 0s outros grupos experimentais.
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Figura 6. Dados funcionais do ventriculo esquerdo (VE) obtidos por ecocardiografia Doppler
nos grupos experimentais com trés e 30 dias de seguimento experimental. A: fracdo de

encurtamento da area transversa. B: onda E. C: onda A. D: razdo E/A. ANOVA duas vias para
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amostras repetidas e pos-teste de Bonferroni foram aplicados nas analises estatisticas. *p<0,05

vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo IM; €p<0,05 vs. grupo IMC.

4.5. Estudo hemodinamico do VE

Dados referentes aos parametros hemodinamicos estdo disponiveis na
Figura 7. Como ilustrado na imagem, todos os grupos infartados apresentaram
valores significativamente reduzidos em relacdo ao grupo SHAM para
frequéncia cardiaca, +dP/dt, -dP/dt, e TS. Esses dados sdo sugestivos para
existéncia de contratilidade deprimida do VE. De forma muito interessante,
todas as terapias foram eficientes em evitar o desenvolvimento de disfuncéo
diastdlica, como indicado pelos dados de pressdo diastolica final (PD2)
ilustrados na Figura 7B. De fato, os valores médios de PD2 dos grupos IMC,

IML e IMCL foram similares aos documentados para o grupo SHAM.
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Figura 7. Dados hemodinamicos do ventriculo esquerdo (VE) obtidos por cateterismo
intraventricular e registros de fluxo adrtico dos grupos experimentais com 31 dias de
seguimento do estudo. A: pressdo sistélica (PSVE). B: pressdo diastdlica final (PD2). C:
derivada de presséo positiva (+dP/dt). D: derivada de presséo negativa (+dP/dt). E: frequéncia
cardiaca. F: volume sistdlico (VS). G: débito cardiaco (DC). H: trabalho sistélico (TS). ANOVA

uma via e poés-teste de Newman-Keuls foram aplicados nas analises estatisticas. *p<0,001 vs.

grupo SHAM; #p<0,0001 vs. grupo IM.
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4.6. Marcadores inflamatorios

A expressdo proteica de citocinas inflamatorias foi analisada no
miocéardio remoto ao infarto com 31 dias de seguimento experimental. Como
representado na Figura 8, a terapia isolada com carvedilol resultou em valores
de IL-6 e TNFa significativamente menores em comparagdo ao grupo IM.
Todavia, resultados mais positivos foram notados com a aplicacdo do LBI, em
que todas as citocinas proé-inflamatorias foram reduzidas nos grupos IML e
IMCL em comparagdo aos grupos IM e IMC. Acresca-se que 0S niveis
proteicos dessas citocinas foram semelhantes para os animais SHAM, o que
indica normalizacdo do estado pré-inflamatério no miocardio infartado
submetido a fotobiomodulacdo com LBI. Nao houve alteragbes significantes
entre 0s grupos experimentais para a expressao da citocina anti-inflamatoéria IL-
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Figura 8. Expressao proteica de citocinas inflamatdrias no miocardico remoto ao infarto e, em
area correspondente para o grupo SHAM, com 31 dias de seguimento do estudo. Dados foram
obtidos por ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica. A: interleucina 1 beta (IL-1B). B: interleucina
6 (IL-6). C: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). D: interleucina 10 (IL-10). ANOVA uma via e
pés-teste de Newman-Keuls foram aplicados nas andlises estatisticas. *p<0,05 vs. grupo

SHAM; #p<0,05 vs. grupo IM; €p<0,05 vs. grupo IMC.
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5. DISCUSSAO

Os estudos experimentais de fisiologia e fisiopatologia cardiovascular
tém sevalido quase exclusivamente da utilizacdo do rato. O modelo
experimental de IM utilizado neste estudo € consolidado na literatura como
modelo de IC desde seus primeiros principios técnicos descritos por
Heimburger** e Johns&Olson*até recentes trabalhos de nosso grupo de
pesquisal 4éque caracterizaram repercussées cardiacas esistémicas bastante
semelhantes as dos humanos.

Dessa forma, a op¢do por empregar o modelo de oclusdo coronariana
para determinar o efeito da terapia farmacolégica com Carvedilol e da
fotobiomodulagdo com LBl no remodelamento cardiaco pos-infarto constituiu
decisédo acertada. Vale mencionar que, a indicacdo do Carvedilol no curso da
evolugdo para IC poOs-IM é unanime na pratica clinica. Essa informacéo
derivada de diversos trabalhosdemonstrando atenuacdo do remodelamento
cardiaco em animais*?> de laboratério e humanos?*?°, com consequente

melhoria da sobrevida23-25,

A repercussdo do LBl no remodelamento cardiaco pds-IM carece de
investigacdo. A leitura ndo minudenciada de diversos estudos da literatura
pode conduzir a acreditar que a fotobiomodulacdo pode melhorar a aptidédo
fisica, reduzir o tamanho do IM, atenuar a dilatacdo cavitaria e a disfuncéo
cardiaca de ratos infartados?® 47 48, Entretanto, muitos estudos possuem
limitacbes metodoldgicos que impetram desconfianca acerca dos resultados
positivos. Assim, como meta inicial dessa tese de doutoramento,
estabelecemos realizar uma revisdo sistematica como ilustrado emAnexo 1.
Deste primeiro procedimento, o que resultou em uma publicacéo Carlos et al.?,
evidenciamos diversos aspectos a se considerar sobre a fotobiomodulagao: (a)
heterogeneidade no género dos animais, dispositivo de LBI e parametros de
irradiacdo empregados; (b) auséncia de controle de variaveis importantes,
como exemplo, a composicdo de grupos experimentais sem o controle do
tamanho dos infartos; (c) auséncia de procedimentos de randomizacéo ou

cegamento; (d) estudos, em sua maioria, de caracteristicas transversais, em
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gque a casualidade dos resultados n&do pode ser negada. De fato, essas
informacgdes foram importantes para tomada de decisdo sobre o protocolo de
LBI.

Como ferramenta para determinar o impacto das intervencdes na
aptidao fisica, nos aplicamos um teste de corrida com carga progressiva, em
que a velocidade maxima obtida em esteira rolante foi registrada. Como
imaginavamos, ratas infartadas com IC apresentaram reducdo da resisténcia
aerébia, um achado que corrobora trabalhos prévios da literatura®®
50 Considerando a repercussdo do Carvedilol, nés ndo observamos beneficios
para manutencdo ou melhora da aptidao fisica. A acdobenéficado Carvedilol no
desempenho fisico ndo € consensual. Enquanto alguns investigadores
reportaram melhora da resisténcia aerdbia em pacientes com IC%, ha
indicacdes que os beta-bloqueadores podem né&o influenciar positivamente o
desempenho fisico®2.Considerando a fotobiomodulacédo, ha pouca evidéncia
acerca da repercussdo no desempenho fisico. Capalonga et al.#’ aplicaram
LED no musculo gastrocnémiode ratos infartados ao longo de oito semanas e
reportaram melhora na disténcia percorrida e velocidade maxima em esteira
rolante. E dificil estabelecer porque também n&o encontramos melhora na
aptiddo fisica com a fotobiomodulacdo, mas alguns pontos podem ser
considerados. No trabalho de Capalonga et al. (2016) foram incluidos animais
com tamanhos de IM inferiores (~24% do VE) aos dosnossos animais. Além
disso, o tipo de luz e a regido irradiada (gastrocnémio) foram diferentes das
padronizadas em nosso trabalho. Assim, a influéncia da fotobiomodulacdo no
desempenho aerobio de ratos infartados com IC ainda carece de investigacao.

Analises biométricas evidenciaram beneficios singulares das terapias em
atenuar a congestdo pulmonar nos animais infartados (Figura 4).0 edema
pulmonar € uma manifestacdo potencialmente fatal da IC. O aumento na
pressao de enchimento do VE resulta em efluéncia do fluido plasméatico através
dos capilares pulmonares para os espacos intersticiais e alvéolos?®. Assim, a
normalizacdo do teor de agua pulmonar nos ratos infartados submetidos ao
tratamento com Carvedilol e LBI para valores similares ao grupo SHAMpode
derivar da normalizag&o da PD2, como ilustrado na Figura 7B.

O remodelamento cardiaco pos-infarto cursa com hipertrofia do

miocardio remanescente a lesdo®3, situacdo que também vigora em nosso
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estudo. Assim, as massas cardiacas e VE indexadas pelopeso corporalfoi
maior no grupo IM em comparacdo ao grupo SHAM, corroborando estudos
préviosda literatura®6. Embora existam dados na literatura demonstrando
reducdo da hipertrofia miocardica com o uso do Carvedilol em ratos®’e
humanos>8infartados, n6s ndo constatamos esses achados no grupo IMC.E
importante ressaltar que a acdo do Carvedilol na hipertrofia miocardica pode
variar em acordo com dose empregada e ha estudos com resultados
contraditérios. Por exemplo, Yang et al ®’avaliaram os efeitos de baixa
(0,01mg/100g/dia), modera (0,1mg/100g/dia) e alta (1mg/100g/dia) dose de
Carvedilol em ratos infartados tratados por quatro semanas. Os autores
observaram que as doses moderadas e altas foram mais efetivas em atenuar o
aumento da massa do VE. Todavia, Sun et al 5 trataram animais infartados por
seis semanascom doses baixas e altas de Carvedilol, em que a dose baixa
surtiu efeitos mais significativos na atenuacao da hipertrofia miocéardica do VE.
Em outro trabalho, os autores analisaram a repercussdo da ministracdo de
2mg/100g/dia de Carvedilol durante 30 dias em ratos com grandes infartos®°.
De maneira interessante, os animais tratados exibiram valores de massa do VE
indexada peso corporal superiores aos ratos infartados sem tratamento. Em
nosso caso, a administracdo isolada de 1mg/100g/diade Carvedilol né&o
resultou em atenuacédo da hipertrofia miocardica induzida pelo IM. Entretanto, a
associacao do tratamento farmacolégico com o LBI foi auspiciosa para inibir a
hipertrofia miocardica. Assim, a andlise dos dados constantes na Figura 4C
ilustra valores de massa do VE indexadas pelo peso corporal inferiores ao
grupo IM e, similares ao grupo SHAM.

Os dados disponiveis na Figura 5A indicam que nos grupos com terapia
isolada de Carvedilol e LBIhouve prevencdo do aumento do tamanho do IM,
porém, no grupo com terapia associada, o aumento da area necrotica foi
evidente. A auséncia de aumento nao significativo no tamanho do IM nos
grupos IMC e IML pode ser atribuida ao tamanho amostral, assim, o impacto
dessa caracterizacéo estatistica pode nao refletir a fisiopatologia da evolucéo
do IM para IC. Além disso, a inclusdo de animais com tamanhos de infarto
somente = 37% do VE também pode contribuir para auséncia de aumento
significativo na area necrotica dos ratos IMC e IML. Relata-se que ndao houve

diferencas entre os grupos para o tamanho do IM ao final do estudo, o que
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constitui achado comum para ratos infartados submetidos ao tratamento com
Carvedilol®7: 61,

A respeito da fotobiomodulagéo, a reducéo do tamanho do infarto tem
sido consideradoachado principal ligado ao LBI?% 2. Nosso grupo de pesquisa®°
e outros investigadores tém demostrado que a aplicacdo do LBI pode resultar
em infartos de menores dimensfes®” 3. Nesse estudo, ndo identificamos
repercussdo positiva do LBl no tamanho do IM, mas €& possivel compor
explicacdo para esses achados. NOs incluimos somente animais com IM de
tamanhos similares para evitar que variabilidade na extenséo da lesdo pudesse
influenciar negativamente os resultados obtidos, consequentemente, o desenho
do estudo ndo permite analisar apropriadamente o impacto do LBI no tamanho
do IM. Outro ponto importante é a andlise prospectiva dos dados, em que o LBI
foi aplicado durante todo seguimento do estudo. Resultados significativos do
LBI no tamanho do IM provém de investigacBes em que as irradiacfes foram
aplicadasimediatamente ou alguns minutos apés inducdo do IM?% 30. 48; nesse
caso,0 tamanho do IMfoi analisado somente em amostras coletadas na fase
aguda da doenca. Esses dados, em conjunto com a informacédo disponivel na
Figura 5A,sdo sugestivos de que os beneficios da fotobiomodulacdoem reduzir
o tamanho do IM séo evidentes na fase aguda do remodelamento cardiaco.

Nossos achados de menor dilatacdo do VE, expressos como area
diastdlica, nos animais tratados com Carvedilol e LBI, possuem implicacdes
importantes para desempenho cardiaco.E bem conhecido que ventriculos
maiores oneram o desenvolvimento de pressdo intracavitario e, assim, a
dilatacdo do VE pés-infarto implica em maior esforco miocardico e menor
eficiéncia da bomba cardiaca®.Singular a esse conceito residem dados que
associam maioresdiametros das cavidades esquerdas com piora funcional em
ratos com IC isquémica %°. Reporta-se, ainda, que outros estudos utilizando
diferentes doses de Carvedilol também apresentaram resultados similares aos
nossos®» % Quanto a fotobiomodulacdo, as poucas evidéncias disponiveis
acercado efeito do LBI sdo inconclusivas — h4 trabalhos que apresentam dados
positivos ou nulos?®.

A andlise conjunta dos dados funcionais obtidos por estudo
ecocardiografico e hemodinamico néo revela melhora significativa da funcéo

sistélica do VE com o tratamento isolado de Carvedilol e LBI. Decorre que 0s
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valores médios dos indicadores FEAT, +dP/dt, VS, DC e TS dos grupos IMC e
IML n&o diferiram significativamente do grupo IM.Havia premissa que o
tratamento com Carvedilol resultaria em melhora do desempenho sistélico do
VE, como evidenciado por estudos prévios que se valeram de doses diferentes
de ministracdo do beta-bloqueador em ratos infartados®® 6% 67, E dificil explicar
porque ndo encontramos melhora da fungéo sistolica com o uso de Carvedilol,
todavia, cabe mencionar que esses achados ndo sao exclusivos de nosso
estudo. Yang et al%e Zhuang et al®’trataram ratos infartados com Carvedilol na
dose de 1mg/100g/dia por quatro semanas e nao observaram melhora
significativa da funcéo sistélica utilizando a +dP/dt como marcador. Resultados
similares foram divulgados por outrosinvestigadores que utilizaram Carvedilol
na dose de 2mg/100g/dia®°.Ao analisar nossos dados em comparacdo com a
literatura, aparentemente ha um efeito dose-resposta do Carvedilol. Assim, nés
notamos que beneficios para a funcao sistélica do VE foram mais evidentes em
estudos que empregaram regimes de tratamento de doses baixas (exemplo:
1mg/100g/dia) de Carvedilol em comparagao a doses altas como a adotada por
nos.

Ao considerar o efeito isolado do LBI na funcdo sistolica do VE, os
resultadosforam similares ao observado para a terapia com Carvedilol. Ha
poucos estudos que analisaram o desempenho cardiaco de animais infartados,
em que beneficios advindos da aplicagdo do LBI foram noticiados para dados
obtidos nafase aguda do remodelamento cardiaco®°.Quando a andlise funcional
cardiaca foi conduzida em animais em estagio de IC, em que o LBI foi aplicado
na fase precoce3: %ou tardia®®do IM, respectivamente, ndo ha relatos de
beneficios da fotobiomodulagéo.

Resta mencionar que beneficios funcionais do Carvedilol e do LBI foram
evidentes ao considerar o desempenho diastélico do VE, em que houve
normalizagdo dos valores de PDze atenuagcdo do aumento na onda Enos
grupos infartados, resultando em razdo E/A com valores proximos ao
observado no grupo SHAM. Além disso, quando observamos a Figura 6A, nota-
se gue ha melhora discreta, mas significante, nos valores médios da FEAT nos
animais submetidos a terapia combinada (grupo IMCL). Em nosso estudo, nao
ha dados que permitam inferir acercados mecanismos inerentes a esses

achados, todavia, ha indicagbes que o Carvedilol pode reduzir o acumulo de
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coldgeno no miocardio remoto e positivamente alterar a expresséo de proteinas
qgue modulam a cinética do célcio em coracdes infartados®® 69,

Varios mecanismos contribuem para o desenvolvimento de IC pés-
infarto, em que héa evidencias mostrando que varias citocinas pro-inflamatorias,
como o TNF-qa, a IL-1B e a IL-6, estdo envolvidas no remodelamento cardiaco
adverso®® 7°, Dados de nosso estudo corroboram informagées prévias, em que
o tratamento de ratos infartados com Carvedilol resultou em melhora dos niveis
de citocinas proé-inflamatérias. Assim, Zhuang et al.?? documentaram que a
ministracdo de 30 mg/kg/dia de Carvedilol por quatro semanas resultou menor
teor de IL-6 em coracdo de ratos infartados. Resultados similares foram
apresentados por Li et al.?°que, ao ministrarem a dose de 1mg/100g/diadurante
10 semanas de tratamento, identificaram menores niveis de TNF-q, IL-18 e IL-
6no miocardio. A reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias
temimplicacbes importantesno remodelamento cardiaco poés-infarto. A
expressao elevada desses mediadores inflamatérios tem impacto adverso na
IC 7!, em que varios estudos sugerem que as citocinas induzem aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, apoptose, hipertrofia celular e
remodelamento da matriz extracelular. Acresca-se acentuacdo da ruptura da
cicatriz do infarto e dilatacdo cavitaria®® 67, 70. 72, 73,

De nota s@o nossos achados ligados a terapia com LBI, em que todas as
citocinas proé-inflamatorias foram reduzidas para niveis similares aos
encontrados no grupo SHAM. Essa informacdo corrobora estudo prévio de
nosso grupo para andlises conduzidas na fase aguda do IM%® e de outros
grupos investigadores, em que o0 potencial anti-inflamatério da

fotobiomodulagéo foi evidenciado em diversos modelos de injaria celular’#-82,
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6. CONCLUSAO

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

atenuacéo da hipertrofia miocardica e melhora da FEAT do VE.
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1. Introduction
A persistent myocardial blood reduction may result in myocardial

infarction (Ml). The ischemic myocardium has irreversible injury,

which generates cardiac remodeling to maintain blood supply.Unfortu-
nately, this adaptive process is limited and cardiac function, heart failure
and sudden death [1,2]. Several mechanisms have been implicated in
cardiac remodeling including: ventricular dilatation, tissue inflamma-
tion, fibrosis, oxidative stress, apoptosis, calcium handling and metabol-
icabnormalities[1,3—10].ThecardiacremodelingafterMlisacomplex
condition, and different therapies can prevent or prolong the develop-
ment of heart failure. In this regard, invasive (e.g. coronary angioplasty

or surgery), pharmacological (e.g. beta-blockers and angiotensin
converting blockers), non-pharmacological (e.g. exercise training) and
celltherapies have all beenconsidered[11—13].Currenttherapiesare

marked by modest results in survival and potential adverse effects

[14]. Therefore, novel approaches to attenuate cardiac remodeling and

to increase post-infarction survival are key issues. In recent years, ex-

perimental data have shown that phototherapy including low-level

laser therapy (LLLT) is a promising approach. The first studies that ana-
lyzedLLLTdateto1990.Thesestudieshavereportedthatphototherapy
attenuates oxidative stress and increases vasodilators in infarcted pa-

tients[15,16]. A direct cardiac LLLT effect has been reported for over

ten years. Infarcted rats showed less myocardial necrosis with photo-
therapy[17]. Moreover, the necrotic areas showed favorable character-
istics to prevent disruptions with LLLT [18]. There are no clinical trials
that evaluate the cardiac impact of LLLT post-infarction. Currently,

data are derived from experimental studies. Thereafter, this systematic
2. Materials andThethods

2.1 Searchstrategy

A literature search was identified studies with small or large exper-
imental animals on MEDLINE, Pubmed, Embase, Cochrane Database,
LILACS,andGoogleScholar.Theresearchwasconductedindependently by two
authors for studies published up until October 10, 2015. Dis- agreements
were resolved by discussion with a third researcher. The keywords and
MeSHterms include myocardial infarction, heart failure, cardiac
remodeling,low-levellasertherapy,laser therapy, photothera- py, low-level
laser irradiation, and photobiomodulation. The MeSH terms were used
individually or combined to increasethe findings.

Inclusion and exclusioncriteria

Theinclusioncriteriawereasfollows:(i)liveanimal;(ii)myocardial
infarctiononawell-standardizedcoronaryocclusionmodel;(iii)any
treatment groups; (iv) a quantitative orsemi-quantitativemeasure;
and(v)Englishlanguage.Exclusioncriteriawere:(i)otherMlexperi-
mental models (e.g. cryolesion); (ii) no details for LLLTparameters;

(iii) studies in cell cultures; (iv) review articles; (v) LLLT application in other
diseases; and (vi) articles in languages other than English.

1.1. Outcomemeasures

Studies were included in which structural (e.g. Ml size, diastolic and systolic
left ventricular(LV) dimension) and cardiac functionalparame- ters (e.g.
ejection fraction) were determined on both an acute and/or chronic LLLT
intervention. Moreover, cellular and molecular effects of LLLT were also
outcomes of interest.

53

Results

A detailed flow diagram of the selected articles is presented in Fig.
1. LLLTirradiationwasprovidedasaninterventiontoatleastlofthe

We found 341,000 initial references by the different search system. An

update to selected eligible manuscripts denoted 188 records. Some
manuscripts were disqualified because of the use of high-power lasers
or the paper was not published in English. Of the 15 remaining articles,
only one study was excluded because it has analyzed the in vitro role of
LLLT.Tablel showsoverallcharacteristicsofthestudiesincludedin the
qualitative analysis. There is a methodological heterogeneity regarding
rationale, gender, randomization, irradiation parameters, treatment
numbers and time of LLLT application. All studies were performed in

rats, and only two have analyzed the LLLT effects in dogs [17,19]. More
than half of the studies considered male gender but reported no inclu-
sion/exclusion criteria. This is a key issue in experimental infarction
models, in which extension of the injured area may differ intragroup
[20,21]. In this regard, only two studies considered the infarct size and

arrangementversus experimental groups. Thus, Whittaker et al.
[18]ex-

cluded animals with injuries b 20% and Manchini et al. [22] included
rats

withinjuries = 37%0fLV.Wedidnotfindanystudywithaclearproce-

dure for blinding the experimental group or outcomes analysis. The

wavelength devices varied from 635 to 810 nm, and there was a variety

of spot size/diameter values. Considering that the total energy
delivered

totissueshasakeyrole inthephototherapy[23—25],therewere only
fourstudiesthatclearlydescribedthisparameter[22,26—28].Most
studiesappliedLLLTdirectlytotheheart[22,26,29-32],andanother

two  studies irradiated the

gastrocnemius

muscle) to evaluate cardiac repercussion [27,28]. Ten studies
cross-sectional and were relatively consistent — the LLLT may decrease
infarct size. A null role of phototherapy on infarct size was
foundinonlythreestudies[18,27,28].Inonestudy,wefoundapositive
effectofLLLTinthecardiacperformance.Todata,Manchinietal.[22]appli
edLLLTirradiationafteroneminuteofcoronaryocclusion,andan
echocardiogra- phyevaluation was carried out three days later. The
authors  found ahigherLVfractionalareaintheirradiatedLLLTrats.
Fourstudieshave 1analyzedthelVperformance.Theydidnotobserve
positiveLLLTreper-cussions[26—29].Moreover,anon-beneficialrole of
LLLT was also ob-served in myocardial mass, collagen content, and
pulmonary congestion [18,22,27].The papers described in this systematic
review show several cellular and molecular mechanisms in which LLLT can
improve the post-infarction cardiac remodeling (Table 3). Most studies
showed anti- inflammatory [18,22,26,27],pro- angiogenic[26,32—34] and
anti-oxidant actions [19,28,30,32,33] of LLLT.
ThreestudieshavefoundabeneficialLLLTeffectontheskeletal[27,28]andb
iosynthesisofATPinthemyocar-

dium[19],respectively.

peripheral musculature (e.g.

4. Discussion

4.1. Structural and function role of LLLT in myocardial infarction165
remodeling

The reduction of infarct size is a favorable route to alleviate cardiac dilatation,
improve ventricular function and delay development in heart failure [36]. In this
regard, phototherapy is encouraging, and most studies have analyzed the LLLT
repercussions after ischemic insult.
For example, Oron et al. [17] subjected dogs and rats to coronary occlusion and
applied infrared laser directly in the heart. This reduced mortality by 6.5% and
smaller infarcts were reported after five weeks in animals submitted to
phototherapy. Moreover, we reported that ap- plication of LLLT directly to the
heart reduced the incidence of large in- farcts[22]. A course of the Ml is cardiac
dilatation — a process well-
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Fig. 1. Flow chart to eligible studies in the review process.

knownaseccentrichypertrophy[37].Initially,thisadaptiveprocessis
usefulformaintenanceofcardiacperformanceviatheFrank—Starling
mechanism[38].However,theFrank—Starlingmechanism islimitedto long-
term,andcardiacdysfunctionaswellasheartfailurearecommon-
lyrecognized[39].WefoundlittleevidenceforLLLT-relatedlong-term
benefitsinthisreview.Inoneoftheselectedstudies,Yaakobietal.[33]treatedr
atswithLLLTafter~10minandthreedaysofMI.Theau- thors found a ~ 50%
reduction in ventricular dilation after a two-week follow-up. In another
study, the same group showed a 75% reduction in ventricular dilation with
LLLT [31]. There is limited information on
thelLLTeffectsincardiacdysfunctionafterMl,inwhichavailablefind- ings lend
support to the action at an early stage of cardiac remodeling [22]. On the
other hand, a positive LLLT role has not been shown at later infarction
stages. To date, Yang et al. [26] noticed that the applica-
tionofLLLT5minaftercoronaryocclusioninratsdidnotimprovethe systolic
function (e.g. ejection fraction and fractional shortening). As shown in Table
2, this circumstance is also true for cellular markers of hypertrophy, fibrosis
and pulmonary congestion. These findings illus-
tratethenecessityoffurtherinvestigationontheroleofLLLTintheevo- lution to
heartfailure.

4. LLLT cardioprotectivemechanisms

One common finding is that LLLT can increase in vitro/in vivo ATP
synthesis [40]. An association between this metabolic adaptation and
improved post-infarction cardiac remodeling was previously reported.
Indeed, Oron et al. [17,35] applied LLLL in canine hearts and reported a
significant reduction in mitochondrial injury and increased ATP in the
infarctedarea.Thus,thesefindingsareuggestivethatLLLTcanreduce
myocardial injury by increasing energy supply. Angiogenesis is another putative
targetofLLLT to induce cardioprotection.Mirsky et al. [34] ob-
servedthattheapplicationofLLLTintheinfarctedareawasassociated

with neogenesis. This vessel growth has been linked to the cardiac de- livery
of angiogenic growth factors including vascular endothelial growth
factor(VEGF)[32].Moreover,VEGFmayactin theendothelium to induce nitric
oxide (NO) synthesis. Both NO and induced members of NOS (iNOS) have a
cytoprotective role in cardiac remodeling [41,42]. The hypothesis for the
participation of VEGF/iNOS-NO signaling in LLLT cardioprotection may be
found in Tuby et al. [32] and Manchiniet al. [22] who showed that iNOS and
NO were increased in infarcted rats. Inflammation and oxidative stress
modulation are raised as additional mechanisms to

cardioprotectiveeffects of

4.1 LLLT. An antiinflammatory LLLT repercussion ininfarcted rats
has been well documented by our group [22] and other groups [26].
The benefits are represented by the reduction of pro-

inflammatory cytokines (e.g. tumor necrosis factor-alpha, interleukin
1-beta, and interleukin-6) and increased anti-

inflammatory cytokine interleukin-10. A beneficial modulation of
the oxidative stress by LLLT may be via heat shock protein HSP70. This
issue was reported by Yaakobi et al. [33]in an ischemia and reperfusion
rat model in which LLLT increasedHSP70 2-fold in the myocardium.

4.2. Qualityoftheevidenceandpotentialbiases

Our review raises critical issues. First, many studies were
heteroge- neous regarding gender, laser device, irradiation
parameters and inter- vention numbers. Second, control settings have
not been described in most studies. Only two studies have fixed
experimental groups according to the infarction size. To date, only
Whittaker et al. [18] have excluded rats with infarctions b 20% of LV
and Manchini et al. [22]has included only
animalswithlargeinfarctions(237%o0fLV).Thecontrolofthisvariablei
s crucial because the cardiac remodeling is intensified by infarct
size [38,43,44]. It is hard to consider a positive LLLT effect on cardiac
morphology and function because of the intragroup variability in the in-
farct size [26,29,31,33]. Third, there is no study with a clear blinding
procedure. A more suitable methodological process would be to blind
the infarct size and/or LLLT. Fourth, all studies reported a cross-
sectional data analysis. Thus, as for other cross-sectional studies, the
causality results cannot be determined. Therefore, studies with
repeated analyses are often performed in the testing of LLLT. It is
difficult to in- terpret the experimental data from a clinical
perspective. For example, although it seems that LLLT may have a
favorable effect on infarct size, the amount of data about the cardiac
function is limited and favorable repercussion is not always reported.
Moreover, there is only one study showing positive effects of LLLT on
cardiac function in animals with large infarctions. Unfortunately, the
data are illustrative of LLLT effects on early cardiac remodeling stage.
Here, the analyses were carriedout
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Table 1

Low level laser therapy parameters in the left ventricular of infarcted rats.

References Specie GenderInclusion/ Model Spotsize/beam Power density Energy densityper Number of Time per Total energy Numberof Application Laser application
randomization diameter (mW orwW/cm?) point(J/cm?) irradiations per irradiation pertreatment treatment route moment
criteria day (sec/min) () (days)
[18] Rat Female Excluded:MI GaAlAs 4 mwW/10mwW 0.64/1.27 2 180 4 Transthoracic
b20% (780
nm)
[17] Rat/ Ga-As 1.5x3.5mm 5 mW/cm?2 (rat) 0.3 and 0.9 (rats) 1 (rat) 60 and 180 2 (rat and Transthoracic 10—15 min post-Ml; 3
dog (810 (rats) 6 and 12 mW/cm? 1.08 and 2.16 (dog) 4—6 (dog) (rat) dog) (rats) days post-MI (rats)
nm) 3 c¢m (dogs) (dog) 180 (dog) Heart (dog) Immediate post-MI
(dog)
[33] Rat Male Ga-As 1.5x3.5mm 4.5 mW/cm?2 0.27 (post-Ml); 1 60 (post-Ml); 2 Transthoracic 10—15 min post-Ml; 3
(804 0.81 (3 days 180 (3 days days post-MlI
nm) post-Ml) post-Ml)
[35] Rat Male Ga-As 1.5x3.5mm 4.5 mW/cm?2 0.27 (post-MI); 0.8 1 60 (post-Ml); 2 Transthoracic 10—15 min post-Ml; 3
(804 (3 days post-Ml) 180 (3 days days post-MI
nm) post-Ml)
[19] Rat/ Ga-As 6mW/cm?2(dog) 1.08 (dog) 4—6 (dog) 180 (dog) 2 (dog) Heart (dogs) ~15 min post-Ml; 3
dog (803 6 mW/cm?2 (rat) 1.08 (rat) 1 (rat) 180 (rat) 1 (rat) Transthoracic days post-Ml (dog)
nm) (rat) 10—15 min post-Ml
(rat)
[34] Rat Male Ga-As 1.5x3.5mm 4.5 mW/cm? 0.27 (post-Ml); 1 60 (post-Ml); 2 Transthoracic 10—15 min post-Ml; 3
(804 0.81 (3 days 180 (3 days days post-Ml
nm) post-Ml) post-Ml)
[32] Rat Male Ga-As Groups 1, 2 and Group 1: 5 mW/cm? Group 1: 0.6 All groups: All groups: All groups: Transthoracic Groups 1-3: 7 days
(804 3:1.5cm Group 2: 12 mW/cm?2 Group 2: 1.44 1 120 1 (groups 1, 2 and before infarction
nm) Group 4: 2 cm Group 3: 17 mW/cm?2 Group 3:2.04 3) Group 4: immediate
Group 4: 8 mW/cm? Group 4:0.96 Heart (Group 4) post-MI
[29] Rat Female InGaAsP 10 mm 6.37 mW/cm? 0.96 1 150 1 Heart 3 weeks post-Ml
(635
nm)
[26] Rat Female Diodo 0.8 cm? 5 mwW 1.0 1 150 0.8 2 Heart and 5 min post-Ml and 72
(635 Transthoracic h post-MI
nm)
[31] Rat Male GaAlAs Group 1 (organ All groups: 10 All groups: 1.0 All groups: All groups: 1 Group 1: Heart Group 1: 20 min
(804 laser: 1.8 cm mW/cm? 1 100 Group 2: Tibia post-Ml
nm) Group 2 bone Group 2: 4 h post-MI
(remote laser):
1.8cm
[27] Rat Male InGaAIP 0.035 cm? 0.571 W/cm? 3/21 2 5.25/36.75 0.21/1.47 10 Gastrocnemius 4 weeks post-Ml
(660
nm)
[30] Rat Female Ga-As 10 mm 7.64 mW/cm? 0.96 1 125 1 Heart 3 weeks post-Ml
(635
nm)
[22] Rat Female Excluded: MI AlGalnP 0.785 cm? 15 mw 225 1 60 1.1 1 Heart 1 min post-Ml
b 37% (660
nm)
[28] Rat Male InGaAIP 0.035 cm? 0.571 W/cm?2 3/21 2 5.25/36.75 0.21/1.47 10 Gastrocnemius 4 weeks post-Ml
(660

nm)
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Table 2
Morphological and function characteristics of the left ventricle of infarcted animals submitted to low-level laser therapy.

References Ml size LVDA/LVDV LVSA/LVSV EF FAC LVSP LVEDP E wave A wave E/A ratio +dP/dt —dP/dt MM cc PC
[18] o 4 10 mw o o
< 5mW

[17] ' Dog and rats
[33] 4 4
[35] 4
[19] { Dog
[34]
[32] {1 5 mW/cm?

4 12 mW/cm?
[29] o o o o
[26] v o o o o
[31] 4 4
[27] o o I o o o o
[30] 4 o
[22] | © o 1 ) o o o o
[28] © o )

LVDA, left ventricular diastolic area; LVDV, ventricular diastolic volume; LVSA, left ventricular systolic area; LVSV, left ventricular systolic; EF,
fractional shortening; FAC, fractional areat2:19change;LVSP,leftventricularsystolicpressure;LVEDP, leftventricularend-
diastolicpressure;Ewave;Awave;E/Aratio,relationbetweenvelocityofEandAwaves;+dP/dt, left ventric- t2:20 ular maximum change in pressure;
—dP/dt, left ventricular minimum change in pressure; MM, myocardial mass; CC, collagen content; PC, pulmonar congestion
/N increase; |, decrease; <> no significant difference

three days after coronary occlusion. Thus, LLLT repercussion during heart failure post-infarction remains to be

determined.

reduction of oxidative stress. Although these results are exciting, there are study limitations that must be clarified
before a clinical trial of LLLT.

5. Conclusion Conflict of interest stateThent
The authors declare that there are no conflicts of interest.

Data showing a beneficial role of LLLT in the cardiac remodeling after
infarction are almost always from rodent studies. A reduction in infarct

size is a major finding. On the other hand, there are few studies that AcknowledgeThents
an-
alyze LLLT effects in the cardiac remodeling during heart failure prog-
ress. The conceivable LLLT cardioprotection may be mediated by an The authors are grateful to American Manuscript Editors by writing
improvement in cellular bioenergetics, increased angiogenesis, and English assistance and proof reading the article.
Table 3

Cellular and molecular mechanisms linked to cardioprotective role of the low-level laser therapy.

References Inflammatory markers Angiogenesis Oxidative stress Bioenergetic
[18] ¢ Inflammatory cells
[17]
[33] /" Blood vessels N HSP70
[35]
[19] /N CAT (dog) L Troponin-T (dog)
' Mitochondrial injury (rat)
/N ATP (rat)
[34] /" Blood vessels
/M Endotelial cells
[32] /N VEGF 1 iNOS
/M Blood vessels
[29] /N VEGF 1 SoD
/N Capillary density ¢ MDA
[26] I FKN
I GM-CSF
[31]
[27] { IL-6 plasma

/M IL-10 plasma and muscle
L TNF-alpha and IL-6 muscle

[30] { sob
‘> MDA
[22] \{ Receptors B1 mRNA <> VEGF JiNOS
N Receptor B2 mRNA &> Capillaries 1 eNOS
{ IL1B and IL-6 mRNA " Nox Plasma
[28] { SOD gastrocnemius muscle

<> GPX soleus muscle and plasma

<> DCFH plasma andmuscles
Inflammatorycells; Bloodvessels; HSP70,heatshockprotein; CAT,catalase;Mitochondrialinjury; ATP,adenosinetriphosphate;bloodvessels; endot

helialcells;VEGF,vascularendothelialgrowth factors;FKN,fractalkine;GM-CSF,granulocyte/macrophagecolony-

stimulatingfactor;iNOS,induciblenitricoxide;eNOS,enzymeendothelialnitricoxide;NOx, nitrite/nitrateconcentration; SOD, superoxide

dismutase; MDA, malondialdehyde; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; TNF-alpha, transforming growth factor alpha; IL1B, interleukin 1
beta; t3:21 GPx, glutathione peroxidase;DCFH,2',7"-

Dihydrodichlorofluoresceinoxidation;receptorsB1,kininBlreceptor;receptorB2,kininB2receptor. Nincrease; | decrease; <>nosignificantdifferen ce.
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