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RESUMO

Influéncia do laser de baixa intensidade no perfil de expressao dos fatores de

apoptose Bcl2, Bax e Caspase 3 clivada apoés infarto do miocardio em ratos.

Os membros da familia Bcl-2 sdo importantes reguladores apoptoticos. As proteinas
Bcl-2 podem atuar ativando ou reprimindo a apoptose, podendo contribuir para o
surgimento de patologias ou proteger o coragdo de diversas doengas cardiacas,
respectivamente. A caspase-3 € uma protease efetora, cuja clivagem promovera
alteragdes que resultardo na morte da célula. A modulacédo de fatores apoptéticos,
gerados pela oclusdo coronariana e consequente morte celular, apds a aplicagao do
laser de baixa intensidade ainda € pouco estudada. Utilizando modelo experimental,
15 ratas Wistar (200-280g) foram submetidas ao infarto do miocardio pela oclusdo da
artéria coronaria e randomizadas em trés grupos: Controle (ratas controles); IM (ratas
infartadas); IM+Laser (ratas infartadas e irradiadas com laser). No grupo

IM+Laser, a area infartada foi tratada com laser (A 660 nm, 15 mW de poténcia, 60
segundos, area irradiada 0.785 cm?, densidade de energia 22,5 J/cm?, dose 1,1
Joules) apds a oclusédo coronariana. Os RNAs mensageiros de Bax e Bcl2 foram
quantificados por PCR — Real Time (Sybr Green). A técnica de Western blotting foi
conduzida para avaliar a expressao protéica de Bax, Bcl 2 e da caspase 3 clivada. Foi
observado um aumento na expressao génica, bem como proteica de Bcl 2 no grupo
IM+Laser quando comparado com o grupo IM (p<0,05), no entanto ndo se observou
diferenga significante na expressdo génica de Bax. Houve uma diminuigdo na
expressao da protease caspase 3 no grupo IM+Laser em relagdo ao grupo infartado.
Nossos resultados suportam a hipotese de que a laserterapia de baixa intesidade
pode estimular a sobrevivéncia celular apds o infarto, possivelmente por reduzir a
apoptose da area viavel do coragao para manter a homeostase cardiaca apds o

infarto.

Descritores: apoptose, caspase 3, Bcl-2, Bax, infarto do miocardio, laser de baixa

intensidade.




ABSTRACT

Low intensity laser therapy modulation of Bcl2, Bax and Cleaved Caspase 3

apoptosis factors expression profile after myocardial infarction in rats.

Members of the Bcl -2 family are important apoptotic regulators. The Bcl -2 protein can
act by activating or repressing apoptosis and may contribute to the emergence of
diseases or protect the heart from various heart diseases, respectively. Caspase -3 is
an effector protease which cleavage promotes changes that result in cell death.
Modulation of apoptotic factors, generated by coronary occlusion and subsequent cell
death, after the application of low intensity laser is little studied yet. Using an
experimental model, 15 Wistar rats (200-280g) were subjected to myocardial infarction
by coronary artery occlusion and randomized into three groups: control (control rats);
IM (infarcted rats); IM + Laser (infarcted rats and irradiated with laser). In IM + Laser
Group, the infarcted area was treated with laser (A 660 nm, 15 mW, 60 seconds,
irradiated area 0.785 cm2, energy density 22,5 J/cm?and energy delivered 1,1 Joules)
after coronary occlusion. The messenger RNAs of Bax and Bcl2 were quantified by
PCR - Real Time (Sybr Green). The Western blotting procedure was conducted to
evaluate the protein expression of Bax, Bcl2 and caspase 3. Was observed an increase
in gene expression and protein of Bcl2 in IM + Laser group when compared to the IM
group (p<0,05), however no significant difference in gene expression of Bax was found.
There was a decrease in the expression of cleaved caspase3 the IM group + Laser in
relation to the infarcted group. Our results support the hypothesis that low level
lasertherapy can stimulate cell survival after a heart attack, possibly by reducing

apoptosis of viable area of the heart to maintain cardiac homeostasis after infarction

Key Words: apoptosis, caspase 3, Bcl-2, Bax, myocardial infarction, low level laser
therapy.
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1. INTRODUGAO

As doencas cardiovasculares (DCV) assumem papel preponderante como
causa de morbi-mortalidade no Brasil, responsaveis por 29,4% de todas as mortes
registradas no pais em um ano e representando um total de aproximadamente 308 mil
obitos, de acordo com dados do Ministério da Saude. A alta prevaléncia do problema
coloca o Brasil entre os 10 paises com maior indice de mortes por DCV.

As Doengas Isquémicas do Coragao (DIC) e a Insuficiéncia Cardiaca (IC) s&o
responsaveis por 39% das mortes por DCV, dentre estas a grande maioria relacionada
a infarto agudo do miocardio (IAM). Além disso, geram grande numero de internagdes,
representando, portanto, um problema de saude publica.

A perda parcial do miocardio apos evento isquémico agudo caracteriza o infarto
do miocardio (IM), com o aparecimento de disfung&o contratil do 6rgdo. O grau desta
disfungao ira determinar a evolugao para a IC.

O estudo do IM é de extrema importancia. Dados epidemiologicos revelam
taxas de mortalidade geral em torno de 30%, dos quais aproximadamente 50% vao a
Obito nas primeiras duas horas do evento e outros 14% morrem antes mesmo de
receber atendimento médico (TUNSTALL-PEDOE et al., 1999). A insuficiéncia
cardiaca (IC), caracterizada pelo comprometimento da capacidade do coragao de
suprir as necessidades do organismo, € considerada uma sindrome clinica de grande
complexidade e com elevada prevaléncia. Embora mais comum em idosos, onde ha
estimativa de 80% das internagdes de individuos com mais de 65 anos, a doenga
acomete todas as idades (TRESCH, 1997). Pode evoluir sem manifestag¢des clinicas
por longo periodo, sendo alvo de significante morbidade, pois apds o aparecimento
dos sintomas, aproximadamente 50% dos individuos vao a 6bito em cinco anos (LEVY
et al., 2002; ROGER et al.,, 2004). O IM é tido como a causa mais comum de
remodelamento e IC. Varias situacdes podem levar ao remodelamento cardiaco, tanto
fisiologicas, quanto patoldgicas (COHN, 2000), porém, o termo é comumente utilizado
para se referir a situacdes de carater patolégico. Neste sentido, descreve alteracoes
morfoldgicas, moleculares, génicas e celulares decorrentes de uma lesédo ao coragao,
que podem se expressar clinicamente por alteragdes do tamanho, forma e funcao
deste 6rgdao (MITTMANN et al, 1998, SWYNGHEDAUW, 1999). Com isto,
modificagdes na estrutura, forma e fungao dos cardiomidcitos (hipertrofia e depressao
da contracdo e do relaxamento), da matriz extracelular (fibrose intersticial e

perivascular) e dos vasos sanguineos (reducdo da capilaridade, hipertrofia da
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musculatura lisa, disfungdo vascular) sdo observadas. Essas alteragbes, embora
sejam algumas vezes consideradas como mecanismos compensatorios, na sua
progressao tornam-se substrato da disfuncéo ventricular, dos sintomas de IC e das
mortes relacionadas a essa doengca (MITTMANN et al, 1998;
SWYNGHEDAUW,1999).

Na IC, a perda de cardiomidcitos era tradicionalmente atribuida a necrose, com
base em observagdes morfolégicas de miocitos mortos e substituicdo por tecido
fibrético. Atualmente sabe-se que a apoptose esta envolvida em diversas condi¢des
patoldgicas, incluindo o IAM, a aterosclerose e estagio final da cardiomiopatia
hipertréfica (BARDALES et al., 1996; SARASTE et al.,, 1997). No entanto, estes
ultimos achados somente tornaram-se possiveis com a introducao das técnicas de
TUNEL (Terminal deoxinucleotidil transferase Uracil Nick End Labeling), onde se pode
observar a fragmentagdo do material genémico. Desta forma, ambos 0os mecanismos
de morte celular podem ser observados no evento isquémico, onde a morte celular
programada participa de forma ativa no processo do remodelamento apds o IAM
(KAJSTURA et al., 1996; PALOJOKI et al., 2001).

A apoptose ou morte celular programada €, por definicdo, um tipo de

“autodestruicao celular”, com funcionalidade oposta a mitose. Assim, é tida como um
acontecimento comum, necessario para a regulagdo da homeostasia do organismo
vivo. Embora presente em situagdes fisioldgicas, como no desenvolvimento
embrionario, por exemplo, atua também em situag¢des patoldgicas, ao participar de
processos inflamatérios e disfungdes orgéanicas (THOMPSON, 1995). Em decorréncia
de uma desregulagdo da homeostase, a apoptose leva ao surgimento de diversas
patologias como doengas autoimunes e neurodegenerativas, além do cancer e
processos degenerativos cronicos, onde se enquadram as doencas cardiovasculares
(STELLER, 1995; THOMPSON, 1995). Embora os recursos basicos para a realizagéo
da apoptose parecam estar presentes em todas as células de mamiferos, sinais intra
e extracelulares sdo necessarios para sua ativagao.
Varios sao os genes envolvidos no controle da apoptose, como por exemplo, o p53,
c-myc, entre outros. Porém, muitos estudos apontam os genes da familia Bcl-2 como
importantes reguladores apoptéticos (GUSTAFSSON, GOTTLIEB, 2007; CHENG et
al., 1996; SCHWARZ et al., 2006).

A descoberta do papel da apoptose em diversas doencgas, como no IM, propicia

o desenvolvimento de novas perspectivas terapéuticas, com o propdsito de controlar
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os eventos apoptoticos. O laser de baixa intensidade (LBI) surge como uma opgéo de
tratamento.

Apesar do mecanismo de agao do laser, denominado biomodulagéo, ainda néo
ser bem definido, acredita-se que esse tipo de radiacdo tem a capacidade de promover
alteragcdes no metabolismo celular, estimulando ou inibindo atividades fisioldgicas,
proliferativas e bioquimicas. O principio envolvido é o efeito foto-fisicoquimico, em que
a luz do laser interage a nivel biomolecular (BASFORD, 1989; KARU, 1999;
CHAVANTES, 2008).

Em estudos do nosso grupo (BORTONE et al., 2008 e SILVA et al., 2011),
observou-se diminuicdo da expressao de mediadores inflamatorios pela laserterapia,
levando a redugao do processo inflamatério. De acordo com Manchini et al. (2014), o
laser pode diminuir a inflamacao, facilitando a sobrevivéncia celular e cicatrizagao pos-
infarto, contribuindo no remodelamento cardiaco adverso apds IM. Contudo, ha
poucos trabalhos relatando os efeitos do laser sob o miocardio remanescente ao
infarto.

Diante do exposto, fica evidente que diversos mecanismos envolvidos no |IM
podem levar a danos irreversiveis e consequente progressao para a IC. Dentre estes,
a apoptose € um dos mecanismos determinantes, onde a compreensao da regulagao
de fatores anti-apoptéticos e pré-apoptoticos, nos levara a novas descobertas
terapéuticas.

Em virtude das crescentes evidéncias a respeito dos benéficos da laserterapia,
foi proposta a realizacao deste trabalho, objetivando a investigacédo da acao do LBl na
regulacdo do fator apoptotico Bax e anti-apoptético Bcl-2, bem como da protease

caspase-3.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infarto Agudo do Miocardio

A composig¢ao do coragao é caracterizada por elementos essenciais, como o0s
vasos e matriz intersticial colagena, bem como por células cardiacas, dentre as quais
estdo os cardiomidcitos, mastécitos, células endoteliais e musculares lisas. O que ira
determinar a manutencao morfologica e fisioldgica deste 6rgao sera o equilibrio
desses compartimentos (WEBER, 2000). Assim como a maior parte das células do
corpo humano, os cardiomidcitos sdo células diferenciadas, correspondendo a
aproximadamente 70 a 80% do total dos constituintes do coracdo (MAGALHAES et
al., 2008). Amorte dos cardiomidécitos resultante de um evento isquémico leva a fibrose
do musculo cardiaco. Tal fato é atribuido ao préprio processo de diferenciacéo dessas
células, que param de se multiplicar nos primeiros anos de vida de um individuo por
tornarem-se adultas, ou seja, altamente diferenciadas. Desta forma, o crescimento do
coracao, desde a infancia até a idade adulta, ocorrera em consequéncia de hipertrofia
e nao de hiperplasia celular (SCORSIN, GUARITA-SOUZA, 2001). A hipertrofia
cardiaca € considerada um mecanismo de adaptacdo, onde o 6rgao apresenta
aumento de massa e peso em consequéncia do aumento de seu volume ou da
quantidade de seus constituintes (MORGAN, BAKER, 1991).

2.2 Remodelagao Miocardica

O miocardio exposto a sobrecarga tem como resposta 0 aumento da massa
muscular. Esse mecanismo de hipertrofia cardiaca tem carater adaptativo, para que o
orgao consiga suprir as demandas do organismo. Neste sentido, diferengas sao
observadas em relagao ao crescimento fisiolégico normal do miocardio e a hipertrofia,
que envolve desde alteragbes morfoldgicas até a modificagdo de seus constituintes.
Esse aumento observado da cavidade ventricular de coragbes infartados resulta,
portanto, de uma sobrecarga anormal, ou ainda, de eventos isquémicos ou
inflamatoérios (COHN et al., 2000; OLIVEIRA, FRANCISCHETTI, 2006). A causa desse
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aumento difere, também, em relagc&o as fases da injuria, onde inicialmente a dilatagcéo
€ decorrente do processo de amplificagdo do infarto e, numa fase mais tardia, o
aumento da cavidade ventricular deve-se a hipertrofia (ZORNOFF et al., 2009).

O termo remodelagdo, remodelamento ou remodelagem, referindo-se a
isquemia miocardica foi utilizado pela primeira vez em 1982, em um trabalho que
abordava a substituicdo do tecido necrotico infartado por tecido fibrético (HOCKMAN,
BULKLEY, 1982). Apds alguns anos, em 1985, Janice Pfeffer utilizou este termo em
sentido mais amplo, para se referir ao aumento da cavidade ventricular apés infarto
experimental em ratos (PFEFFER et al, 1985). Em estudo realizado por Pfeffer e
Braunwald (1990) a expressao foi referida a alteragdes morfoldégicas que ocorriam
apdés o IAM, com o aumento do ventriculo esquerdo, ocasionando em disfuncao
ventricular.

Atualmente, a remodelagdo miocardica se caracteriza por um conjunto de
alteracgdes que seguem a lesao cardiaca, e que envolve a modificagdo em nivel celular
e molecular, resultando em mudanga no tamanho, dimensao e fungdo do coracao
(COHN, SHARPE, 2000; FRANCIS, 2001). De forma simultanea, ocorre a necrose das
fibras musculares e decomposi¢cao do colageno interfibrilar, ocasionando na perda do
tecido de sustentagao e deixando a regido suscetivel a deformacgdes. Na expansao
da area infartada, ha um deslizamento de areas musculares que sofreram necrose,
que leva os cardiomidcitos a se realinhar na parede infartada, resultando em
afilamento da regido que sofreu a lesao e dilatagdo do ventriculo (MATSUBARA,
ZORNOFF, 1995). Em termos funcionais, a perda do musculo contratil apés o evento
isquémico resulta em diminui¢do do volume ejetado, com aumento do volume sistélico
e diastdlico final e consequente dilatagdo do ventriculo esquerdo (ZORNOFF et al.,
2009). A contratilidade do tecido tende a ser restaurada, porém, numa fase mais tardia,
com a remodelagem ventricular, ocorrem alteracdes genéticas, estruturais e
bioquimicas, que levardao a perda da capacidade funcional do coracéo, instituindo a
insuficiéncia cardiaca (PFEFFER, BRAUNWALD, 1990; FRANCIS, 2001; ZORNOFF,
SPADARO, 1997).

Embora os mecanismos envolvidos no fendmeno da remodelagao ventricular
ainda nao estdo completamente esclarecidos, uma das caracteristicas mais
acentuadas é a alteragao no perfil de expresséao de diversas proteinas, com o aumento
ou a reexpressao de genes do periodo fetal. Acredita-se que a expressao génica fetal

seja, portanto, um marcador, relacionado a progressdo da remodelagdo miocardica
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(FRANCIS, 2001; SWYNGHEDAUW, 1999). Dentre os diversos fatores que podem
estar relacionados a progressdo do remodelamento, tem-se a morte celular, que
ocorre por mecanismos distintos, conhecidos como apoptose, autofagia e necrose.
Embora n&o se conhecga o papel exato desses mecanismos na remodelagao, acredita-
se que a morte progressiva dos cardiomiocitos esteja envolvida na perda da fungao
contratil do coragao, ap6s o IAM (TAKEMURA, FUJIWARA, 2004).

ApoOs lesdo no miocardio, uma reativagdo do programa fetal pode induzir a
apoptose. A sinalizagado, que seria para as células progredirem em seu ciclo normal
nao ocorre nos cardiomiécitos, por estes serem células diferenciadas, ativando o
mecanismo de morte celular (BALDI et al., 2002; DIEZ, 1998).

Baldi et al (2002), em estudo de necropsias em humanos com |IAM, relataram a
presenga de morte celular programada em tecido sadio na fase crbnica do infarto e,
sugeriram ainda, que a apoptose pode estar envolvida no acometimento
morfofuncional do coragdo, devido sua presengca em evidéncias de dilatacéo e

disfungao ventricular.

2.3 Apoptose miocardica

Desde 1972, quando Kerr et al. propuseram o termo “apoptose” para designar
um tipo morfologicamente distinto de morte celular, o conceito passou a despertar o
interesse de pesquisadores. Relacionada com a homeostase da regulagéo fisiologica,
atua de forma contraria a mitose, estabelecendo, portanto, um equilibrio entre a
proliferagcdo e a morte celular programada. Contudo, desempenha importante papel
também em patologias, estando envolvida em diversos processos degenerativos
cronicos, como as doengas cardiovasculares, incluindo o IM, a aterosclerose e o
remodelamento cardiaco apés IM (HAUNSTETTER, IZUMO,

1998).

A apoptose difere da necrose celular em muitos aspectos. A morte acidental ou
necrose € considerada uma resposta passiva as injuriasletais, tais como traumase
eventos isquémicos. Os danos sao irreversiveis e as células que sofrem o insulto irdo
apresentar alteragdes morfoldgicas, tais como aumento do volume celular, agregagao
da cromatina e clivagem desordenada do DNA, desorganizagao do citoplasma,
interrupcdo da sintese protéica, perda da integridade da membrana plasmatica e

degeneragdao das mitocondrias, com consequente ruptura celular. A liberacdo de
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substéncias intracelulares causa dano as células vizinhas e reacg&o inflamatoria
(THOMPSON, 1995; STELLER, 1995; ORRENIUS, 1995; CAFFORIO, 1996).
Morfologicamente, as células apoptdticas apresentam uma diminui¢ao de seu volume
(citoplasma denso e organelas mais proximas), cromatina condensada (massas
densas agregadas a periferia do nucleo) e a maioria das organelas citoplasmaticas
conservadas, com exceg¢ao, em alguns casos, das mitocondrias, que podem
apresentar ruptura da membrana externa; ocorre a degradagao do DNA pela acéo de
endonucleases (cromatina fragmentada em oligossomos de varios tamanhos,
correspondentes a multiplos de 180- 200 pares de bases); ha formagao de bolhas
citoplasmaticas e o nucleo sofre fragmentagao, originando “corpos apoptéticos”,
contendo cromatina fragmentada e organelas, envoltos por uma membrana. O
processo exige consumo de energia e ndo atinge as células vizinhas, pois os corpos
apoptéticos sofrem fagocitose. Desta forma, a apoptose caracteristicamente ndo esta
associada com infiltracdo de células inflamatdrias, diferentemente do que ocorre na
necrose (WYLLIE, 1994; THOMPSON, 1995; STELLER, 1997; HEGENBERGER &
GHIRLANDA, 1997). A tabela 1 ilustra as principais diferengas entre a necrose e a
morte celular programada.

As alteracdes morfologicas que ocorrem nas células apoptéticas sao o reflexo
de uma cascata de eventos bioquimicos que terminam por ativar uma familia de

proteases, conhecidas como caspases.

Tabela 1 — Principais diferengas entre necrose e apoptose

NECROSE APOPTOSE

Processo patologico Evento fisioldgico e patolégico

Ocorre em grupo de células Ocorre em células isoladas

Degradagéo do nucleo Redugéo do volume celular

Perda da integridade da membrana Membrana celular integra

Perda precoce da funcao Perda tardia da fungao

Degradacao do DNA: Degradacgao do DNA:

Aleatério, Danos por Radicais livres Internucleossomal, ativagao génica,endonuclease
Reacao tissular: Reacao tissular:

Com inflamagao Sem inflamagéo, fagocitose de corpos apoptoéticos

2.3.1 As Caspases — Iniciadoras e Executoras da Apoptose

As caspases (cysteine-dependent aspartate-directed proteases) sdo um grupo de

proteases com funcao determinante na apoptose, e consequentemente, constituem
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alvos terapeuticamente atrativos como atuantes em sua inibicdo ou ativagao.
Encontram-se no citoplasma celular sob a forma inativa e pertencem a familia das
cisteinas proteases, que possuem uma cisteina como sitio ativo. Reconhecem e
clivam varias proteinas e substratos vitais, que tenham como residuo o aminoacido
aspartato (NICHOLSON, THORNBERRY, 1997). A clivagem dos substratos leva a
condensacgao e fragmentagdo do nucleo, e a alteragcdo da membrana celular resulta
em sinalizagdo para a fagocitose promovida pelos macrofagos (BOATRIGHT,
SALVESEN, 2003).

Quando ativadas, as caspases clivam e degradam proteinas essenciais para a
funcionalidade celular, tais como proteinas estruturais do citoesqueleto, proteinas
nucleares e enzimas de reparo do DNA. Também atuam ativando outras enzimas
degradativas, como as DNAses, que clivam o DNA nuclear, promovendo sua
fragmentacao. Podem ser classificadas em iniciadoras ou efetoras, de acordo com seu

pré-dominio ou referente a seu papel na apoptose.

As caspases iniciadoras apresentam pro-dominios longos e, de acordo com sua
denominagéo, compreendem o estagio inicial da cascata proteolitica. Atuam clivando
pro-formas inativas de caspases efetoras, ativando-as. Tem-se como exemplo a

caspase-8 e a caspase-9, além das caspases-2 e 10.

As caspases efetoras sdo constituidas por pré-dominios curtos ou inexistentes
e, por sua vez, clivam outras proteinas da célula que processam a apoptose (Fig. 1).
As caspases iniciadoras requerem o auxilio de proteinas adaptadoras, que se ligam
as regides de interagao proteica, localizadas ao nivel dos pré-dominios. A ligagao do
adaptador resultara em ativacao das caspases iniciadoras, para que estas possam,
enfim, clivar e ativar as caspases efetoras. Com isto, as moléculas adaptadoras atuam
como um conector entre os eventos de sinalizacdo e a ativagdo das caspases.
Exemplos sédo as caspases efetoras 3, 6 e 7. Uma vez ativada, a caspase efetora cliva
a proteina ICAD (inhibitor of caspaseactivated DNAse), que normalmente encontra-se
ligada a uma DNAse (CAD) no citoplasma. A CAD torna-se ativa e penetra no nucleo,
promovendo a clivagem entre os nucleossomos. A fragmentacdo do DNA nesses
pontos especificos resulta no processo de morte celular programada (RUPNARAIN et
al, 2004)

Dentre os substratos das caspases, tem-se a proteina mdm-2 (murine double minute).

Esta proteina liga-se a p53, uma proteina indutora de apoptose, fazendo com que
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permaneca no citoplasma. Ao sofrer clivagem pelas proteases, a p53 se transloca para
0 nucleo, onde ativa a transcrigdo de genes pro-apoptéticos como o Bax (SCHULER
et al., 2003).

A. Ativacao da pro-caspase B. Ativacao das caspases efetoras

Subunidade
NH, NH, L‘ maior Subunidade Caspase iniciadora
) |

7 \ ; \ menor 211 1N ativando

——t i 10 WS /

Sitios de

clivagem

i CLIVAGEM ) ——

Caspase L‘ iil E‘
/, \

caspases efetoras

COOH COOH _— ;- iniciadora 71 (N 1NN IS
Prtlxaspases . - Caspases efetoras clivam proteinas intracelulares essenciais
nativas =
remocao do pro
dominio

aminoterminal //\ }\

Clivagem da Clivagem da
proteina citosélica lamina nuclear

(Adaptado de Alberts et al., 2006)

Figura 1 — Ativacdo das Caspases. As caspases encontram-se no citoplasma celular sob a forma
inativa. Durante a ativagdo, ocorre a remog¢do do pré-dominio aminoterminal e a clivagem do
polipeptideo restante, resultando em duas subunidades, sendo uma maior e outra menor, que
constituirdo a caspase iniciadora ativa. Esta, por sua vez, atua clivando e ativando outras caspases,
denominadas caspases efetoras, que irdo clivar e fragmentar substratos essenciais para a

sobrevivéncia e estrutura celular.

2.3.1.1 Vias de ativagao da apoptose

Ha diversos fatores que podem induzir a morte celular por apoptose, tais como
a exposi¢cdo a radiagao ionizante, calor, diminuicdo de fatores de crescimento,

escassez de nutrientes, altas concentragdes de espécies reativas de oxigénio e pelo
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aumento do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (HENGARTNER, 2000;
DUFOURNET et al, 2006).

As caspases podem sofrer ativacdo por um de dois mecanismos, a saber - ou
por ativacdo de receptores de morte celular, ou devido a uma disfungdo mitocondrial
(GRIVICICH et al, 2007).

Ativacao das caspases por atuacao em receptores de morte celular

Também chamada de via extrinseca ou citoplasmatica, € utilizada para indicar
casos de morte celular por apoptose, em que os estimulos s&o oriundos de sinais de
estresse extracelulares, que sdo sentidos e propagados por receptores
transmembranares especificos (TNF) (GALLUZZI et al., 2012).

Os receptores de morte pertencem a familia de receptores de necrose tumoral
(TNF-R), tais como o Fas (CD95), TNF-R1, ou receptores de morte (DR). Recebem
esta denominagao em decorréncia de uma sequéncia de 65 aminoacidos, denominada
“‘dominio de morte” (death domain) (NAISMITH, SPRANG, 1998). A via extrinseca &
ativada por meio da ligagéo especifica de ligantes aos receptores de morte, causando
uma agregacao trimerizada e consequente ativagado dos receptores de morte
especificos (ASHKENAZI, DIXIT, 1998; CHINNAIYAN et al., 1995). Sua ativacao leva
a interagao de seus dominios de morte com proteinas adaptadoras (FADD-Fas, TNF-
R1-TRADD, etc.) (ASHKENAZI, DIXIT, 1998), que tém a capacidade de recrutarem a
caspase-8 para o complexo (COHEN, 1997). Dentro deste complexo de Faz, FADD e
caspase-8, conhecido como “complexo de sinalizagao de indugao de morte” (DISC), a
caspase torna-se proteoliticamente ativa por oligomerizagao (MUZIO et al., 1996).
Durante a ativacado, ha a remogéao do pré — dominio aminoterminal e a clivagem do
polipeptideo restante, resultando em duas subunidades, sendo uma maior e outra
menor, que constituirdo a enzima funcional (Fig. 2). Esta, por sua vez, ira ativar as
caspases efetoras, incluindo as caspases-3, 6 e 7, que atuam como efetoras a jusante
do programa de morte celular (ASHKENAZI, DIXIT, 1998; MARTIN, 2002).
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OOO Fasd Células inflamaterias

Procaspase 8
IAPs

(Adaptado de MARTIN, 2002)

Figura 2 — Esquematizagao de morte celular pela via de sinalizagdo Fas. O receptor Fas, protétipo da
superfamilia dos receptores de morte dos fatores de necrose tumoral (TNF), liga-se a seu ligante (Fas-
L). O recrutamento da molécula adaptadora FADD e pro-caspase-8 resulta na ativagcédo deste ultimo. A
caspase-8 ativa leva a ativagéo direta de caspases efetoras (3, 6 e 7), resultando em fragmentagéo do
DNA e clivagem de proteinas celulares. Esta via ndo envolve vias mitocondriais. A ativagao da caspase-
8 resulta, também, em clivagem de Bid, que transloca e interage com outros membros da familia Bcl-2.

IAPs: proteinas inibidoras de apoptose.

FADD: Dominio de Morte FAS-associada

FAS/CD95: receptor de superficie envolvido na ativagdo da apoptose
TNFR: receptor do fator de necrose tumoral

Ativacao das caspases por perturbagao mitocondrial

Também conhecida como apoptose por via intrinseca, pode ser desencadeada

por uma infinidade de estimulos de estresse intracelular, tais como lesdo no DNA,
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estresse oxidativo, acumulo de proteinas desordenadas no reticulo endoplasmatico,
auséncia de fatores de crescimento celular, hipdxia, entre outros. Apesar de envolver
uma cascata de sinalizagdo e estimulos iniciadores altamente heterogéneos, os
mecanismos apresentam em comum o envolvimento da mitocéndria (GALLUZZI et al.,
2012). As mitocdéndrias contém em seu espago intermembranar fatores
apoptogénicos, como citocromo C, AlF (fator indutor de apoptose), pro - caspases 2,
3 e 9, SMAC/DIABLO (Second Mitochodria-Derived A activator of Caspases/direct IAP
binding protein with low pl), Omi/HtrA2 (High temperature requirement protein-2) e
endonuclease G (CLARKE et al., 1999). Desta forma, os sinais que sao transmitidos
em resposta aos estimulos de estresse irdo convergir principalmente para a
mitocdndria, que ao integrar os estimulos de morte celular, induzira a sua
permeabilizacdo, liberando as moléculas de proteinas préapoptoéticas nela contidas
(GRIVICICH, 2007). Esta permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria
ocorre através da formagdo de canais que promovem a liberacdo de diversas
substancias para o citosol, dentre as quais se encontra o citocromo C.

Uma vez que o citocromo C é liberado no citosol ira atuar como um co-fator ao
interagir sua regiao C-terminal com a proteina adaptadora Apaf-1 (Protease Apoptotica
Ativadora de Fator 1). Esta interacado facilita a ligacdo ao dATP e procaspase-9,
levando a formacado de um complexo denominado apoptossomo e a ativacdo da
caspase-9, a qual ativara outras caspases, como as pro-caspases 3 e 7, resultando
na apoptose pela via mitocondrial. As proteinas Smac/Diablo e Omi/HtrA2 auxiliam na
ativagao das caspases a partir do sequestro ou degradagao de proteinas da familia
IAPs (inhibitor of apoptosis protein) (GALLUZZI et al., 2012) (Fig. 3).

Associado ao mecanismo envolvido na liberacdo de fatores apoptogénicos,
alteracgdes do potencial de membrana da mitocéndria, bem como da permeabilidade
mitocondrial levam ao colapso dessa membrana. Com isto, a sintese de ATP é
interrompida resultando no aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(GALLUZZI et al., 2012).

2.3.1.2 Proteinas da familia Bcl-2

Os membros da familia Bcl-2 sdo importantes reguladores da apoptose. As
proteinas desta familia podem atuar como indutoras ou repressoras da morte celular
por apoptose, contribuindo para surgimento de patologias, ou protegendo o coragao
de diversas doencas, respectivamente.
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O Bcl-2 foi o primeiro gene a ser identificado em uma familia de moléculas que
possui uma homologia de sequéncia e atividade pro-apoptoética ou antiapoptotica
(KRAJEWSKI, 1993). A expresséao de Bcl-2 e Bcl-XL inibem a apoptose, ao prevenir a
liberagcéo de citocromo c, sendo entdo chamados de reguladores antiapoptaticos. Por
outro lado, Bax (B cell lymphoma 2- assopciated protein X) e Bid (BH3 interacting-
domain death agonist) s&o proteinas pré-apoptoéticas, ja que sensibilizam ou
conduzem a célula a apoptose (GRIVICICH, 2007). Aléem disto, a Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) impede a formacao de espécies reativas de oxigénio e a acidificagao
celular, e atua estabilizando o potencial de membrana da mitocéndria (VANDER
HEIDEN, THOMPSON, 1999).

As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de formar um equilibrio entre elas,
mantendo a homeostasia a partir do controle entre a quantidade de proteinas
antiapoptoticas e pro-apoptoticas. Estimulos de morte resultam em desequilibrio da
expressao dessas proteinas, onde um aumento das pro-apoptoticas induz a apoptose.
Tais proteinas também s&o capazes de formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2)
e heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo que o equilibrio entre os dimeros regula,
reciprocamente, as suas fungdes (PETROS et al., 2004).

A atividade anti-apoptética da Bcl-2 pode ser atribuida a diferentes
mecanismos. Pode ocorrer devido a inibicdo da acéo do citocromo C na mitocéndria,
evitando a cascata de eventos. A Bcl-2 impede a permeabilizacdo da membrana
externa da mitocéndria através do sequestro de Bax ou pelo antagonismo de sitios de
Bax na membrana externa mitocondrial (MURPHY et al., 2000). A interagao da Bcl-2
com as AlFs culmina em inibicdo da cascata das caspases e consequente bloqueio da
apoptose. Por sua vez, a Bax pode ativar a apoptose de forma independente da
interagdo com proteinas anti-apoptaticas, através de sua ligacdo com a mitocédndria
(PETROS et al., 2004).

A partir de um estimulo especifico externo, um aumento da concentragao de
Bax, comparado a de Bcl-2, leva a formagao de homodimeros, e as células ficam
suscetiveis a apoptose. Com os niveis de Bcl-2 acima da concentragado de Bax, ocorre
a formacéo de heterodimeros Bax-Bcl-2 e as células ficam protegidas, retardando a
morte celular por apoptose (OLTVAI et al, 1993). Para avaliar a possivel agdo da
laserterapia nos fatores anti- apoptoticos e pré-apoptoéticos, investigamos a expressao
génica e proteica de Bcl-2 e Bax.
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Figura 3 - Esquema das vias de sinalizagdo da apoptose por perturbagdo mitocondrial. Membros
antiapoptéticos da familia Bcl-2, tais como o Bcl-2, estao localizados na membrana mitocondrial externa
e atuam impedindo a libertagao de fatores apoptogénicos do espago mitocondrial interno para o espago
externo. A Bax desencadeia a libertagédo de citocromo C e Smac / DIABLO. O citocromo C, em conjunto
com a proteina adaptadora Apaf-1 e a caspase-9, forma o apoptossomo, com a caspase-9 ativa. Esta,
por sua vez, ativa a caspase-3 e a cascata de caspase e a jusante. A Smac / DIABLO inibe IAP (inibidor
de apoptose de proteinas), bloqueando sua ag¢éo de inibir a atividade de caspase, propagando assim a
apoptose. Estimulos, como a retirada do fator de crescimento, ativagdo de p53 e ativagdo Faz ou
isquemia/reperfusdo em células tipo Il agir por essa via mitocondrial.

2.4 Infarto do Miocardio Experimental em Ratos
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A experimentacdo animal tem uma importancia inestimavel nas pesquisas
cientificas, contribuindo demasiadamente para o desenvolvimento da ciéncia e
tecnologia. Ao longo do tempo, tais contribui¢des sao transmitidas em aprimoramentos
diagnosticos e inovagdes terapéuticas de inumeras doengas que acometem os seres
vivos. Apesar do avango no desenvolvimento de novos métodos alternativos (estudos
in vitro, cultura de células, etc.), a experimentagdo animal ainda é muito empregada
por apresentar vantagens que os demais métodos ndo possuem como o fornecimento
de informag¢des do organismo em geral (HEYWOOD, 1987; RIBEIRO et al., 1995;
SNITKOFF, 2004).

O método experimental de IAM por oclusédo da artéria coronaria esquerda em
ratos foi inicialmente descrita por Heimburger em 1946. A técnica sofreu algumas
alteracdes, sendo posteriormente descritos por Johns e Olson (1954), Kaufman et al.
(1959) e Selye et al. (1960). Um dos modelos mais utilizados para o estudo das
alteracdes fisiopatologicas decorrentes da oclusédo coronariana € o modelo do infarto
experimental no rato. Este método apresenta diversas vantagens, tais como a
facilidade em realizar a cirurgia e o baixo custo na aquisicdo e manutengdo dos
animais (JOHNS, OLSON, 1954; FISHBEIN et al., 1978), que podem ser criados
especificamente para os protocolos. Outra vantagem esta presente na evolugao do
infarto que, devido as caracteristicas metabdlicas, ocorrem rapidamente e as etapas
envolvidas neste processo (remodelamento, necrose, apoptose, etc.) podem ser
observadas em menos tempo durante o estudo. E por fim, a similaridade com as
alteracdes fisiopatolégicas que ocorrem apoés o infarto com aquelas encontradas em
humanos (FISHBEIN et al., 1978; KLOCKE et al., 2007)

Comumente, utilizam-se animais cujo peso varia entre 200 e 250 gramas por
apresentarem taxa de mortalidade cirurgica inferior aos animais mais velhos. O uso
de animais do mesmo sexo esta relacionado a variabilidade de adaptac¢des cardiacas,
em resposta a diversos estimulos (LITWIN et al., 1995; JAIN et al., 2002).

A mortalidade nas primeiras 24 horas ap0s a oclusao coronariana normalmente
varia entre 40 e 60%. A principal causa de 6bito sdo as arritmias malignas prevalentes.
Dentre as outras causas, destacam-se os fatores relacionados ao proprio
procedimento cirurgico, como pneumotérax e depressao respiratoria e fatores
associados a insuficiéncia cardiaca, como o edema agudo de pulméo (LITWIN et al.,
1995; PFEFFER et al., 1979).

Outro fator determinante é o tamanho do infarto. Em estudo realizado por

Pfeffer et al. 1985, acompanhando animais infartados por periodo de um ano,
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verificaram que para infartos pequenos (5 a 19,9% do ventriculo esquerdo),
moderados (20 a 39,9%) e grandes (= 40%), as taxas de mortalidade ficaram ao redor
de 50%, 75% e 85%, respectivamente.

Além disso, a variagao no tamanho do IM, também pode ou nao influenciar na
evolugao para a insuficiéncia cardiaca congestiva, dependendo da extensao da lesao
miocardica secundaria a oclusao coronariana (GAUDRON et al., 1994; TUCCI, 2010).

O eletrocardiograma e o ecocardiograma sdo métodos néo invasivos capazes
de identificar a area de necrose ou cicatricial em coragao de ratos submetidos a
oclusdo coronariana. O ecocardiograma apresenta alta sensibilidade na
caracterizagcao de presenca e tamanho do IM, até mesmo em periodos precoces,
como dois dias apds promover a necrose, além de informar sobre a funcéo ventricular
(SANTOS et al., 2009).

2.5 Laser de Baixa Intensidade (LBI)

O LASER (Light Ampilification by Stimulated Emission of Radiation) € uma
energia formada por fotons, onde a luz emitida pelos equipamentos laser apresenta
caracteristicas especificas dos fétons que a compdem.

A luz produzida pelo laser de baixa intensidade (LBI) se apresenta como uma
radiacdo eletromagnética que possui caracteristicas diferentes da luz comum. E
constituida por um unico comprimento de onda, diregao e frequéncia, além de uma
alta concentracdo de energia, que se propaga no espago e no tempo. Tais
caracteristicas conferem a esse tipo de luz as propriedades de monocromocidade,
colimacéo e coeréncia (GOODMAN, KAUFMAN, 1977).

O LBI opera em poténcias na faixa dos miliwats (mW), o que faz com que a
radiacdo emitida ndo seja térmica e, assim, seus efeitos bioldgicos nao sao
perceptiveis, sendo decorrentes de efeitos foto-fisicos, fotoquimicos e fotodinamicos
nas células dos tecidos irradiados. O tipo do tecido que ira receber a fonte de energia,
bem como caracteristicas relacionadas ao préprio laser, como comprimento de onda,
energia aplicada e tempo de exposi¢ao irdo determinar a extensao de absorgao da
radiacéo (KARU, 1989).

Recentemente, a laserterapia tem se tornado uma alternativa terapéutica, por
modular varios processos biolégicos, contribuindo com um efeito anti-inflamatdrio,

com sua capacidade em reduzir a dor e acelerar a proliferagao celular. Assim, ao atuar
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em nivel celular, pode provocar modificagcbes bioquimicas, bioelétricas e
bioenergéticas, promovendo aumento do metabolismo, proliferacdo e maturagao
celular, quantidade de tecido de granulagcdo e na diminuigdo dos mediadores
inflamatadrios, induzindo o processo de cicatrizacdo (LOPES-MARTINS et al., 2006;
ALBERTINI et al., 2007; AIMBIRE et al., 2008; ALBERTINI, et al., 2008; BORTONE et
al., 2008; XAVIER et al., 2010; SILVA et al., 2011; PIRES et al, 2011; HUANG et al.,
2011; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; PEPLOW et al., 2012, SILVA et al., 2016).

A absorgao molecular do laser causa um aumento do metabolismo celular,
caracterizado pela estimulagao de fotorreceptores na cadeia respiratoria mitocondrial,
alteracdes nos niveis de ATP celular, na liberacdo de fatores de crescimento e na
sintese de colageno (TUBY et al., 2006; HUANG et al., 2011; PEPLOW et al., 2012).

A modulacgao celular, ou seja, a ativagao ou inibigado de processos celulares de
expressao génica ou protéica, ainda é pouco estudada. Em trabalhos de nosso grupo
(BORTONE et al., 2008 e SILVA et al.,2011) e em colaboragao como outros grupos de
pesquisa (ALBERTINI et al., 2007; AIMBIRE et al., 2008; ALBERTINI et al., 2008;
XAVIER et al., 2010; PIRES et al., 2011; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; SILVA et
al.,, 2016) tém sido observada uma diminuicdo da expressao de mediadores
inflamatorios pela acdo da laserterapia, levando a uma redugdao do processo
inflamatério.

Entretanto, a acédo do laser no IM ainda esta para ser esclarecida e pouco se
sabe sobre o comportamento do miocardio remanescente ao infarto frente a esta
terapia. Oron et al. (2001) utilizando modelo experimental, analisaram os efeitos do
laser de baixa energia (laser infravermelho, comprimento de onda 803nm) no
miocardio infartado e, verificaram significativa redugédo da dimensdo do infarto e
presenca de tecido cicatricial tipico no miocardio infartado de caes, bem como uma
diminuicdo no dano causado nas mitocéndrias de cardiomidcitos na zona isquémica
de coracbes de ratos submetidos ao infarto, sugerindo um efeito cardioprotetor
atribuido ao laser. Todavia, os dados acerca das repercussdes a area de infarto sao
incipientes, sendo necessarios mais estudos sobre a influéncia da laserterapia de
baixa intensidade sobre o infarto e o processo de remodelamento.

Independente da condigao fisiopatolégica, os beneficios da laserterapia
abrangem a reducdo do processo inflamatério com redugdo de seus mediadores
quimicos. Sao demonstrados resultados de melhora da inflamacéao e edema de pata
induzida por carragenina [reducdo de RNA mensageiro de Cox-2 (ALBERTINI et al.,

2007); reducéo da expressao génica de citocinas pro-inflamatérias (ALBERTINI et al.,
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2008); menor expressao de receptores de cininas (BORTONE et al., 2008); diminuicdo
da expresséo génica de calicreinas (SILVA et al., 2011)], da redugao da inflamacéo de
vias aéreas induzida por lipopolissacarideo [diminuigdo da expressao de interleucinas
(AIMBIRE et al., 2008)], na tendinite [diminuicdo da expressao de citocinas (XAVIER
et al., 2010); diminuicdo da expressao génica de citocinas proinflamatérias e aumento
da expressao de citocina anti-inflamatoria (PIRES et al, 2011)], na cicatrizagcéo
(PEPLOW et al., 2012) e na reparagdo muscular [reducdo da expressao génica de
citocinas proé-inflamatérias (MESQUITA-FERRARI et al., 2011)] entre outros. Todavia,
os dados acerca das repercussdes desta terapia sobre o miocardio e, sobretudo no
miocardio remanescente a area de infarto, sdo incipientes, sendo necessarios mais
estudos sobre a acio da laserterapia de baixa intensidade sobre o infarto e o processo
de remodelamento.

O estudo do miocardio remanescente ao infarto € importante para o
entendimento dos processos de remodelamento e disfungao cardiaca. Assim como no
homem, o remodelamento ocorrido no miocardio remanescente ao IM em ratos implica
em disfuncao contratil que consequentemente exacerba a disfungao ventricular e a IC,
renovando o ciclo vicioso desta cardiopatia (FRANCIS et al., 2001).

Frente a hipétese de que a laserterapia poderia interferir positivamente sobre o
processo de remodelamento deste tecido remanescente e, dessa maneira, contribuir
com a preservagao da funcio cardiaca, este trabalho consiste da analise dos efeitos
da laserterapia sobre o IM em ratos, mais precisamente, sobre a sua acdo na
modulagao do processo apoptoético. Desta forma, a aplicacéo de técnicas de biologia
molecular, associada a utilizagdo de modelos experimentais, podera permitir que
aspectos fundamentais da regulagdo dos diversos mecanismos envolvidos no IM
possam ser bem compreendidos e utilizados para modular a expressao de genes com
o intuito de melhorar a contratilidade cardiaca e interromper a progressao ou reverter
0 quadro do IM.

Através da compreenséo e esclarecimento de vias bioquimicas, bem como da
modulagdo génica pertencentes a estas, novas abordagens terapéuticas podem ser
estabelecidas. Assim, pretende-se avaliar em modelo de oclusado, as alteragbes no
perfil de expressao de fatores de apoptose que ocorrem no miocardio apds tratamento

com laser de baixa intensidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do laser de baixa intensidade (LBI) apds trés dias de infarto do
miocardio em animais submetidos a oclusao da artéria coronaria descendente anterior

esquerda.

3.2 Objetivo Especifico

Avaliar a expressao génica dos fatores de apoptose Bcl-2 e Bax, assim como a
expressao proteica da Caspase-3 clivada, envolvidos no Infarto do Miocardio em
animais submetidos a Oclusdo da Artéria Coronaria, apds laserterapia de baixa

intensidade.
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4. METODOS

4.1 O Modelo Experimental

Para estudar a modulagéo dos fatores de apoptose no infarto do miocardio (IM)
pela laserterapia foi escolhido um modelo experimental de IM induzido por oclusao

coronariana.

4.1.1 Preparo dos animais

Os procedimentos cirurgicos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia e
Fisiopatologia Cardiacas da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP-EPM).
As analises moleculares foram conduzidas no Laboratério de Pesquisa da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Para o estudo, foram utilizados 15 ratos da linhagem Wistar, fémeas, pesando
entre 250 e 280 gramas, provenientes do Biotério Central da UNINOVE. Os animais
foram confinados em caixas plasticas em ambiente com temperatura controlada (22°
C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados com agua e ragao ad libitum (Nuvilab).
O uso de ratas, ao invés de ratos, mostrou-se viavel em experimento prévio, além de
maior disponibilidade no biotério. Todo processo experimental foi conduzido em acordo

com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

(NIH, Pub 85-23, revisado em 1985)”. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNINOVE (parecer 0015/2012).

4.2 Grupos Experimentais

Os animais (n=15) foram divididos em trés grupos (n=5):

v' Grupo infarto (IM): ratas que foram submetidos a oclusdo da coronaria sem
irradiacao laser, n=5;
v' Grupo infarto + laser irradiado (IM+Laser): ratas que foram submetidos a
oclusdo coronaria seguido da irradiagao laser de baixa intensidade, n=5;
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v' Grupo Sham (Controle): ratas que foram submetidos ao mesmo procedimento,

porém sem infarto e irradiagcao de laser de baixa intensidade, n=5.

No grupo de animais infartados, somente foram incluidos no estudo coragdes
que apresentaram area de infarto igual ou superior a 40% do ventriculo esquerdo. A
nogdo que o IM de grande dimensado esta associado com severo remodelamento
ventricular esquerdo e piora no prognostico da doenga (GABALLA et al., 2002;
SANTOS et al., 2009) constitui a razado pela qual foram incluidos no estudo somente
animais com IM = 40%. Animais submetidos ao procedimento cirurgico de oclusao

coronaria que nao apresentarem IM também foram excluidos da amostra.

4.3 Producao da Técnica de Oclusao Coronaria

Os animais foram anestesiados com mistura intraperitoneal de cetamina (50
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), entubados e ventilados com pressédo positiva em
ventilador para roedores (modelo Harvard 683). Apds tricotomia do hemitérax
esquerdo, foi realizada toracotomia lateral no local onde o coragdo causa impacto a
palpacdo. Com o animal na posi¢cao supina, foi feita incisdo da pele e divulsao dos
musculos peitorais e intercostais, com auxilio de pinga Kelly curva. Apés divulséo do
musculo intercostal, as costelas foram afastadas com auxilio da pinga Kelly e de
afastador Stevenson modificado. A pericardiotomia foi produzida por meio de pinca
anatbmica e a artéria coronaria descente anterior visualizada.

Para a producao do infarto do miocardio por oclusdo da artéria coronaria foi
ligada a, aproximadamente, trés milimetros de sua origem na aorta, entre a borda do
atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar, por meio de fio de sutura nylon 5,0 (Fig.
4). Apbs serem checados os resultados da sutura, o afastador foi retirado, para a
promoc¢ao da hiperinsuflagdo pulmonar, e a seguir, o coragao foi rapidamente
recolocado na cavidade toracica e o torax foi fechado por sutura em bolsa previamente
preparada em torno das bordas da incisdo. Em seguida, o animal foi mantido em
ventilacdo artificial enriquecida com oxigénio até que ocorressem movimentos
ventilatérios espontaneos. Os animais foram colocados em caixas e mantidos
aquecidos durante o periodo pos-operatorio, até que se recuperassem completamente
da anestesia. O grupo controle foi composto por animais submetidos a cirurgia ficticia

da oclusao coronariana, sendo denominado grupo Sham.
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Figura 4 — Indugéo do infarto experimental. Exteriorizagdo do coragdo para sutura coronaria a 3 mm da

origem, entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar.

4.4 Irradiagao do Laser

O laser de baixa intensidade de Aluminio Galio indio Fésforo — AlGalnP - com

comprimento de onda de 660 nm, 15mW de poténcia, densidade de energia 22,5

2 2 2
J/cm , 60 segundos de aplicagao, area irradiada 0,785 cm , dose 1,1 J/cm (Twin Laser

— M M Optics®) foi utilizado no estudo. Esta dose foi usada previamente por ORON et
al. (2001) e em estudo piloto. Apds a oclusdo, como descrito acima, o coragao foi
reposicionado na caixa toracica por 60 segundos para sua estabilizagdo e apds esse
periodo, o coragao foi exteriorizado para receber a irradiacdo laser com os parametros
descritos acima.

A caneta laser foi posicionada em um dispositivo com aproximadamente 5 mm
de distancia da area do ventriculo esquerdo (Fig. 5). O grupo infarto (IM) foi submetido
ao mesmo procedimento, porém o laser esteve desligado; e no grupo Sham nao houve
inducéo do infarto e nem irradiacdo do laser. Depois de realizado o procedimento, os

ratos foram mantidos em ventilacao artificial até a sua normalizacao.

O estudo ecocardiografico transtoracico (ECO) foi realizado para estimativa do
tamanho do infarto do miocardio, morfologia cardiaca e fun¢ao ventricular. Todos os
animais foram submetidos ao ecocardiograma no 3° dia apds a oclusao da artéria
coronaria (OAC). O exame foi realizado segundo técnica ja consolidada em nosso
laboratério (NANNI et al., 2006; MOISES et al., 2000; BONILHA et al., 2005), com
aparelho SONOS 5500°®, que permite obtencdo de imagens cardiacas em tempo real

nos modos mono e bidimensional.
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Figura 5 — Irradiagédo do laser. Dispositivo a uma disténcia aproximada de 5 mm do ventriculo esquerdo.

4.5 Anadlise da Expressao Génica

4.5.1 Coleta de material biolégico — Tecido

Os animais foram mortos por decapitacdo. Tal método de eutanasia se faz
necessario em fungdo da acdo de anestésicos nas analises bioquimicas.
Imediatamente apds a excisdo do coragédo e determinagdo da massa miocardica, o
miocardio remoto ao infarto foi lavado em solugéo fisioldgica para remog¢ao do excesso
de sangue. Em seguida, as amostras de tecido foram colocadas em tubos de 1,5 mL
para congelamento em nitrogénio liquido. O material biolégico foi armazenado em
temperatura de -80°C até a data de processamento para avaliacdo da expressao

génica.

4.5.2 Procedimentos — PCR

Os RNAs mensageiros de Bax e Bcl-2 foram quantificados por PCR — Real Time

(Sybr Green — Life Technologies).

= Extragcao de RNA

Amostras do miocardio ventricular esquerdo remoto ao IM, pesando entre 0,2
@ e 0,5 g, foram homogeneizadas em

Trizol Reagent para extragdo do RNA total conforme instru¢gées do fabricante. Em

seguida, 200 ul de cloroférmio foram adicionados ao homogenato, e a mistura foi
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agitada vigorosamente por 15 seg. Em seguida, a mistura foi mantida em temperatura
ambiente por 5min. As amostras foram centrifugadas por 15min, 12000xg a 4°C. Afase
aquosa resultante de cada amostra foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5ml
estéril, e foram adicionados 500 ul de isopropanol para a precipitagdo do RNA. As
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10min, e foram novamente
centrifugadas (12000xg/4°C/10 min). Os sobrenadantes foram retirados, e os pellets
de RNA foram lavados com 1ml de etanol 75% (preparado com agua tratada com
dietilpirocarbonato, DEPC, 0,01%). As amostras foram novamente centrifugadas
(12000xg/4°C/10 min), e os sobrenadantes foram descartados. Os pellets secaram ao
ar livre, sendo entao ressuspensos com 50 ul de agua DEPC, e armazenado a -80 °

C até a realizagado da Transcri¢do Reversa.

= Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificagbes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o aparelho
NanoDrop ND-2000 espectrofotobmetro (Nano Drop Products, Wilmington, DE, USA)
sendo que 1U A260 corresponde a 40ug de RNA/mL. Foram utilizadas apenas
amostras livre de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas (A260/A280 = 1,8-
2,0).

A integridade do RNA total foi avaliada pela observagado da proporgdo das
bandas referentes aos rRNA 18S e 28S em eletroforese em gel de agarose 1% corado
com SYBR® Safe (Life Technologies). Para eliminacdo da contaminagdo de DNA
gendmico das amostras, 1ug de RNA total (8ul) foi incubado com 1 unidade (1 ul) de
DNAse I/RNase Free — (Invitrogen, EUA), na presenca 1 ul de solugdo contendo 20
mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgCI2 por 15 min a 37 °C, seguido de incubagao a 65°C
durante 10 minutos para inativagédo da DNAse |.

= Sintese de cDNA - Transcrigao Reversa

Logo apds o tratamento acima descrito, foi realizada a reagdo de transcrigéo
reversa (RTqQPCR), para sintese do cDNA. Em 1ug de RNA total tratado foram
adicionados 2ul de tampéao de incubagao (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4, 20 mM e
MgCI2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa (1ul) (Invitrogen), 2ul de Randon
Primer (Invitrogen) 0,8 pl de oligonucleotideos (DNTPs, 100 mM) e 4,2 ul de H20 ultra

pura para uma reacgao final de 20 ul. As amostras foram entdo submetidas as seguintes

42




incubacgdes: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C por 5 min. Apds a reacgao, as
amostras de cDNA foram mantidas a -20°C para futura realizagdo da PCR em tempo

Real.

= Reacao de Polimerizagcao em Cadeia (PCR) em tempo real - qPCR

Areacao de polimerizagdo em cadeia em tempo real (Real-Time PCR) combina
a amplificagdo do PCR com deteccao fluorescente automatizada é realizada com o
auxilio do aparelho de deteccédo da sequéncia. A amplificagdo e aquisicdo dos dados
foram realizadas com a sonda Tagman em equipamento Abi Prism 7500 Fast (Applied
Biosystems) como descrito previamente (NANNI et al, 2006). Neste processo de
excitacao a captagao de fluorescéncia é realizada em cada ciclo de amplificagao do
PCR, fornecendo uma quantificagdo em tempo real das sequéncias dos genes de
interesse. O protocolo utilizado para a reagédo de PCR em tempo real foi o seguinte:
em 1,0 yl de cDNA, foram adicionados 5 ul de Solugdo Tagman Universal Fast Master
Mix 2X (Applied Biosystems, EUA) e agua suficiente para 10 pl de reacdo em cada
poco da placa com 96 pocos. As amostras foram aplicadas em duplicata e entédo
incubadas a 95°C por 20s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95°C por 3s, 60°C por
30s.

Todas as reagdes foram submetidas as mesmas condi¢des de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para correcéo de
flutuagdes na leitura decorrentes a variagdes de volume e evaporagao ao longo da
reacao. O resultado, expresso em valor de CT, se refere ao numero de ciclos de PCR
necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detecgao.

A concentragdo do gene alvo foi quantificada como um valor relativo em
comparagao com uma referéncia interna, o GAPDH, cuja expressdo nao varia no
tecido sob investigacdo, ou em resposta ao tratamento experimental. O “software”
SDS 1.4 Software for the 7500 Fast System (Applied Biosystems) foi utilizado para o
processamento dos dados.

Os primers utilizados para o PCR em tempo real estdo discriminados na tabela

Tabela 2 — Sequéncias de primers dos genes estudados
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Gene . Acesso no Gene Bank
Sequéncia Forward

e Reverse

F: 5 ACTCCCCCCGAGGTCTT-3'
Baxalvo | o 5 AGTTGAAGTTGCCATCAGCAAA-3 Bl et

F: 5 GCTACGAGTGGGATACTGG-3’
Bel-2alvo | o 5 GTGTGCAGATGCCGGTTCA-3 NM_016993.1

F: 5 TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’
GAPDH R: 5 GCCCCACGGCCATCA-3’ NM_ 017008

4.6 Ensaio para expressao de proteinas Bax e Bcl-2

Ventriculos esquerdos congelados foram homogeneizados em tampéao de lise
celular (100 mM Tris, 50 mM de NaCl, 10 mM de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e 1% de Triton X-100), com inibidor de protease (Sigma Chemical Corp., St.
Louis, MO, EUA). As amostras contendo 30 ug do homogenato foram sujeitos a
electroforese em gel de dodecil sulfato de sodio poliacrilamida (SDS-PAGE) em géis
de poliacrilamida a 10%. As proteinas separadas foram transferidas em membrana de
difluoreto de polivinilideno (PVDF) com tampéao de transferéncia (192 mM glicina, 25
mM Tris, metanol 20%, pH 8,3). As membranas foram embebidas numa solugao
tampao de bloqueio (leite em p6 desnatado a 5%, 10mM Tris-HCI, pH 7,6, NaCl
150mM e 0,1% de Tween 20) e incubadas durante a noite a 4 °C com os adequados
anticorpos primarios (diluicdo 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Apos incubagao durante a noite, as membranas foram lavadas e incubadas com
anticorpo secundario Ig de cabra conjugada com peroxidase anti-rato (diluicao 1:4000;
Zymed, San Franscisco, CA, USA). Avisualizagao das bandas de proteina foi realizada
utilizando substrato de quimioluminescéncia Super Signal Ultra (Pierce).

A analise densitométrica foi realizada através do software Image J.

4.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como média * desvio padrdo. A
comparacgao dos resultados entre os diferentes grupos para cada periodo de tempo
pos-IM foi realizada com ANOVA uma via complementada pelo teste de

NewmanKeuls. Todas as avaliacbes foram realizadas com o software estatistico
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GraphPad Prism version 5.0 (San Diego, CA, EUA). Um valor de p <0,05 foi adotado

como nivel de significancia.

RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Analise de Expressao Génica

ApoOs a extragcado de RNA a partir de amostras de tecido cardiaco, estes foram

quantificados por espectrofotometria (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantificagdo de RNA extraido das amostras de tecidos cardiacos dos
animais submetidos a OAC apés 3 dias.

Grupo Amostra Concentragao Pureza
ng!ul 260/280 nm
1 896,90 2,01
2 898,80 1,98
SHAM 3 1067,20 1,94
4 1246,80 2,04
5 794,10 1,92
6 1352,50 1,96
7 1643,60 2,04
IM 8 847,60 1,95
9 1525,90 2,02
10 1936,00 1,98
11 810,60 1,91
12 749,00 1,87
IM+Laser 13 840,80 1,94
14 1296,70 2,01
15 1514,20 2,03

Para elucidar o padrdao de expressdo de RNA mensageiros de membros da
familia Bcl-2 de proteinas, sendo um anti-apoptotico (Bcl-2) e um apoptético (Bax),
utilizou-se a técnica de PCR em tempo real.

Nossos dados demonstram que expressdo do mRNA de Bax n&o apresentou
diferencgas significativas no grupo irradiado (IM + Laser) quando comparado ao grupos
infartado (IM) e controle. Entretanto, verificamos um aumento da expressdo do gene
Bcl-2 no miocardio irradiado (IM + Laser), quando comparado com o grupo IM

(p=0,05). Os resultados estdo apresentados na Figura 6A e B.
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Figura 6 - Expressdo de mRNA de Bax e Bcl-2 sobre o tecido do miocardio apés laserterapia por ensaio
de PCR em Tempo Real. (A) Expressdo do mRNA de Bax. (B) Expressdo do mRNA de Bcl-2. Todos os
dados representam uma quantificagdo relativa para a expressao de GAPDH.

Os dados foram descritos em médias + E.P.M. *p < 0,05 versus grupo Controle, #p <0,05 versus grupo

IM. Os valores de P foram determinados por ANOVA.

5.2 Alteragcoes na Expressao Proteica de Bax e de Bcl-2 apods Irradiagao do LBI

Para avaliar se a laserterapia promoveu alteracdo na expressao das proteinas
pré-apoptoética Bax e anti-apoptoética Bcl-2, a técnica de Western blot foi realizada. Em
relagao a proteina Bax, houve um consideravel aumento em sua expressao no grupo
IM em relagao ao controle. Nao verificamos modulagédo da expressao de Bax no grupo
tratado (IM+Laser) em relagdo aos grupos controle e IM (Figura 7A e B). Nossos
resultados evidenciam uma diminuicdo na expressao da proteina Bcl-2 no grupo IM
em relagado ao grupo Controle e, um significativo aumento em sua expressao no grupo

irradiado (IM+Laser) quando comparado ao grupo infartado (Figura 7C e D).
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Figura 7 — Perfil de expressao proteica por immunoblotting das proteinas Bcl-2 e Bax, trés dias apés a
cirurgia da ocluséo da artéria coronaria, apos laserterapia. (A) e (B) Avaliagdo da expressao da proteina
Bax. (C) e (D) Expressé&o proteica de Bcl-2. GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado

como controle.
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Os dados foram descritos em médias + E.P.M. #p <0,05 versus grupo IM. *** p < 0,05 versus grupo
Controle. Os valores de P foram determinados por ANOVA.

5.3 Mudancgas na Expressao Proteica da Caspase-3 clivada

A técnica de Western blot foi utilizada para avaliar se houve alteracdo na
expressao de caspase 3 clivada ap0os a irradiagédo da LBI. Os resultados sugerem uma
significativa diminuicdo na expressao da proteina caspase 3 clivada no grupo IM +
Laser, quando comparada ao grupo IM, conforme observado na Figura 8.

A B ;
Caspase 3 clivada
100 -
=
2 804
<<
S
17kD— - Caspase-3 §: 60 4
clivada 2 E
s <
VO- we WS> W GAPDH a 20 4
]
Q
ol ]
CTRL IM IM + CTRL IM  IM + Laser

Laser

Figura 8 — Perfil de expresséo da proteina Caspase-3 clivada, trés dias apos a cirurgia da oclusédo da
artéria coronaria, apés laserterapia. GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como
controle. Os dados foram descritos em médias + E.P.M.

#p <0,05 versus grupo IM. Os valores de P foram determinados por ANOVA.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem a influéncia do laser de baixa intensidade (LBI) na
modulagao de fatores apoptéticos gerados pela oclusao coronariana e consequente
morte celular. Na area da Saude, a laserterapia teve seu crescimento a partir da
década de 60 (BAXTER, 1997), onde foi utilizada principalmente para tratar lesdes e
promover alivio da dor. Seus efeitos no IAM comegaram a ser elucidados por
pesquisadores a partir de 2001, em estudo que mostrou que a laserterapia foi capaz
de reduzir o tamanho do infarto (ORON et al. 2001). A dose do laser utilizada foi de
1,1 Joules e as avaliagbes ocorreram trés dias apés o IAM de acordo com ORON et
al. (2001) e TUBY H & ORON (2006). Entretanto, nosso estudo inova ao usar para a
analise molecular apenas animais com area de infarto igual ou superior a 40% do
ventriculo esquerdo. Em humanos, infartos de grande extenséo, maiores de 40% do
VE, remetem ao fato da maior probabilidade de ocorréncia de um relevante deficit
funcional (FRANCIS et al., 2001; PFEFFER et al., 1979).

A agao anti-apoptética de Bcl-2 ja € bem documentada (OLTVAI et al., 1993;
AKAO, 1994; MISAO, 1996; KROEMER, 1998; MAULIK et al., 1999). Em nosso
estudo, a expresséao de Bcl-2 trés dias apds a oclusao da artéria coronaria apresentou
uma diminuigdo da expressdo de Bcl-2 no grupo infartado, quando comparado ao
grupo controle. Em estudo realizado por Condorelli et al. (1999), em ratos submetidos
a sobrecarga de pressao induzida, observou-se a diminuicdo da expressdo RNA
mensageiro de Bcl-2. A expressao de Bcl-2 é reportada a protegao celular por evitar a
translocacao e ativagdao de Bax (FINUCANE, et al., 1999). A proteina Bcl-2 ja é
expressa inicialmente ao infarto, onde Misao et al. (1996) detectaram sua presenca
cerca de seis horas apos o infarto agudo, porém, ndo detectaram sua expressao em
estagios mais crbnicos, como na IC e hipertrofia cardiaca. O perfil de expressao
proteica de Bcl-2 apresentou um aumento significativo apés a laserterapia comparado
ao grupo IM. Desta forma, evidenciamos que o tratamento com laserterapia aumentou
de forma significativa a expressao génica e proteica de Bcl-2 no grupo IM+Laser
quando comparado com o grupo IM.

A proteina Bax esta presente em diversos tecidos (KRAJEWSKI et al., 1994).
De acordo com Misao et al. (1996), Bax mostra-se expresso mesmo em midcitos de
coragdes humanos sem doencga cardiaca. Nossos resultados corroboram os achados

de Misao et al. (1996), mostrando uma expressao basal de Bax no grupo controle.
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Entretanto, o aumento da expressdo de Bax esta associado com eventos pro-
apoptéticos (WANG et al.,, 2014). Estudo utilizando células derivadas de ratos
knockout para Bax e Bak, demonstrou que tais fatores sdo essenciais para a iniciagao
da morte das células através da via intrinseca (WEISLEDER et al., 2004). Observamos
em nosso estudo um aumento significativo na expressao da proteina Bax no grupo
infartado (IM), quando comparado ao grupo controle. Dados semelhantes foram
relatados por outros autores (KAJSTURA et al., 1996; MISAO et al., 1996; MAULIK et
al.,, 1999) que evidenciaram o aumento na expressdao de Bax em miocardios
infartados. Entretando, ndo observamos em nosso estudo diferenga significativa na
expressao tanto génica como proteica de Bax apos a laserterapia em relagdo aos
demais grupos experimentais.

A caspase-3 clivada, proteina efetora que ira clivar substratos fundamentais
para a sobrevivéncia celular, apresentou aumento de expresséao proteica no grupo |IM
em relagédo ao grupo controle (BOATRIGHT & SALVESEN, 2003; RUPNARAIN et al,
2004). Entretanto, observamos uma significativa diminuicdo da expresséao proteica da
caspase-3 clivada no grupo IM+Laser em comparagao ao grupo IM, sugerindo uma
atenuacgao da apoptose promovida pela laserterapia.

Esses resultados sugerem uma modulagado nos processos apoptoticos apos a
laserterapia, podendo, desta forma, estimular a sobrevivéncia celular apés o infarto,
inibindo a apoptose da area viavel do coracdo possivelmente para manter a

homeostase cardiaca apés a lesao.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados suportam a hipétese de que o laser de baixa intensidade
pode estimular a sobrevivéncia celular apos o infarto, possivelmente por modular
fatores envolvidos na apoptose da area viavel do coracdo para manter a homeostase
cardiaca apos a lesdo. A laserterapia de baixa intensidade se apresenta como uma
nova estratégia terapéutica ndo farmacolégica em modelo de oclusdo coronaria,
havendo a necessidade de mais estudos para a maior elucidacéo de seus efeitos, bem

como da dose e comprimento de onda a ser utilizado.
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