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RESUMO EXPANDIDO

Introducgao: As doengas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca (IC) e
a doenca arterial coronariana (DAC), estao entre as principais causas de morbidade e
mortalidade global. A IC, tem um processo fisiopatolégico resultante de estressores
celulares como hipoxia e interrupgcdo da sintese proteica, afeta cerca de 2% da
populagdo nos paises ocidentais e € exacerbada pelo diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
através do aumento do estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial. Essas condicdes
induzem alteragdes celulares adversas, como atrofia de midcitos e autofagia deficiente.
A fotobiomodulagdo (FBM) com luz ndo térmica de lasers ou LEDs minimiza a
inflamacdo e melhora a defesa antioxidante, crucial para o reparo celular. As
intervencdes de revascularizagdo para DAC, embora necessarias, carregam riscos
significativos de lesédo por reperfusao, marcada por dano celular agudo. A FBM tem
potencial para mitigar esses efeitos, melhorando a fungdo mitocondrial e a produgéo de
ATP. Paralelamente, o exercicio aerdébico (EA) melhora as fung¢des cardiacas e
musculo esqueléticas, modulando vias como Akt/mTOR, cruciais para a sintese
proteica e hipertrofia muscular, além de promover a renovacgao celular. A combinagcao
de FBM e EA promete melhorar os resultados das intervengdes na reabilitagcao
cardiopulmonar, com pesquisas continuas sendo vitais para desenvolver tratamentos
inovadores e ndo invasivos que maximizem esses beneficios. Objetivos: Investigar os
efeitos terapéuticos isolados e combinados da fotobiomodulagdo e do exercicio
aerobico sobre os mecanismos de estresse oxidativo, autofagia e apoptose em midcitos
e cardiomiécitos, bem como suas implicagdes na melhora da funcdo cardiaca e
muscular em modelos de isquemia cardiaca, insuficiéncia cardiaca associada com
diabetes mellitus tipo 2. Metodologia do Artigo 1: Foram utilizados dezoito ratos
machos distribuidos em quatro grupos: Controle (CT), IC+DM (modelo de doencga),
Exercicio+|IC+DM (EX+IC+DM), e EX+IC+DM+FBM. DM2 foi induzido por dieta
hiperlipidica (todo o experimento) e por estreptozotocina (0,25 ml/kg, i.p.), e a IC por
ligadura coronaria. Uma semana apos a indugéo, iniciou-se um protocolo de oito
semanas de FBM e EA. Avaliamos por western blot a expressdo de proteinas
relacionadas a apoptose (BAX, CASPASE-3, CASPASE-9, Anexina-V, P-ASK) e
proteinas relacionadas a autofagia (mTOR, BECLIN-1, P62, LC3-I, LC3- II, Nrf2, P-
AKT). Resultados do Artigo 1: Ndo houve diferenca significativa na expresséo de
apoptose e na maioria das proteinas de autofagia entre os grupos. No entanto, o grupo



EX+IC+DM+PBM apresentou um aumento no Nrf2 (p=0,04), p-AKT (p=0,03) e LC3-I
(p=0,005) em comparagao ao grupo IC+DM, indicando melhora na sinalizagdo de
sobrevivéncia celular. Metodologia do Artigo 2: Cardiomiécitos H9C2 foram induzidos
a hipdéxia por 24h com 300 uM de CoCl2, seguida de 16h de reoxigenagdo em meio
normoxico. As células foram tratadas com Laser GaAlAs (850nm, 1J/cm?) pos-hipodxia.
Os grupos incluiram células em condi¢ées normoxicas (C), hipdxia e reperfusdo sem
tratamento (HR), e hipoxia e reperfusdo com FBM (HR+FBM). A viabilidade celular e a
expressao proteica foram avaliadas via MTT e Western blot, respectivamente.
Resultados do Artigo 2: A FBM atenuou as alteragbes induzidas pela
hipdxia/reoxigenagao, aumentando significativamente a expresséo de proteinas Nrf2,
HSP70, mTOR, LC3II, LC3II/I, Caspase-9 e reduzindo a expressao de PGC-1a, SOD2,
xantina oxidase, Beclin-1, LC3I e Bax, indicando uma reducéo no estresse oxidativo e
modulagdo na autofagia e apoptose. Conclusao: Os estudos confirmam que tanto a
FBM quanto a combinagdo de EA com FBM atuam como intervengdes terapéuticas
eficazes para melhorar a sobrevivéncia e funcionalidade celular em condi¢cbes de
doengas cardiacas e diabetes. As sinergias observadas entre estas modalidades
sugerem a possibilidade de uma nova dire¢do para tratamentos nao farmacologicos,
contribuindo para o manejo de doengas cardiovasculares como IC, DAC e diabetes.

Palavras-chave: Fotobiomodulagdo; Hipdxia/Reoxigenagdo; Diabetes Mellitus;
Insuficiéncia Cardiaca; Exercicio Aerdbico.



EXPANDED ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular diseases such as heart failure (HF) and coronary artery
disease (CAD) are among the leading causes of mortality and morbidity worldwide. HF,
has a pathophysiological process cellular stress including hypoxia and interruptions in
protein synthesis, affects 2% of the population in eastern countries and is exacerbated
by type 2 diabetes mellitus (DM2) through increased oxidative stress and mitochondrial
dysfunction. These conditions induce adverse cellular changes, such as myocyte
atrophy and deficient autophagy. Photobiomodulation (PBM) with non-thermal lasers or
LEDs minimizes inflammation and improves antioxidant defense, which is crucial for
cellular repair. Revascularization interventions for CAD, although necessary, carry
significant risks of reperfusion injury, marked by acute cellular damage. PBM has the
potential to mitigate these effects by improving mitochondrial function and ATP
production. In parallel, aerobic exercise (AE) improves cardiac and skeletal muscle
functions by modulating pathways such as Akt/mTOR, which are crucial for protein
synthesis and muscular hypertrophy, in addition to promoting cellular renewal. The
combination of PBM and AE promises to improve intervention results in
cardiopulmonary rehabilitation, although continuous research remains vital to develop
innovative and non-invasive treatments that maximize these benefits. Objectives:
Investigate the isolated and combined therapeutic effects of photobiomodulation and
aerobic exercise on the mechanisms of oxidative stress, autophagy and apoptosis in
myocytes and cardiomyocytes, as well as their implications for improving cardiac and
muscular function in models of cardiac ischemia, heart failure associated with diabetes
mellitus type 2. Methods - Article 1: Eighteen male rats were assigned to one of four
groups: Control (CT), HF+DM (disease model), Exercise+HF+DM (EX+HF+DM), and
EX+HF+DM+Photobiomodulation (EX+HF+DM+PBM). DM2 was induced by a high-fat
diet (the entire experiment) and streptozotocin (0.25 ml/kg, i.p.) was administered. HF
was induced via coronary ligation. One week post-induction, an eight-week protocol of
aerobic exercise and PBM began. We evaluated by western blot the expression of
apoptosis-related proteins (BAX, CASPASE-3, CASPASE-9, Anexin-V, P-ASK) and
autophagy-related proteins (MTOR, BECLIN-1, P62, LC3-I, LC3-Il, Nrf2, P-AKT).
Results - Article 1: There was no significant difference in the expression of apoptosis
and most autophagy proteins among the groups. However, the EX+HF+DM+PBM group
showed a increase in Nrf2 (p=0.04), p-AKT (p=0.03), and LC3-I (p=0.005) compared to



the HF+DM group, indicating enhanced cell survival signaling. Methods - Article 2:
HOC2 cardiomyocytes were exposed to hypoxia with concentrations of 300 uM CoClI2
for 24 hours, followed by 16 hours of reoxygenation in a normoxic medium. Treatment
was conducted using a GaAlAs Laser (850nm, 1J/cm?) after hypoxia. The groups
included cells in normoxic conditions (C), hypoxia and reperfusion without treatment
(HR), and hypoxia and reperfusion with PBM (HR+PBM). Cell viability was analyzed
using MTT, and Western Blot assessed protein expression. Results - Article 2: PBM
attenuated changes induced by hypoxia/reperfusion by significantly increasing the
expression of Nrf2, HSP70, mTOR, LC3lIl, LC3Il/l, Caspase-9 and by reducing the
expression of PGC-1a, SOD2, xanthine oxidase, Beclin-1, LC3l, and Bax, indicating a
reduction in oxidative stress and modulation of autophagy and apoptosis. Conclusion:
The studies confirm that both PBM alone and the combination of PBM and AE are
effective therapeutic interventions to improve cellular survival and function in conditions
of heart disease and diabetes. The synergies observed with these modalities suggest
the possibility of a new direction in non-pharmacological treatments, contributing to the
management of cardiovascular diseases such as HF, CAD, and diabetes.

Keywords: Photobiomodulation; Hypoxia/Reoxygenation; Diabetes Mellitus; Heart

Failure; Physical Exercise.
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PREFACIO

Linha de pesquisa no Programa de Pés-Graduagcao em Ciéncias da
Reabilitagdo: Fundamentos da Reabilitagdo Cardiovascular, Pulmonar e
Metabolica.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Dal Lago, Prof. Titular do Departamento de
Fisioterapia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA) e Coordenador do Grupo de Pesquisa em Interagcdo e Reabilitagao
Cardiopulmonar.

Coorientador: Prof. Dr. Patrick Tarck, Prof. do curso de medicina da
Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS), e Pés-doc no Laboratério
de Fisiologia Cardiovascular na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

Parcerias nacionais que envolvem a presente Tese de Doutorado

Profa. Dra. Marcia Rosangela Wink, Profa. Titular do Departamento de Ciéncias
Basicas da Saude - Bioquimica da Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre (UFCSPA) e Coordenadora do Laboratério de Biologia Celular.

Profa. Dra. Aparecida Maria Catai, Profa. Titular do Departamento de
Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e Coordenadora
do Laboratdrio de Fisioterapia Cardiovascular. Durante o doutorado tive o prazer
de poder visitar as instalagdes do laboratério orientado pela Profa. Dra.
Aparecida, onde observei os experimentos em humanos em analise da fungao
ventilatoria, cardiaca e do balango simpatovagal. Além disso, participei como
ouvinte da disciplina de Topicos de Fisioterapia Cardiovascular e apresentei
resultados parciais dos artigos realizados no periodo do doutorado para o
laboratorio durante reunides do grupo de pesquisa. Isso ocorreu devido a
parceria entra UFSCar e UFCSPA a partir da bolsa fornecida pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoléogico (CNPqg) numero
141194/2020-0 - Chamada Publica N° 01/2019 - APOIO A FORMACAO DE
DOUTORES EM AREAS ESTRATEGICAS.
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Prof. Dr. Alex Sander da Rosa Araujo, Professor Associado no Departamento
de Fisiologia - Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e Coordenador do Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Biologicas: Fisiologia.

Prof. Dr. Alexandre Luz de Castro, Professor adjunto da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) e orientador do Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia da UFRGS.

Prof. Dr. Guido Lenz, professor titular do Departamento de Biofisica da UFRGS,
membro do CA em Ciéncias Bioldgicas da FAPERGS e socio fundador da
Fusiona Biotecnologia Ltda.

Originalidade

Esta tese de doutorado apresenta dois estudos inovadores que exploram
modificagdes em quadros de altas taxas de mortalidade global: a insuficiéncia
cardiaca associada ao diabetes mellitus tipo 2 e a hipdxia/reoxigenagdo em
cardiomiocitos, e um estudo complementar focado no efeito da FBM na
proliferacao celular.

O primeiro estudo € um artigo original que avaliou os efeitos combinados
da fotobiomodulacéo e do exercicio fisico nas vias de sinalizag&o envolvidas na
sobrevivéncia celular, apoptose e autofagia no musculo esquelético de ratos com
insuficiéncia cardiaca e diabetes mellitus do tipo 2. Essa investigagédo oferece
conhecimentos valiosos sobre como essas intervengdes podem ser integradas
para melhorar resultados clinicos em pacientes com multiplas condigbes
cronicas.

O segundo estudo detalha uma analise rigorosa dos impactos da
fotobiomodulagdo sobre estresse oxidativo, apoptose e autofagia em
cardiomidcitos isolados submetidos a hipoxia/reoxigenagdo. Este trabalho
contribui para o entendimento de como a fotobiomodulag&o pode mitigar danos
celulares em situagbes de estresse agudo, como as observadas em eventos

isquémicos cardiacos.
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Por fim, o terceiro estudo, apresentado no Apéndice 1, € uma
comunicagao breve que explora os efeitos da fotobiomodulagdo na proliferagcao
de células de glioblastoma envelhecidas. Este visa identificar intensidades
otimas de tratamento que possam reverter alteragcdes senescentes em células
cancerigenas, abrindo caminho para novas abordagens terapéuticas no
tratamento de canceres altamente agressivos.

Cada estudo nesta tese ndo apenas avanga no conhecimento cientifico
em suas respectivas areas, mas também sugere possiveis e potenciais
aplicagdes clinicas que podem influenciar futuras pesquisas e tratamentos.
Através desta pesquisa, contribuicdes significativas foram feitas para a
compreensao e o manejo de condi¢des patoldgicas complexas, destacando a
interdisciplinaridade e a inovagao no coragao desta tese de doutorado.

Contribuicao dos resultados da pesquisa para o avanc¢o cientifico

Os estudos realizados nesta Tese de Doutorado oferecem contribuigdes
valiosas para o avango cientifico a medida que abordam lacunas importantes
existentes na literatura na compreensdo de doengas cardiovasculares
associadas ao diabetes e aprimoram meétodos de tratamento em modelos
experimentais dessas doencgas.

A tese explora o impacto da insuficiéncia cardiaca associada ao diabetes
mellitus tipo 2 na fungdo do musculo esquelético. Esta condigcdo frequentemente
acelera a degeneracdo do midcito, levando a morte celular e ao declinio
funcional. Através da investigacao dos efeitos da fotobiomodulagdo associada
ao exercicio aerobico, os resultados desta tese demonstram novas vias para
mitigar esses danos, oferecendo perspectivas promissoras para o tratamento
clinico ndo farmacologico dessas interagdes patoldgicas complexas.

Nos casos de pacientes submetidos a revascularizacdo miocardica, a
literatura ja discute os efeitos adversos do processo de reperfusdo cardiaca,
especialmente em termos da sobrecarga de oxigénio que ativa espécies reativas
de oxigénio, induzindo caminhos de autofagia e apoptose celular. Nesse
contexto, este estudo contribui significativamente ao elucidar os efeitos
potencialmente terapéuticos da fotobiomodulagdo no reparo do tecido cardiaco
apos lesdes induzidas por hipdxia e reoxigenacdo. Esta descoberta pode
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fornecer bases para intervencbes menos invasivas em situagcbes poés-
isquémicas, preenchendo uma lacuna critica na literatura atual.

Em resumo, os resultados apresentados nesta tese ampliam a
compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos de doengas cardiovasculares e
diabetes e introduzem abordagens terapéuticas ndo farmacologicas inovadoras
com potencial para melhorar significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. Tais contribui¢des sdo fundamentais para o desenvolvimento futuro

de estratégias de tratamento mais eficazes e personalizadas.

Relevancia social

A relevancia social da tese € um aspecto fundamental que sublinha seu
impacto pratico e o potencial para avangar no conhecimento tanto na pratica
clinica quanto na qualidade de vida dos pacientes. Esta tese de doutorado foca
em explorar e ampliar o entendimento sobre a aplicacédo da FBM e do EA no
tratamento de duas condigdes com alta prevaléncia global: a IC associada a DM2
e a hipoxia/reoxigenagao cardiaca na doenga isquémica. Investigando os efeitos
da FBM e do EA nas vias de sobrevivéncia e morte celular, este estudo contribui
de forma significativa para um possivel refinamento das estratégias de
intervengao clinica, introduzindo uma nova ferramenta terapéutica baseada em
evidéncias que pode melhorar substancialmente o manejo dessas doencas
cronicas.

Nesse sentido, os resultados observados podem oferecer implicagcbes
praticas, capacitando profissionais de saude, membros da equipe
multidisciplinar, na reabilitagdo cardiopulmonar, a intervir de forma mais eficaz e
assertiva. A implementacdo da FBM combinada ao EA, ou, seus usos isolados,
pode ter um potencial de melhorar a capacidade funcional, reduzir a frequéncia
de exacerbacbes, diminuir as taxas de hospitalizacdo e, por consequéncia,
reduzir a mortalidade associada a essas condi¢cdes crénicas. Esses beneficios
diretos na vida dos pacientes enfatizam a importancia social e o impacto dos
resultados desta tese.

Adicionalmente, esta tese langa luz sobre as intensidades 6timas de FBM,
abrindo caminho para futuras investigag¢des clinicas destinadas a expandir o uso
dessa tecnologia para uma gama mais ampla de condi¢gdes patologicas. Ao
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estabelecer parametros claros de tratamento, esta tese serve como um recurso
valioso para pesquisas subsequentes, encorajando a incorporagao da FBM em
uma variedade mais ampla de contextos clinicos e contribuindo para a
fundamentacgao de praticas clinicas mais robustas e baseadas em evidéncias.
Portanto, a relevancia social deste trabalho transcende as fronteiras
académicas e avanga na esfera da saude publica, promovendo uma abordagem
inovadora que tem o potencial de melhorar a reabilitacdo de doencas
cardiovasculares e diabetes, desafios persistentes para os profissionais da

saude em todo o mundo.
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1. CONTEXTUALIZAGAO

1.1. DIABETES MELLITUS E DOENCAS CARDIOVASCULARES

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e as doengas cardiovasculares sao
condicdes cronicas, prevalentes, que frequentemente coexistem, influenciando
a fisiopatologia, 0 manejo e os desfechos clinicos dos pacientes. A interagcéo
entre doenga arterial coronariana (DAC) e DM2 é complexa e multifacetada,
abrangendo varios aspectos da epidemiologia, fisiopatologia e manejo clinico.

A DM2 continua a aumentar globalmente. Em 2017, cerca de 60 milhdes
de europeus foram acometidos pela doenca, e na China e india estima-se que
10% da populagao possui a doenga. Em 2045, esses numeros podem chegar a
600 milhdes de pessoas em todo o mundo (COSENTINO et al.,, 2019).
Atualmente, mais de 460 milhdes de pessoas sao afetadas pelo DM2, que
corresponde a maioria dos pacientes diabéticos (KANALEY et al., 2022). Essas
estatisticas sao alarmantes devido as multiplas comorbidades e alta mortalidade
prematura por doengas cardiovasculares e/ou renais (LIM et al., 2022; MA et al.,
2022).

Enquanto doenga, a DM2 é uma condicdo crbnica, caracterizada por
hiperglicemia e hiperinsulinemia, afetando diretamente o metabolismo do
musculo cardiaco e esquelético. A disfungdo mitocondrial nos cardiomiécitos
pode levar a limitagdo na produc¢do de energia, aumento das espécies reativas
de oxigénio (EROs), reducéo das proteinas de sobrevivéncia celular e indugéo
de apoptose (GARCIA-PENA; ABEL; PEREIRA, 2024; HO, et al. 2022).

A inflamacao sistémica pode causar a DM2, essa pode resultar em
disfuncdo do tecido adiposo e resisténcia a insulina, produzindo mais citocinas
inflamatodrias, como TNF-a e IL-6 (SHARIF et al.,, 2021). Esta inflamac&o,
juntamente com a disfungcdo mitocondrial, propicia a formagdo de placas
ateroscleradticas (GARCiA-PENA; ABEL; PEREIRA, 2024). Essa placa
ateroscletodtica associada a DM2 pode ocasionar a doencga cardiaca isquemica,
doenca arterial periférica e insuficiéncia cardiaca (IC) (MA et al., 2022).

A IC é uma das principais complica¢des derivadas da DM2 e da DAC, esta
relacionada ao aumento no indice de mortalidade e morbidade no mundo, com

uma prevaléncia global estimada de 64 milhdes de pessoas (SAVARESE et al.,
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2023). No Brasil, a prevaléncia é de aproximadamente 2 milhdes de pessoas
(CESTARI et al., 2021). As doengas cardiovasculares sao a principal causa de
mortalidade no Brasil e no mundo, com a DAC sendo responsavel por mais de 9
milhdes de mortes globais em 2021 e mais de 170 mil mortes no Brasil em 2019
(VADUGANATHAN et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022).

Em pacientes que tiveram infarto agudo do miocardio (IAM), a perfusédo
deve ser reestabelecida rapidamente para evitar danos celulares aos
cardiomiocitos. O tratamento inclui tromboliticos, nitratos, betabloqueadores e
estratégias invasivas como intervengao coronaria percutédnea (ICP) e cirurgia de
revascularizagdo miocardica (NICOLAU et al., 2021). Embora a reperfusao seja
essencial, pode causar danos adicionais as células cardiacas devido aos
paradoxos do oxigénio, calcio e pH (NERI et al., 2017; NAITO et al., 2020).

Estresses como lesdo isquémica desencadeiam uma reprogramagao
genética dos cardiomidcitos, resultando em disfung¢ao contratil e remodelamento
ventricular que pode levar a IC (MORCIANO et al., 2022). A sindrome
cardiometabdlica, composta por obesidade, resisténcia insulinica, dislipidemia,
hipertensdo e estado pré-inflamatério, contribui para o desenvolvimento de
doenca cardiovascular e DM2 (AHAMAD; SHAPIRO, 2021).

Devido as modificagdes bioquimicas, moleculares e estruturais, a
associacado entre IC e DM2 pode levar a um quadro exacerbado de atrofia
muscular, correlacionada com alta mortalidade (WOOD et al., 2021).
Intervengbes como exercicio aerdbico e fotobiomodulacdo podem melhorar a
capacidade funcional e tolerancia ao exercicio, atuando nas vias bioquimicas e

moleculares que envolvem a sobrevivéncia e morte celular.

1.2. VIAS DE SOBREVIVENCIA E MORTE CELULAR

O estresse causado no tecido cardiaco devido a privagdo de oxigénio ou
nutrientes apds o processo de isquemia € caracterizado por hipercontratura por
sobrecarga de Ca?* dos cardiomiécitos. Varias formas de morte celular no
coracgao sao iniciadas a partir da ativagcao das vias de sinalizacio intracelular,
incluindo proteinas redox sensiveis, autofagia e apoptose. Esses processos sao
fundamentais na resposta ao dano isquémico, contribuindo para a disfuncao e
morte das células cardiacas (WANG, et al. 2020; HAIKEL DRIDI, et al. 2023).
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1.2.1 MODULACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

O termo EROs é utilizado para incluir ndo apenas radicais livres de
oxigénio (O2), mas também alguns n&o radicais derivados de oxigénio capazes
de gerar radical livre, como o peréxido de hidrogénio (H202) (SHIELDS, et al.
2021). A maior parte do oxigénio consumido é reduzido a dioxido de carbono e
agua nas mitocdndrias como resultado da geracdo de energia. Entretanto,
aproximadamente 1-2% do oxigénio presente na mitocondria ndo é reduzido
completamente e acaba resultando na formac¢do de EROs (DHAR, et al. 2022).

As EROs podem ser produzidas por fontes enddégenas ou exdégenas. As
principais fontes endoégenas sdo: mitocondria (metabolismo oxidativo),
peroxissomos, citocromo P-450 e fagocitose. Independente da fonte, elas
acabam danificando a fluidez e seletividade das membranas celulares, além de
danificar fungdes nucleares, por oxidar fosfolipidios e proteinas da membrana
(SHIELDS, et al. 2021).

A produgdo continua de EROs ativa um mecanismo de defesa
antioxidante contrarregulatério na tentativa de manter o sistema estavel para que
os danos estruturais sejam minimos (SIES, et al. 2020). Os antioxidantes est&o
presentes tanto no meio intracelular como no meio extracelular, sendo
classificados em enzimaticos (por exemplo, glutationa peroxidase, catalase e
superoxido dismutase) e n&o enzimaticos (por exemplo, vitamina A, vitamina E)
(SALEHI, et al. 2018).

O desequilibrio no estado redox, ou seja, o estresse oxidativo, &
caracterizado pela diminuicdo dos niveis de enzimas antioxidantes, uma vasta
producdo de EROs, ou uma combinagao de ambas as condigbes (PIZZINO, et
al. 2017). Para manter uma condi¢do normal de vida aerdbia, € preciso ter um
equilibrio entre os antioxidantes e pro-oxidantes (SHARIFI-RAD, et al. 2020). Em
estado de equilibrio, os radicais livres formam-se para manter as condi¢des
fisiologicas (PHANIENDRA, et al. 2015). Por outro lado, um desequilibrio
associado ao aumento de pré-oxidantes desencadeia o processo de estresse
oxidativo, podendo ocasionar danos as estruturas celulares, aos lipidios,
proteinas e DNA (ENGWA, et al. 2018).



25

O estresse oxidativo esta associado ao desenvolvimento de diversas
doengas cardiacas (KIBEL, et al. 2020). A diminuicdo do fluxo coronariano,
ocasionado pela isquemia, dificulta a fungdo contratil das células que agora
estao hipoperfundidas, favorecendo a formacdo de EROs que possuem papel
chave sobre a indugcdo do estresse oxidativo, participando ndo apenas dos
papéis patologicos nas doengas cardiovasculares, mas também na fungao
fisiologica, regulando a sobrevivéncia e a morte dos cardiomiocitos (ZHOU, et al.
2018, BUGGER; PFEIL, 2020).

No musculo esquelético, a DM2 e a IC podem ocasionar disfungao
mitocondrial, que por consequéncia leva a producado excessiva de EROs, com
efeitos adversos na constituicao estrutural das fibrilas. Além disso, a resisténcia
a insulina e a inflamagdo promovida pelas EROs podem ainda exacerbar a
atrofia do musculo esquelético (WOOD, et al. 2021).

1.2.2 MODULAGCAO DA AUTOFAGIA

A autofagia esta envolvida na formacédo de energia para atender as
demandas metabdlicas nos midcitos. A reducdo da autofagia leva a morte dos
cardiomiocitos, enquanto intervengdes que aumentam a autofagia preservam a
funcdo e prolongam a vida util em varios organismos. Entretanto, em condi¢des
excessivas e prolongadas, pode haver a destruicdo de proteinas e organelas
essenciais, resultando assim em morte celular (LAMPERT; GUSTAFSSON,
2018).

A inibicdo da proteina mTOR, e consequentemente, ativador do processo
de autofagia, resulta no aumento da hipertrofia cardiaca e o declinio da fungéo
cardiaca em camundongos (LAMPERT; GUSTAFSSON, 2018). O complexo
mTOR é uma serina/treonina quinase responsavel pelo controle do crescimento
celular regulando processos como biogénese de ribossomos, sintese protéica,
metabolismo mitocondrial e autofagia (ZOU, et al. 2020). A via da mTOR
desempenha fungao reguladora chave na fisiologia e patologia cardiovascular.
O complexo mTOR, regula a sintese de proteinas, o crescimento e a proliferagéo
celular, a autofagia, o metabolismo celular e as respostas ao estresse
(SCIARRETTA, et al. 2018; SCIARRETTA, et al. 2014; SILVA, 2015). Varios

estudos evidenciam que a mTOR esta intimamente envolvida no processo de
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modulagdo da hipertrofia compensatéria a sobrecarga hemodinamica e outros
processos decorrentes de determinadas patologias (AMEMIYA et al. 2023;
SCIARRETTA, et al. 2018; XU; BRINK, et al. 2016).

Na DM2, o processo inflamatorio gerado a partir das EROs pode estimular
a via de autofagia, promovendo uma redug¢ao acentuada do musculo esquelético.
Entretanto, quando se observa na IC, os dados ainda s&o inconsistentes quanto
a ativagao dessa via (WOOD, et al. 2021). O estudo de CALLAHAN e TOTH,
(2013) evidenciou n&o haver diferenga nas rotas de autofagia em biopsia
muscular de pacientes com IC. Ja Jiang, et al. (2023) descreveram que a
autofagia esta presente na IC, no inicio tem um papel adaptativo, podendo
modular e proteger os cardiomiocitos, mas, a longo prazo, a autofagia pode

remover excessivamente as células lesadas.

1.2.3 MODULAGCAO DA APOPTOSE

A apoptose celular pode ocorrer em situagdes fisioldégicas e condigdes
patologicas (OBENG, et al. 2020). A apoptose dos cardiomidcitos é
caracterizada por uma série de eventos morfofisiolégicos, como o encolhimento
da célula e do nucleo, a fragmentagédo de corpos celulares contendo organelas
celulares e fragmentos nucleares, e a fagocitose rapida ou degradagéo das
células vizinhas (HEUSCH, 2020; LODRINI, et al. 2021).

A apoptose celular pode ser regulada e ativada de duas formas diferentes
pelas vias de sinalizagdo, entretanto, resultam na ativagao das caspases (familia
de proteases) (OBENG, et al. 2020). A via extrinseca é ativada pela interagéo
entre os ligantes e os receptores de membrana, enquanto a via intrinseca, é
ativada a partir da mitocéndria ou do reticulo sarcoplasmatico, tendo a via
intrinseca maior responsabilidade de transmitir os estimulos para a ativagao da
apoptose celular. Esta via esta intimamente ligada com a ativagéo por estresse
oxidativo, dano oxidativo ao DNA, membranas e proteinas, toxinas, inadequacao
de nutrientes, e fatores de sobrevivéncia (SHANMUGAM; SETHI, 2022).

Em casos de dano a membrana mitocondrial, a proteina pro-apoptotica
Bax pode ocasionar a liberagao do Citocromo C. Este € um fator apoptético, que
quando liberado ativam as caspases, e consequentemente ocorre a apoptose
(ASSALY, et al. 2012). As caspases-2, 8, 9 e 10, sdo inicialmente ativadas,
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resultando posteriormente na ativacdo das caspases efetoras do processo de
morte, que s&o as caspases-3, 6 e 7 (SUN, 2024).

A doenga isquémica cardiaca € caracterizada principalmente por
disfungdo mitocondrial, levando os cardiomiécitos a exacerbacédo da apoptose,
principalmente da regido peri-infarto. A alta taxa de apoptose a curto prazo pos-
IAM, se correlaciona com remodelamento ventricular mal-adaptado, resultado
em |C. Assim, a apoptose desempenha um papel no tamanho do infarto, na
extensdo da remodelacdo do ventriculo esquerdo e no desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca apos IAM (TERINGOVA; TOUSEK, 2017).

As alteragbes metabdlicas geradas pela DM2 podem ocasionar
modificagdes na estrutura dos miocitos. Nos cardiomiécitos pode levar a
hipertrofia cardiaca, alteragdes na estrutura ventricular, e disfungado diastdlica e
sistélica. Enquanto a atrofia do musculo esquelético acontece duas vezes mais
rapido que em individuos saudaveis. Essas alteragdes ocorrem principalmente
pela ativagdo do processo de apoptose, mecanismo ativado pela grande
producdo de EROs, e pela redugdo na capacidade antioxidante (REN, et al.
2020; LOPEZ-PEDROSA, et al. 2024).

Apesar da importancia do processo de apoptose nas altera¢des celulares,
existem poucos agentes terapéuticos para doengas cardiacas capazes de atuar
sobre o processo de morte programada em cardiomiocitos e midcitos. Neste
contexto, diversos trabalhos demonstram um papel positivo da terapia de
fotobiomodulacdo (FBM) como agente terapéutico nos disturbios

cardiovasculares.

1.3 FOTOBIOMODULAGAO E EXERCICIO AEROBICO

A FBM é a utilizacdo de doses baixa de luz como forma de tratamento. E
caracterizada pelo seu uso na forma de luz, como lasers ou LEDs. O
comprimento de onda varia de luz vermelha (600-700 nanémetros [nm]) ao
infravermelho (700-1000 nm), e a densidade de energia representa a forma
terapéutica, essa energia é medida em Joules (J/cm?) (SYED, et al. 2023;
KLAUSNER, et al. 2021). Além disso, € uma ferramenta simples, de alta
seguranca e de alto impacto biolégico, com efeitos fotofisicos e fotoquimicos n&o
ionizantes e atérmicos (SYED, et al. 2023; DOMPE, et al. 2020).
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Os resultados da FBM estdo associados a sua absor¢cdo nas células
através de fotorreceptores, facilitando o transporte de calcio e a respiracao
mitocondrial, o que resulta em reparo e regeneracéo tecidual mais acelerado (DE
MATOS, et al. 2021). Além disso, provoca redugédo do processo inflamatorio e
alivio do quadro algico (DOMPE, et al. 2020). Pode também aumentar a
expressdo de citocinas anti-inflamatérias e diminuir as pré-inflamatérias,
principalmente por estimular as células imunoldgicas no local da lesdo (DE
MATOS, et al. 2021).

A eficacia do FBM no tecido alvo depende dos parametros utilizados,
como fonte de luz, comprimento de onda, densidade de energia, estrutura do
pulso de luz e duragdo da aplicagédo do laser (DOMPE, et al. 2020). Essas
respostas terapéuticas da FBM foram amplamente atribuidas a trés principais
vias fotorresponsivas: homeostase de energia mitocondrial, receptores ou
transportadores de membrana celular e ativacdo do fator de crescimento
extracelular (TGF-B1) (SYED, et al. 2023).

A principal via que destaca os efeitos da FBM €& a homeostase
mitocondrial. As mitocondrias contém croméforos que absorvem fétons da FBM,
sendo a enzima Citocromo C oxidase o principal componente celular que
absorve a luz vermelha. Localizada na unidade IV da cadeia respiratoria
mitocondrial, essa absorcéo resulta na atividade de diversas moléculas como
oxido nitrico (NO), ATP, ions célcio (Ca?*), EROs e outras moléculas
sinalizadoras. A FBM estimula os elétrons nos cromoéforos, promovendo a
glicdlise e a producédo de ATP. Além disso, ativa varios fatores de transcrigcao e
incentiva a producéo de espécies reativas de oxigénio (DOMPE, et al. 2020).

Outra modalidade terapéutica para DM2 e IC, bastante discutida na
literatura € o exercicio aerdbico. A recomendacéo de exercicio fisico é de pelo
menos 150 minutos, em intensidade moderada, ou 75 minutos de intensidade
vigorosa para a reducdo de fatores de risco para DCV, destacando-se a
obesidade e diabetes mellitus (PIERCY, et al.2018). E descrito na literatura que
o exercicio fisico tem a capacidade de aumentar a producdo de EROs através
dos mecanismos envolvidos com a fosfolipase A2 (PLA2), da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e da xantina oxidase (XO).
Entretanto, essas modificagcbes também propiciam elevacdo nos niveis de

antioxidantes. Ainda é discutido na literatura, mas ha evidencias que ocorre
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maior producdo de antioxidantes no EA, quando comparado ao exercicio
anaerobico (AMMAR, et al. 2020).

As EROs produzidas a partir de um quadro patolégico como na DAC, IC,
DM2 podem levar o tecido cardiaco e musculoesquelético a apoptose celular. O
EA pode regular positivamente o a expresséo de Bcl-2 e a proteina de choque
térmico - HSP70 (um potente inibidor da apoptose), enquanto regula
negativamente a expressao de Bax no musculo esquelético e cardiaco, podendo
assim reduzir o mecanismo de apoptose provocado pelo aumento de EROs
(REZAEE, et al. 2021).

O EA ainda pode modular a fungdo autondédmica, melhorando o
desequilibrio no balango simpatovagal. Além disso, provoca alteragdes
induzidas pela sensibilidade barorreflexa, consequentemente pode melhorar a
pressao arterial (LEE, et al. 2022).

A partir do exposto, podemos perceber que a associacdo do EA e da FBM
poderia ter um papel extremamente importante e significativo nas vias envolvidas
com o estresse oxidativo, autofagia e apoptose nos midticos e cardiomidcitos na

isquemia cardiaca, |IC e DM2.

1.4 FBM E EA NA ISQUEMIA CARDIACA, IC e NO DIABETES

Dentre as alternativas terapéuticas para melhorar as consequéncias
promovidas pela isquemia cardiaca, podemos destacar a utilizagdo do laser de
baixa poténcia em que foi verificado seu potencial efeito benéfico em relagéo a
inflamacédo e a formacdo de EROs no periodo pés-IAM em modelo animal
(HENTSCHKE, et al. 2013; YANG, et al. 2013). Estudos em modelos animais
mostraram que a aplicacéo de laser apds reperfusao de |IAM foi capaz de reduzir
a expansao da isquemia no tecido cardiaco, o que resultou em uma menor
dilatacao ventricular em ratos (MANCHINI, et al. 2014; MANCHINI, et al. 2017)
Além disso, estudos concluiram que o tratamento com laser (1 J/cm?) logo apos
o infarto pode causar reducdo da area infartada, atenuacdo da disfuncao
sistdlica, diminui¢cao de células inflamatarias, reforcando a participagao protetora
do laser no miocardio em coragdo de ratos trés dias pos-IAM. Em ratos
submetidos a IAM sem reperfusdo posterior, a FBM foi capaz de promover
aumento da multiplicag&o celular e angiogénese, além de reducgéo da fibrose no
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musculo cardiaco (GAO, et al. 2022). Revisdes sistematicas mostraram melhora
em reducdo de colageno, reducao de espessamento ventricular e aumento de
células-tronco mesenquimais (LIEBERT, et al. 2017; CARLOS, et al. 2016).

Além de contribuir para a reducdo da extensdo de musculo cardiaco
infartado (MANCHINI, et al. 2014; MANCHINI, et al. 2017; GAO, et al. 2022), a
FBM também se mostrou eficaz em modelos animais na atenuacéo da disfungao
ventricular esquerda pds-IAM, bem como demonstrou ser capaz de aumentar a
geracédo de NO pelas células epiteliais dos vasos cardiacos (MANCHINI, et al.
2014; ZHANG, et al. 2021). Esses efeitos revelam o potencial da FBM de (i)
reduzir o estresse fisico sobre as células cardiacas, (ii) ter os efeitos celulares
traduzidos em efeitos clinicos, e (iii) aumentar a oferta de O. para o tecido
cardiaco por meio da dilatacédo arteriolar causada pelo NO. A FBM se mostrou
capaz de reduzir o estresse oxidativo da desregulagdo metabolica gerada pelo
DM2 através da absorcédo do laser pela enzima citocromo C oxidase, 0 que
permite o aumento da oxigenagéo e redugao da hipoxia, producéo de EROs e
do aumento da producdo de moléculas antioxidantes (TONETTO, et al. 2023).

Dentre esses aspectos da lesdo de isquémical/reperfusio, a protegcao da
membrana mitocondrial se estabelece como um dos principais parametros para
a reducao da lesao celular. Ja se sabe que a aplicacdo de FBM ¢é capaz de
regular a citocromo C oxidase e também se acredita que seja capaz de melhorar
a capacidade de respiragao mitocondrial, bem como de sinalizagdo mitocondrial
retrograda, o que favorece a protegao contra a morte celular. Além disso, a FBM
também atua em diferentes vias de sinalizagao celular que atuam principalmente
modificando EROs e produgdo de NO, importante molécula reguladora da
resposta ao estresse e da homeostase do calcio (LIEBERT, et al. 2017).

O estudo realizado por Yang et al. (2013), verificou redugé&o na area de
infarto e no acumulo de EROs utilizando laser de baixa poténcia em ratos 7 dias
apo6s a indugao do IAM. O estudo de Oron et al. 2001, mostrou que os ratos
tratados com as doses de 2,5 e 20 mW/cm? apresentaram reducdo na area de
infarto de até 62%14 dias apds o IAM. Ja o estudo de Hentschke et al. (2013),
em que trataram os ratos com IC, a partir da aplicacao de laser durante 10 dias
consecutivos, com intensidade de tratamento de 3 e 21 J/cm? no gastrocnémio

dos animais, concluiram que o tratamento é capaz de causar a diminuicdo de
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TNF alfa/IL 10, IL6, IL6/IL10 no grupo 21 J/cm?, sendo assim mostrando efeitos
anti-inflamatérios musculares sistémicos e esqueléticos em ratos com IC.

Exercicio fisico regular, particularmente o EA, € uma das principais formas
de prevencgao primaria e secundaria de doengas cardiovasculares (ALHUMAID
et al., 2022). O EA esta relacionado com um risco reduzido de mortalidade, de
IC, menor incidéncia de doenga coronariana e IAM, além de aliviar as
consequéncias de arritmias e auxiliar no tratamento da hipertensdo arterial
sisttmica (MANNAKKARA; FINOCCHIARO, 2023). Ademais, a atividade fisica
isolada melhora a sensibilidade a insulina e melhora o metabolismo dos acidos
graxos (RATAJCZAK et al., 2024).

O exercicio fisico aerébico se mostrou eficaz em pacientes com IC com
melhora da fungao ventricular e circulagéo coronariana (STOLEN et al., 2019),
além de melhora da capacidade funcional, capacidade de exercicio e qualidade
de vida (COPS et al., 2019). Em pacientes com DM2, o exercicio aerdbico
melhora a glicose plasmatica, fungdo endotelial, reduz adiposidade visceral,
aumenta massa magra e aumenta a disponibilidade do transportador GLUT-4, o
que resulta em melhora do controle glicémico (PARADA FLORES et al., 2023;
BENNASAR-VENY et al., 2023).

Desse modo, é possivel determinarmos diversos resultados benéficos da
FBM, e da FBM associada ao exercicio aerdbico. Entretanto, a literatura é
escassa quando se analisa as vias para tais efeitos positivos. Neste contexto,
entender os efeitos da FBM nos mecanismos de proliferagao, estresse oxidativo,
senescéncia e morte celular de miocitos de ratos com IC e DM2 e de
cardiomiocitos expostos a hipdxia/reoxigenacado, € extremamente relevante e
inovador.

A interagdo entre DAC e DM2 representa um desafio significativo devido
a fisiopatologia entrelagcada e aos riscos agravados. As modificagdes
metabdlicas propiciam o tecido cardiaco e esquelético a prejuizos bioquimicos e
funcionais. Dessa forma, exigem uma abordagem de tratamento que contemple
tanto os aspectos musculares quanto metabdlicos. Compreender e gerir esta
associacao é crucial para melhorar os resultados e a qualidade de vida dessa
populagcdo de pacientes. Pesquisas sobre tratamentos personalizados que
envolvam exercicio aerébico e a fotobiomodulacdo e seus efeitos sobre as

alteragdes celulares e bioquimicas tanto no musculo periférico quanto nos
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cardiomiocitos sao essenciais para intervengdes terapéuticas mais apropriadas

e benéficas para esta populagao.
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2. OBJETIVO

2.1 GERAL

Investigar se a fotobiomodulagéo isolada ou combinada com exercicio
aerobico possui efeitos terapéuticos relacionados as vias celulares de
mecanismos de estresse oxidativo, autofagia e apoptose em midcitos e
cardiomiocitos, com melhora da funcdo cardiaca e muscular em modelos de
isquemia cardiaca, insuficiéncia cardiaca associada com diabetes mellitus tipo
2.

2.2 ESPECIFICOS

Artigo 1: Verificar se a influéncia do exercicio aerdbico e sua associagdo com a
fotobiomodulagdo na sobrevivéncia celular, autofagia e vias de sinalizagéo de

apoptose no musculo esquelético de ratos com IC e DM.

Artigo 2: Verificar se os efeitos da fotobiomodulacdo no estresse oxidativo,
autofagia e apoptose de cardiomiocitos isolados expostos a
hipdxia/reoxigenagao.
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