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FOTOBIOMODULAGAO TRANSCRANIANA (FBMTC) APLICADA A
DOENCA DE ALZHEIMER — MODELO EM RATOS

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é um disturbio neurodegenerativo que se caracteriza
patologicamente pela presenca de proteinas excessivas no cérebro, como o peptideo
beta amiloide e os emaranhados neurofibrilares TAU. Para o estudo da fisiopatologia da
doenca e o desenvolvimento de medicamentos associados a DA, € comum a utilizac&o de
modelos animais, principalmente camundongos. Um dos modelos frequentes para o
estudo da DA é o do camundongo APP/PS1, pois seu genoma € homélogo em grande
porcentagem ao do ser humano, expressando o transgene trés vezes mais que outros
modelos de DA sendo que deficiéncias fisiolégicas comegam apds cinco meses. Até o
ano 2020, o FDA tinha aprovado apenas quatro medicamentos que poderiam inverter a
neurotransmisao da doenca; contudo, estes medicamentos ndo previnem a perda
neuronal, a atrofia cerebral e, consequentemente, o declinio cognitivo progressivo. Como
resultado, outras alternativas nao farmacolédgicas estdo a emergir com crescente atengao,
tais como a Fotobiomodulagéo Transcraniana (FBMTC), que tem como objetivo a entrega
de radiac&o na regido do vermelho ou do infravermelho préximo sobre o tecido cerebral.
O foco desta terapia é tratar o estresse oxidativo mitocondrial que cria o ambiente para a
producdo de aglomerados neurofibrilares (NFTs) e proteinas AR, visando minimizar os
danos cerebrais e melhorar as fungbes cognitivas. Considerando a elevada prevaléncia
da DA no mundo, a oportunidade de aplicar uma terapia n&o invasiva, inovadora, segura e
econbmica em comparagdo com outros tipos de tratamentos, propomos neste trabalho
avaliar o efeito da FBMTC sobre a doenca de Alzheimer em modelo animal. Para esta
finalidade um dispositivo dptico foi concebido utilizando um médulo com quatro LED's com
poténcia 6ptica de 10,9 mW, e area de irradiagdo de 2,3 cm?, emitindo radiagdo em 630
nm. O dispositivo foi projetado para entregar 4,74 mW/cm?, os quais irradiando o tecido
por 125 s, fornece uma densidade de energia de 0,59 J/cm?. O protocolo experimental
utilizou vinte e trés camundongos que foram divididos em quatro grupos: o grupo
transgénico com DA (grupo ALZ), o grupo transgénico com DA submetido a terapia (grupo
ALZ+FBMTC), o grupo saudavel (grupo WT) e o grupo saudavel submetido a terapia
(grupo WT+FBMTC). As fungdes cognitivas foram estimadas usando o Teste de
Reconhecimento de Novos Objetos (NOR), que fornece os valores da taxa de
reconhecimento e porcentagem da preferéncia por objetos; e parametros de plasticidade
sinaptica usando quatro variaveis eletrofisiolégicas de sinapses colaterais hipocampais de
Schaffer-CA1: potenciais de campo excitatorios (fFEPSP), facilitagdo de pulso emparelhado
(PPF), depresséao a longo prazo (LTD) e potenciagdo a longo prazo (LTP). As medigdes
mostraram que a FBMTC apresentou tendéncia de melhora da memodria de
reconhecimento em camundongos com DA (p>0,05), enquanto que um efeito benéfico
(p<0,05) deste tratamento sobre a plasticidade sinaptica foi demonstrado no modelo
APP/PS1 utilizado. Estes resultados confirmam que a FBMTC pode ser uma alternativa
de tratamento para a doenga de Alzheimer. Embora os resultados do presente estudo
sejam satisfatérios, sdo necessarios mais pesquisas para determinar parametros mais
acurados sobre a dosimetria.

Palavras-chave: Engenharia biomédica, fotobiomodulagdo transcraniana, doenga de
Alzheimer, eletrofisiologia, memadria espacial e reconhecimento de objetos.



TRANSCRANIAL PHOTOBIOMODULATION (PBMTC) APPLIED TO
ALZHEIMER'S DISEASE - MOUSE MODEL

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that is pathologically
characterized by an excess of proteins in the brain, such as amyloid beta peptide and TAU
neurofibrillary tangles. It is common to use animal models, mainly mice, to study the
pathophysiology of the disease and the development of drugs associated with AD. One of
the frequent models for the study of AD is the APP/PS1 mouse since its genome is
homologous in large percentage to that of the human being, expressing the transgene
three times more than other AD models, with physiological deficiencies starting after five
months. By the year 2020, the FDA had approved only four drugs that could reverse the
neurotransmission of the disease; however, these drugs do not prevent neuronal loss,
brain atrophy, and, consequently, progressive cognitive decline. As a result, other non-
pharmacological alternatives are emerging with increasing attention, such as Transcranial
Photobiomodulation (FBMTC), which aims to deliver radiation in the red or near-infrared
region to brain tissue. This therapy aims to treat the mitochondrial oxidative stress that
creates the environment for the production of neurofibrillary clusters (NFTs) and AB
proteins, aiming to minimize brain damage and improve cognitive functions. Considering
the high prevalence of AD in the world and the opportunity to apply a non-invasive,
innovative, safe, and economical therapy compared to other types of treatments, we
propose in this work to evaluate the effect of FBMTC on Alzheimer's disease in an animal
model. For this purpose, an optical device was designed using a module with four LEDs,
each with 10,9 mW of optical power and an irradiation area of 2.3 cm?, emitting radiation at
630 nm. The device is designed to deliver 4,74 mW/cm?, which by irradiating tissue for 125
s, provides an energy density of 0,59 J/cm?. The experimental protocol used twenty-three
mice that were divided into four groups: the transgenic AD group (ALZ group), the
transgenic AD group submitted to therapy (ALZ+FBMTC group), the healthy group (WT
group) and the healthy submitted to therapy (WT+FBMTC group).. Cognitive functions
were estimated using the New Object Recognition Test (NOR), which provides values for
recognition rate and percentage of object preference; and synaptic plasticity parameters
using four electrophysiological variables of Schaffer-CA1 hippocampal collateral synapses:
excitatory field potentials (fFEPSP), paired pulse facilitation (PPF), long-term depression
(LTD) and long-term potentiation (LTP). Measurements showed that FBMTC tended to
improve recognition memory in AD mice (p>0.05), while a beneficial effect (p<0.05) of this
treatment on synaptic plasticity was demonstrated in the APP/ PS1 used. These results
confirm that FBMTC may be an alternative treatment for Alzheimer's disease. Although the
results of the present study are satisfactory, more research is needed to determine more
accurate parameters on dosimetry.

Keywords: Biomedical engineering, transcranial photobiomodulation, Alzheimer's disease,
electrophysiology, spatial memory and object recognition.
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FOTOBIOMODULAGAO TRANSCRANIANA (FBMTC) APLICADA A

DOENCA DE ALZHEIMER — MODELO EM RATOS

1. INTRODUGAO

A motivagao para o desenvolvimento desta tese de doutorado deriva de

duas questdes que estdo comegando a ganhar relevancia global:

A primeira delas é o aumento exponencial da doenca de Alzheimer
(DA), que é um disturbio neurodegenerativo comum crénico
progressivo que lentamente leva a deméncia (XIAO et al., 2017).
Embora todas as razdes pelas quais ela se desenvolve ainda nao
sejam compreendidas, a pesquisa proporciona uma melhor
compreensao de quais fatores expdem o individuo a um risco maior,
entre os quais podemos citar: idade, diabetes, deficiéncia cognitiva
leve, doenga cardiovascular e traumatismo craniano, entre outros
(PENA, 1999). Estima-se que até 2050 podera haver 152 milhdes de
pessoas acometidas por essa doenga (GAUTHIER, et al., 2022).

A segunda delas € baseada em avancos no campo da tecnologia
que criaram diferentes perspectivas para o tratamento de doencgas
neurodegenerativas (como a DA); sendo que uma delas, a
fotobiomodulagao transcraniana pode ser aplicada sobre a calota
craniana e ser absorvida pelo tecido neural, gerando trés tipos de
respostas: neuroquimica, neurobiolégica e modulagéo da rede neural
(DE SOUSA, et al., 2019). A FBMTC & uma modalidade de terapia
de radiagdo na regido do vermelho ou do infravermelho proximo
sobre o tecido cerebral, que atua na cadeia respiratoria mitocondrial
dos neurdnios corticais (JOHNSTONE et al., 2016), sendo que
estudos de seus efeitos foram realizados em modelos DA em ratos,
e ensaios controlados aleatérios em humanos. Resultados

demonstraram que se trata de um novo tratamento, ndo invasivo,
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capaz de mitigar doengas neurodegenerativas progressivas, seguro
e mais econdmico do que outros tratamentos realizados na DA
(BUENDIA, et al., 2022).

A doencga de Alzheimer (DA) é a principal causa de deméncia em todo o
mundo (VAZ, et al., 2020). Esse transtorno neurodegenerativo heterogéneo
aparece em cerca de 35% das pessoas com mais de 85 anos e afeta mais de 5
milhdes de pessoas nos Estados Unidos (HAINES, 2018), com incidéncia e
prevaléncia de 5% na Europa, atingindo cerca de 12,33 por 1.000 pessoas/ano
(NIU, et al.,, 2017). Na América Latina, a prevaléncia da deméncia é de 7,1%,
sendo a DA o tipo mais frequente (CUSTODIO, et al., 2017). Condigbes como
idade, sexo feminino, diabetes, pressao alta, inatividade fisica, tabagismo e a
inatividade mental, juntamente com as condigbes genéticas, foram identificadas
como os principais fatores de risco (MIELKE, el al., 2014; ABNER, et al., 2017;
FRIGEIRO, et al., 2019; GOTTESM, ET AL., 2017; CROUS, et al., 2017).

O diagnostico da DA vem evoluindo ao longo do tempo, passando de
critérios puramente patoldgicos para clinicos, avangando para uma categorizagao
baseada em biomarcadores bioldgicos (JACK, et al. 2018). Essa evolug&o permitiu
o desenvolvimento de um sistema combinado que classifica a progressao e
gravidade da doenga por meio de biomarcadores e o grau de comprometimento
cognitivo, dentro do que, hoje conhecemos como continuum (JICHA, et al., 2010;
SARAH, et al. 2014), que se inicia antes do aparecimento dos sintomas e se
desenvolve por um longo periodo (VILLEM, et al., 2011; VILLEM, et al., 2013),
variando de cognitivamente normal ao comprometimento cognitivo leve ou
deméncia.

Os sintomas clinicos sao caracterizados por prejuizo precoce na
aprendizagem e memoéria, com deficiéncias posteriores observadas na fungéo
executiva, atengdo complexa, linguagem, funcdo visuoespacial, praxia, gnose e
comportamento (LONG, et al.,, 2019). Uma vez que os sintomas cognitivos
observados clinicamente nem sempre sédo especificos da DA (SERRANO, et al.,
2014), um sistema flexivel de classificagao para biomarcadores que definem a DA
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como Amiloide, TAU fibrilar e neurodegeneracao (ATN), foi desenvolvido, incluindo
fluido e imagem onde os biomarcadores podem ser adicionados (TOROK, et al.,
2020). Este sistema ATN apoia a importéncia da A3 e da TAU como caracteristica
definidora da DA, reconhecendo que esses marcadores podem estar presentes
em muitas outras patologias (JACK, et al. 2018). Embora a patogénese da doenga
ainda nao esteja bem definida, tem-se argumentado que ha um desequilibrio nos
mecanismos de controle da proteostase, que pode funcionar como um gatilho
(JEVTIC, et al.,, 2017). Essa alteragcdo pode resultar no acumulo patologico de
proteinas no cérebro, como peptideo AB e emaranhados neurofibrilares TAU,
iniciando uma cascata de eventos de neurotoxicidade generalizada, incluindo
estresse oxidativo, inflamacao local e hiperfosforilagcdo. Essa cascata de eventos
produz desequilibrio entre os varios neurotransmissores, como acetilcolina,
dopamina ou serotonina, o que pode causar um déficit na transmissao sinaptica
(YIANNOPOUBO, et al.,, 2020), levando a uma deficiéncia na plasticidade
sinaptica, que é a capacidade dos neurbnios de modificar a quantidade, a
estrutura e as fungbes das sinapses ao longo do tempo, como por exemplo, a
potenciacdo de longa duragéo (LTP) e depresséo de longa duracéo (LTD), entre
outros (CHEN, et al., 2019).

A disfungao sinaptica tem sido evidenciada principalmente no hipocampo e
cortex, que estdo associados aos déficits cognitivos observados na DA (LI, et al.,
2018). Com base na possivel etiologia, a partir de 2020, o Food and Drug
Administration (FDA) tem aprovado quatro medicamentos para o tratamento da DA
(CUMMINGS, et al., 2019). Esses medicamentos s&o usados para neutralizar o
desequilibrio de neurotransmissores observados na doenga: donepezil,
galantamina e rivastigmina atuam como inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE) e memantina como antagonista do receptor N-Metil-D-aspartato (NMDA).
No entanto, essas drogas ndo previnem a perda neural, a atrofia cerebral e,
consequentemente, o declinio cognitivo progressivo observado em pacientes com
DA (MIZIAK, et al., 2021). Um novo medicamento para tratar a DA é baseado em
uma redugéao significativa da placa AB no cérebro, o Aduhelm (aducanumab), foi
aprovado pelo FDA, mas com grande controvérsia (KNOPM, et al., 2019), devido
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a ocorréncia de alguns efeitos colaterais, identificados a partir do estudo de
imagens diagnodsticas, entre eles: anormalidades de imagem relacionadas a
amiloide com edema, onde ha inchago no cérebro, anomalias de imagem
relacionadas com amiloide com depdsitos de hemossiderina, incluindo pequenas
hemorragias no cérebro e sangramento na superficie do cérebro (PRUTHI, et al.,
2022).

Como consequéncia, o uso de alternativas nao farmacologicas estao
surgindo e recebendo cada vez mais atengédo, sendo que uma das alternativas
disponiveis é a fotobiomodulagdo transcraniana (FBMTC), que envolve a
irradiagdo do cérebro com luz na regido espectral do vermelho ou infravermelho
préoximo (RAMEZANI, et al. 2021). O foco desta terapia é reduzir o estresse
oxidativo mitocondrial que cria o ambiente para a produ¢cdo de NFTs e proteinas
AB.

Diferentes fontes de luz tém sido usadas para a FBMTC, como lasers e
diodos emissores de luz (LEDs). Evidéncias sugerem que os LEDs funcionam tao
bem quanto os lasers, com vantagens de serem de menor custo e de melhor
adequacgao para uso doméstico (HAMBLIM, 2019). Estudos anteriores usando
modelos animais e humanos mostraram os efeitos benéficos do FBMTC na DA.
Em modelos animais de DA, o efeito mais comum € a reducdo das placas
amildides por uma diminuigdo na neuropatologia do peptideo AR (HU, et al., 2018;
PURUSHOTHUM, et al., 2014; De TABOADA et al.,2019; Da LUZ, et al., 2017).

Em humanos, a FBMTC induziu efeitos neurocognitivos benéficos, como foi
observado em idosos ao realizar a tarefa de vigilancia psicomotora, atengao
sustentada e tarefa de memoria (VARGAS, et al., 2017). Além disso, o tratamento
com FBMTC melhorou as habilidades cognitivas em uma pequena amostra de
pacientes com DA (SALTM, et al., 2017; BERM et al., 2017; LIM, 2018). Embora
existam evidéncias mostrando que FBMTC aumentou a plasticidade sinaptica em
casos de transtornos depressivos (KUHN, et al., 2014), acidente vascular cerebral
(FELLING, et al., 2015) e traumatismo cranioencefalico (TOM, et al., 2014), ha
poucos estudos abordando doengas neurodegenerativas como a DA. Isso deve
ser destacado, pois, se a FBMTC permite restaurar a transmissao sinaptica
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excitatéria no hipocampo de individuos com DA, e isso, por sua vez, tem um
impacto positivo nas fungdes cognitivas do paciente, a FBMTC pode ser uma boa
opcdo de tratamento ndo invasivo (BUENDIA, et al., 2022, JARA, et al., 2021,
ZHANG et al., 2020, COMEROTA et al., 2017).

Com base nas caracteristicas gerais da doenca de Alzheimer e dos
elementos favoraveis da fotobiomodulagdo transcraniana (FBMTC), a presente
tese de doutorado procura demonstrar o efeito da FBMTC nos elementos
biolégicos do cérebro associados ao hipocampo, que € considerado critico na
memoria. O hipocampo é uma estrutura na qual a neuroplasticidade foi observada,
definida como a capacidade dos neurbnios (de estimulos externos e internos) de
se adaptar para formar novas redes em resposta ao desenvolvimento e
aprendizagem do cérebro (CASTREN, et al., 2017). Entretanto, assim como
apresenta um alto grau de plasticidade, também ¢ altamente vulneravel a
condigdes prejudiciais como neuroinflamacgao, estresse oxidativo, envelhecimento
e neurodegeneracdo (BARTSCH, et al.,, 2015). Para determinar o efeito da
FBMTC no modelo selecionado de doenca de Alzheimer, a FBMTC foi utilizada
em camundongos WT saudaveis e no modelo de DA APP/PS1 (de nove meses de
idade). Tanto os elementos biolégicos do cérebro foram analisados por meio de
experimentos eletrofisiologicos, bem como fatores de memaria de reconhecimento

de objetos aplicando NOR, ambos associados com o hipocampo.
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2. HIPOTESE

Com a DA, o hipocampo apresenta alteragbes neurobioldgicas incluindo
aumento do estresse oxidativo, vias de sinalizagdo intracelular alteradas,
comprometimento sinaptico, comprometimento de organelas e disfungao
mitocondrial (JARA, et al., 2021). Por essa razdo a busca por novas terapias n&o
invasivas, seguras e de baixo custo, focadas em preservar ou atenuar o
comprometimento da memaria hipocampal relacionado a DA pode ter impacto no
tratamento da doenca. A FBMTC aplicada em diversos estudos experimentais e
clinicos vem demostrando resultados promissores na melhoria da fung¢ao cerebral
de camundongos transgénicos, melhorando sua memoéria espacial (SALEHPOUR
F., et al., 2017). Também em camundongos transgénicos a FBMTC de corpo
inteiro foi capaz de restaurar o fluxo de fluido intersticial, reduzindo a deposi¢ao de
AB no cérebro e aliviando déficits cognitivos (YUE., 2019).

Com base no acima exposto nos permitimos afirmar que a plasticidade
sinaptica e a memoria de reconhecimento associada ao hipocampo afetada pela
DA podem ser estimuladas pela FBMTC.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da FBMTC no comprimento de onda de 630 nm,
poténcia dptica de 10,9 mW, densidade de poténcia de 4,77 mW/cm?,
densidade de energia de 0,54 J/cm?, sob os aspectos relativos & memoria
de reconhecimento e a plasticidade sinaptica de um modelo animal

adaptado para a doenca de Alzheimer.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as capacidades cognitivas de camundongos tipo WT e
transgénicos APP/PS1 submetidos a FBMTC por meio da analise de

memoria de reconhecimento, aplicando NOR,;
e Avaliar a plasticidade sinaptica de camundongos tipo WT e

transgénicos APP/PS1 submetidos a FBMTC por meio da analise da

eletrofisiologia cerebral, analisando estudos de registro de campo.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Epidemiologia e incidéncia da doenga de Alzheimer (DA)

Segundo Dadalto, et al., (2021), um levantamento realizado pela OMS no
ano de 2015 evidenciou que os 9 paises com o maior numero de pessoas com DA
eram: China (5,4 milhdes), EUA (3,9 milhdes), india (3,7 milhdes), Japdo (2,5
milhdes), Alemanha (1,5 milhdes), Russia (1,2 milhdes), Franga (1,1 milhdes) e
Brasil (1 milhdo) (DADALTO, et al.,, 2021). De acordo com um relatério da
Associagdo Mundial de Alzheimer (ADI 2015), estima-se que um novo caso de DA
ocorra a cada 3,2 segundos no mundo e calcula-se que até 2050 havera um novo
caso a cada segundo. Estima-se que o numero total de pessoas com DA atinja 82
milhdes até 2030 e 152 milhdes até 2050. Segundo uma estimativa da Alzheimer's
Disease International, em 2010 o custo global da doenca foi de 604 milhdes de
doélares e em 2015 de 818 milhdes de dodlares, representando um aumento em
cinco anos de 35% (GARRE, 2018). Os casos de deméncia associada a DA estédo
aumentando em todo o mundo e, em muitos paises, 0 numero pode dobrar nos
préximos 30 anos (figura 1), e espera-se que triplique até 2050 nos paises latino-
americanos Chile, Brasil, Coldmbia e México (ROA, 2022).
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Figura 1: Numero estimado de pessoas com deméncia derivada da DA por 1.000
habitantes. Fonte: ROA, 2022.

A prevaléncia da doenca de Alzheimer no Brasil para a populagdo acima de
65 anos de idade € de 12% (DADALTO, et al., 2021). Para estudos envolvendo a
populacao brasileira em geral ha uma grande variabilidade nas estimativas, pois
trés estudos relatam que a prevaléncia foi de 2%, 7,1% e 8,8% (KEMPEL, et al.,
2018). No Brasil entre 2010 e 2019, 164.975 pessoas morreram de DA; sendo
que em 2019 o numero de &bitos foi de 23.150, correspondendo a um aumento de
133,54% na referida década (FERREIRA, et al., 2021). Um estudo conduzido por
DADALTO et al., (2021) evidenciou uma alta taxa de morbidade e mortalidade

conforme mostra a tabela 1.
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Tabela 1: Taxa de morbidade e mortalidade de pessoas hospitalizadas com DA
entre 2008 e 2018 no Brasil.

Faixa etaria 40 a 49 50 a 59 60 a 69 70a79 80 anos e
Variaveis anos anos anos anos mais
Média de hospitalizagées 10 31,36 108 342,63 612,54
Tempo médio de permanéncia 36,2 35 39,7 26,6 25,1
Média de morte 1,33 2,7 14 50,09 124,90
Taxa de mortalidade por 100.000 7,27 7,82 12,96 14,61 20,39

habitantes

Fonte: DADALTO, et al., 2021

Por outro lado, a doenga de Alzheimer gera custos consideraveis tendo
atingido no Brasil em 2018/pessoa, o valor de R$13.468,80 para formas leves,
R$18.106,80 para formas moderadas e R$19.736,00 para formas graves
(KEMPEL, et al., 2018). De acordo com Ferreira et al., (2021) a implementacéao de
metodologias para o acompanhamento da DA no pais permitira implementar
politicas publicas mais eficientes de ambito nacional com o intuito de diminuir a
taxa de mortalidade e otimizar as notificacbes sobre mortes por DA no Brasil,
fornecendo uma melhor compreensdo sobre a dindmica da doenga no pais
(FERREIRA, et al., 2021).

4.2 Doencga de Alzheimer e mecanismos patogénicos

A etiologia da doenga de Alzheimer é heterogénea, existindo causas genéticas,
ndo genéticas e ambientais, e em alguns casos resultantes de uma combinacéo
de varios fatores, sendo que um pequeno numero de casos esta relacionado a
mutagdes nos cromossomos 1, 14 e 21. Apesar da diversidade de causas que
podem gerar DA, estudos multiplos mostram a ativagdo de uma sequéncia de
eventos bioquimicos que levam a uma alteracao das células cerebrais, a perda de
suas conexdes e a sua morte (PENA, et al., 1999, KNOPMAN, et al., 2019).
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Alguns neuropatologistas estabeleceram uma definicdo de Alzheimer baseada
inteiramente na carga de placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares que
subsidiam as anormalidades encontradas nas células cerebrais (KNOPMAN, et al.,
2019), sendo essas:
e Proteinas precursoras da amiléide, peptideo AR e formagao de
placas: A teoria mais amplamente aceita nos ultimos anos € a
chamada "cascata amildide", que estabelece o depdsito extracelular
de [B-amildéide formando placas como um fenémeno patoldgico
central. Isto levaria posteriormente a danos axonais através de
processos inflamatorios, alteracdo na estrutura do citoesqueleto
microtubular neuronal e o aparecimento de alteracdes neurofibrilares
e neurodegenerativas, com o resultado de morte celular (ALVAREZ,
et al., 2020). O caminho metabdlico que leva a deposicdo de [3-
amildide envolve a clivagem da proteina precursora da amiloide
(APP), uma proteina transmembrana, pela agdo das enzimas [3-
secretase. Este processo da origem a B-amildide insoluvel que é
posteriormente depositada extracelularmente, dando origem a placas
neuriticas (HARDI, et al., 2002). As placas senis consistem em
corpos extraneuronais, maiores que 0s corpos neuronais, de forma
esférica, formados por B-amildide cercado por formagdes neuriticas
anormais, tais como dendritos e pequenos axbénios degenerados,
associados a astrocitos e microglia ativada (REINALDO, et al., 2008).
e Emaranhados neurofibrilares e proteina: Os emaranhados
neurofibrilares sdo formagdes proteicas intracelulares que ocorrem
em neurdnios corticais e limbicos. As proteinas envolvidas, incluindo
a proteina TAU associada ao microtubo neuronal estdo fosforiladas
de forma an6mala, resultando na formacao de filamentos helicoidais
emparelhados insoluveis (RIBE, et al., 2005).
e Estresse oxidativo e mitocondria: O estresse oxidativo é
conhecido por desempenhar um papel importante na fisiopatologia
da doenca de Alzheimer. Os radicais livres em excesso, peroxidam a

25



membrana lipidica, oxidam as proteinas e consequentemente
danificam a membrana plasmatica e as proteinas do citoesqueleto,
aléem de afetar o RNA e o DNA nuclear. No cérebro, o intenso
processo metabdlico, as baixas concentragbes de glutationa e
catalase e o aumento da proporc¢ao de acidos graxos polinsaturados
tornam o tecido cerebral altamente suscetivel a danos oxidativos
(GARY, et al., 2005).

A mitocéndria constitui um dos compartimentos celulares mais suscetiveis a
danos oxidativos. Em particular, o DNA mitocondrial (DNAmt), devido a sua
proximidade com a cadeia de transporte de elétrons, falta de histonas de protecao
e de mecanismos eficientes de reparo, € um alvo potencial para o impacto das
especies reativas de oxigénio e nitrogénio (DEMENTIA RESEARCH GROUP,
2000). A respeito disso, foram observados altos niveis de mutagdo do DNAmt no
I6bulo temporal de pacientes com DA, que por sua vez mostraram altos niveis de
dano oxidativo. A toxicidade do peptideo amildéide envolve diretamente a
mitocdndria e sua agregagdo aumenta os niveis intracelulares de Ca** e NO em
astrocitos (YAN, et al. 2005).

4.3 Doencga de Alzheimer e regides cerebrais afetadas em camundongos

Na DA existem anormalidades cerebrais que afetam seletivamente regides
especificas, em particular o neocortex, area entorrinal, nucleo amigdal6ide, nucleo
basal, hipocampo, talamo anterior e varios nucleos monoaminérgicos no tronco
cerebral (KANDEL, et al., 2001). Em regides danificadas, a disfungdo e a morte
dos neurbnios estdo associadas a anormalidades do citoesqueleto e reduzem os
niveis de proteina sinaptica nas regiées do cérebro para onde os neurdnios se
extendem (PROANO, et al., 2004). Na area do cértex e entorrinal, as células mais
afetadas sdo os neurdnios piramidais glutamatérgicos, € no neocortex os
interneurbnios também degeneram. Da mesma forma, no hipocampo e, em

particular, nas regides CA1 e CA2, os neurbnios piramidais sdo danificados
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seletivamente. Os neurdnios colinérgicos no nucleo basal, o nucleo septal interno
e a banda diagonal de Broca, que fornecem as principais vias colinérgicas para o
neocoértex e hipocampo, degeneram, reduzindo o nivel de acetilcolina e
marcadores colinérgicos nas areas-alvo destas células (KANDEL, et al., 2001).
Outros neurdnios afetados sao aqueles em nucleos especificos do nucleo
amigdaloide, o nucleo anterior do talamo, o locus ceruleus dois e os nucleos do
Rafe, cujas lesbes tém profundas consequéncias clinicas. As anormalidades do
cértex entorrinal, o hipocampo e outros circuitos do cortex temporal interno sao
considerados fatores decisivos para a perda de memdria e desatencdo em DA
(PENA, 2021).

44 Estudo dos mecanismos celulares de plasticidade e meméria em

modelos animais

Diferentes ferramentas sdo utilizadas para demonstrar mudangas na
neuroplasticidade e na meméria.
* No caso da neuroplasticidade, € utilizada a eletrofisiologia, que é o
estudo das propriedades elétricas das células e tecidos bioldgicos.
Inclui medi¢gdes de mudangas de voltagem ou corrente elétrica em
uma grande variedade de escalas. Em neurociéncia, isto inclui
medigdes da atividade elétrica dos neurdnios e particularmente do
potencial de agdo, que pode revelar aspectos da cognicdo como
linguagem, consciéncia, memoria, entre outros (MASSIMO, et al.,,
2009). Mais especificamente, a eletrofisiologia € uma forma
experimental de avaliar a atividade neuronal e a eficacia sinaptica
através da aplicacdo de uma série de protocolos padronizados:
Potenciagdo de Longo Prazo (LTP) e Depressdo de Longo Prazo
(LTD), utilizadas para o estudo da plasticidade sinaptica, assim como
protocolos como Facilitagdo de Pulso Emparelhado (PPF) e Input -
Output (1/0), utilizadas no estudo da transmissdo sinaptica
(SORIANDO, et al., 2007).
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e Para o caso da memodria, especialmente a memoéria de
reconhecimento, sdo analisadas tarefas de navegagao espacial, por
exemplo, com Novel Object Recognition (NOR) (WIMMER, 2012, et
al.; DENNINGER, et al., 2018) que envolve a memoria de um objeto
familiar em paralelo com a detecgéo e codificagdo de um novo objeto
(ENNACEUR, 2010). Assim, o sujeito experimental se sentira atraido
com mais frequéncia para o novo objeto e dedicando mais tempo
para sua exploracdo se comparado com o objeto familiar. Esta
aparente "preferéncia" pelo novo objeto é considerada como uma
indicagdo de que existe uma representacdo do objeto familiar na
memoria, ou seja, eles o lembram (DERE, et al., 2007; ARIAS, et al.,
2015; BLASER, et al., 2015; DIX, et al., 1999). Devido ao tempo em
que o procedimento € realizado, cria-se a possibilidade de os
camundongos adquirirem estratégias indesejadas para auxiliar na
execugao da tarefa (DIX, et al., 1999), porém, Ennaceur (2010)
afirma que como esta tarefa aproveita uma preferéncia espontanea,
nao requer aprendizagem de regras e, portanto, muito pouco treino
prévio e o facto de os camundongos nao necessitarem de ser
ensinados, se reduz um potencial fator de confusdo, ou seja, a
capacidade do animal para aprender ou executar a regra de
desempenho (ENNACEUR., 2010).

4.5 Modelo de camundongos transgénicos APP/PS1

Um modelo experimental pode ser definido como uma representaciao de um
conjunto de caracteristicas que permitem uma melhor compreensdo de uma
situacéo real, quando n&o é possivel trabalhar diretamente com essa realidade
(RAE, 2019). Este € o caso das patologias em que animais geneticamente
modificados ou inoculados sido frequentemente utilizados para expressar a
condicdo a ser estudada. O ponto de partida vem do desenvolvimento da
tecnologia transgénica, e mais especificamente dos camundongos transgénicos

(YUNLONG, 2013). Existe uma grande variedade de modelos animais
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(invertebrados, primatas, caes, entre outros) e modelos celulares frequentemente
utilizados em pesquisas, mas a maior parte do trabalho baseado em modelos
animais é realizado em camundongos, pois eles sd&o um homdélogo humano em
99% do genoma (AHMAD, et al., 2003).

Existem varios modelos experimentais de DA que tentam reproduzir alguns
dos sinais e sintomas conhecidos da doenca, mas um modelo experimental que
integra todos os aspectos da DA n&o foi desenvolvido, e é precisamente isso que
predispde o pesquisador a usar um modelo ou outro para reproduzir uma condi¢cao
humana (MUNOZ, 2012). Outro fator limitante é a complexidade do trabalho com
animais transgénicos em funcao da dificuldade de reproducéo e seu alto custo de
manutengdo, e por outro lado, dada sua condi¢cdo, eles exigem uma série de
cuidados mais rigorosos do que um animal saudavel, uma vez que apresentam

uma vida curta e a implicagcao de fungdo mental inferior (MANZANO, et al., 2009).

Multiplas investigagdes cientificas determinaram que as principais proteinas
precursoras da DA sao, as presenilina 1 e 2, e a TAU, justificando a existéncia de
diferentes modelos animais tais como, aquele baseado no metabolismo da
proteina precursora amildide (APP), outros baseados na presenilina (PS), APP/PS
mutantes duplos, outros baseados na proteina TAU e o triplo transgénico
PS/APP/TAU (MANZANO, et al.,, 2009). Um dos modelos experimentais
frequentemente utilizados € o APP/PS1 duplo transgénico.

Os camundongos com a mutacdo APP/PS1 duplo transgénico, contém
transgenes humanos tanto para o APP portador da mutagdo sueca quanto para o
PS1 contendo uma mutacdo L166P, ambos sob o controle do promotor Thy1.
Nesses camundongos, a expressédo do APP transgene humano &
aproximadamente 3 vezes maior do que o APP murino enddgeno. O depdsito de
placas amildéides comeg¢a no neocortex, aproximadamente na sexta semana de
idade (MANZANO, et al., 2009). Os depdsitos aparecem no hipocampo em
aproximadamente trés a quatro meses, e no estriato, tdlamo e tronco cerebral em

quatro a cinco meses (SANCHEZ, 2015). Pesquisas desenvolvidas para
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caracterizar esses camundongos mostraram uma aprendizagem deficiente em
tarefas de labirinto espacial recompensado com alimento no oitavo més de idade;
outras observagdes sugerem deficiéncias cognitivas, incluindo déficits no labirinto
de Morris Watter no sétimo més de idade. As alteragdes na LTP na regiao CA1 do
hipocampo também foram relatadas, tendo se iniciado por volta do sétimo més
(GENGLER, et al., 2010). Estes animais ndo mostram nenhuma perda neuronal
global, mas perda moderada de neurbnios na camada celular granular do giro
dentado e outras sub-regides com alta densidade neuronal em idades mais
avangadas (17 meses) (SANCHEZ, 2015).

46 Fotobiomodulagao Transcraniana (FBMTC)

Nas ultimas duas décadas, a FBMTC tem sido introduzida como uma
modalidade inovadora para o estimulo da atividade neural com o objetivo de
melhorar a fungao cerebral (SALEHPOUR, et al., 2018). Esta técnica baseada na
luz envolve a exposicdo do tecido neural a radiacdo de baixa poténcia com
comprimentos de onda operando na regido vermelho e infravermelho proximo (600
nm a 1100 nm) (HENNESSY, et al., 2017, HAMBLIN, et al., 2016). Na aplicac&o
da FBMTC varios parametros devem ser controlados para que se possa obter os
melhores resultados, tais como: comprimento de onda, densidade de energia,
densidade de poténcia, numero de repeticdes, duragado do tratamento e modo de
entrega da luz, que pode ser continua ou pulsada (CHEN, et al., 2011,
McCARTHY, et al., 2010).

A FBMTC é uma modalidade de terapia que se propaga através da caixa
craniana atingindo o tecido cerebral (ZHANG, et al., 2020), normalmente sao
utilizados dispositivos opticos que podem ser LEDs ou Laser, com poténcia tipica
variando entre 1 e 10 W. (SALEHPOUR, et al., 2018).

Desde o advento da FBMTC no campo da ciéncia médica, uma grande
variedade de fontes de luz e seus efeitos sobre os tecidos tem sido avaliada. A luz

LED apresenta maior largura espectral se comparada com a luz Laser, apesar

30



disso, sua aplicagdo na FBMTC em nada é prejudicada pois em processos
terapéuticos uma maior largura de faixa pode ser interessante uma vez que
cromoforos alvo presentes no tecido apresentam absor¢gdo em comprimentos de
onda diferentes, porém proximos entre si. Outro aspecto importante da luz LED é
a sua grande abertura numérica permitindo obter uma radiagéo de luz difusa sobre
grandes areas de superficie, produzindo pouco calor e reduzindo gastos com
energia, sendo considerado seguro pelo FDA (SALGADO, et al., 2015).

Embora haja controvérsia sobre a penetragédo da luz no tecido, foram feitas
medi¢des que mostram que a luz passa pelo cabelo e pelo osso. Por exemplo,
Purushothuman et al. (2014) indicaram que aproximadamente 2,5% da luz
transmitida atinge o cortex cerebral. Por sua vez, De Taboada, et al. (2019)
afirmaram que a penetragédo da luz no cranio de um camundongo é =2 mm -800
nm- e =10 mm -830 nm- no cranio de um cadaver humano (PURUSHOTHUMAN
et al., 2014). Além disso, Henderson et al. (2019) apontaram que nenhuma
energia de féton atinge uma profundidade de 3 cm, porém gera um efeito
sistémico através de uma rede padrdo que ativa mecanismos moleculares em
neurdnios localizados em areas mais profundas do cérebro (HENDERSON.,
2019).

Em busca de alternativas para o tratamento de doengas
neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, a literatura tem mostrado bons
resultados obtidos com a FBMTC devido a sua capacidade de proporcionar ao
organismo uma melhor resposta inflamatéria, cerebrovascular e fornecer
biomodulagdo celular (LINS, et al., 2010). Seus efeitos benéficos foram
observados em uma variedade de situagdes clinicas, com resultados satisfatorios
observados em lesdes cerebrais (HAMBLIN M, et al., 2016, HAMBLIN M., 2019).

A FBMTC estimula, regenera e protege o tecido cerebral em fase de
degeneragdo, atuando também na prevengado (QUIRK, et al., 2012). Seus
mecanismos de ag¢ao sio ativados quando a radiagao € absorvida pelo citocromo
C oxidase (CCO) na cadeia respiratoria mitocondrial dos neurdnios corticais. A
sinalizagao celular e as moléculas mensageiras sédo reguladas como resultado da

atividade mitocondrial estimulada, incluindo espécies reativas de oxigénio (ROS),
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oxido nitrico (NO) e adenosina trifosfato (ATP). Essas moléculas sinalizadoras
ativam fatores de transcrigao incluindo NF-kB e AP-1 que ao permearem o nucleo
ativam a transcrigdo de uma gama de novos produtos génicos. Essas alteragdes
podem levar a diminuicdo da apoptose neuronal, excito-toxicidade e inflamacéao
podendo contribuir para a redugao do progressivo dano cerebral (HUANG, et al.,
2012).

Hamblin (2018), estudou os mecanismos de acdo da FBMTC e entre eles
destacou: efeitos mitocondriais relacionados ao CCO; espécies reativas de
oxigénio ativando NO e fluxo sanguineo; canais de calcio sensiveis a luz; e
sinalizagao e ativagao de fatores de transcricao (HAMBLIN, et al., 2018), entre
outros. Dentre os varios processos que beneficiam o tratamento de disturbios
cerebrais podemos citar a estimulagédo de curto prazo (ATP, fluxo sanguineo, fluxo
linfatico, oxigenagao cerebral, edema reduzido), o de neuroprotecéo (regulagao de
proteinas anti-apoptoticas, reduzida excito-toxicidade, maior liberacdo de
antioxidantes, e menor inflamagdo), e finalmente, processos voltados para a
reparacao cerebral (neurotrofinas, neurogénese e sinaptogénese) (HAMBLIN, et
al., 2016). Ando, et al., (2011) afirmam que uma breve exposicdo a FBMTC,
especialmente no caso de animais experimentais que sofreram algum tipo de
lesdo aguda ou agresséo traumatica, pode ter efeitos que duram dias, semanas ou
inclusive meses (ANDO, et al., 2011).
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METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Nesta tese de doutorado foi realizado um estudo preé-clinico,
quantitativo correlacional e coorte prospectiva voltada para avaliar o efeito
da fotobiomodulagcdo transcraniana (FBMTC) em um modelo murino
transgénico portador da doenga de Alzheimer sob a memdéria de
reconhecimento e plasticidade sinaptica associada ao hipocampo.

A proposta metodoldgica baseia-se nas definicdes dadas por Zurita,
et al, (2019) sobre "fases clinicas para o desenvolvimento de
medicamentos”, Sampieri, et al., (2014) sobre "ambitos de investigagao" e
Salazar, et al., (2019) sobre "estudos de coorte"; onde declaram que:

* Um estudo pré-clinico ou fase pré-clinica de um estudo é o resultado
experimental sobre a eficacia e tolerédncia no modelo animal (in vivo)
de um novo tratamento que apoia a sua investigagdo subsequente
em humanos (Zurita, et al. 2019).

* Um estudo correlacional quantitativo € aquele em que sio realizadas
experiéncias em que as variaveis sdo medidas e associadas, as
hipéteses sao suportadas, e as relacdes entre estas variaveis sao
previstas e quantificadas (Sampieri, et al. 2014).

* Um estudo de coorte prospectivo é um estudo longitudinal,
observacional e analitico em que a coorte se refere a um grupo que
partiha uma caracteristica previamente definida sendo
acompanhada ao longo do tempo (Salazar, et al. 2019).

Esta metodologia foi estabelecida considerando parametros
anteriormente definidos, onde se destaca que os estudos de campo
utilizando a eletrofisiologia sédo utilizados para medir a plasticidade sinaptica
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5.2

no hipocampo, e isto s6 pode ser realizado com cortes histolégicos
cerebrais correlacionando a sinapse com a memodria associada ao
hipocampo.

Neste caso, foram selecionados camundongos com a doenga de
Alzheimer APP/PS1, uma vez que o seu genoma é homologo em numa
grande porcentagem ao dos humanos. Este modelo pré-clinico expressa
também, o transgene 3 vezes mais do que outros modelos, e as
deficiéncias neuro-cognitivas e fisiolégicas podem ser observadas a partir
dos 5 meses de idade.

Em relacdo as medicdes efetuadas, LTP, LTD, PPF e /O sao
variaveis de plasticidade sinaptica relacionadas com a porcentagem de
preferéncia de um novo objeto pelos camundongos com AD, sendo que

esta associada a memoria de reconhecimento.

Animais

Todos o0s experimentos foram realizados em camundongos
transgénicos para a DA (APP/PS1) que foram comparados a um grupo
controle de camundongos tipo C57BL/Wild Type (WT), ambos os grupos
com 9 meses de idade e cabelo preto. Os reprodutores de ambos os grupos
foram obtidos no Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA), reproduzidos
no biotério da Faculdade de Medicina da “Universidad de Valparaiso” e
doados pelo “Laboratorio de Neurologia Translacional’ da mesma
universidade.

Foram alojados dois animais por gaiola a 22 + 2°C com umidade
relativa do ar constante (55%), e ciclos de claro/escuro de 12/12 horas, com
uma fase de luz das 8:00 am. as 8:00 pm. Alimentos e agua foram
fornecidos ad libitum.

O experimento foi conduzido de acordo com as diretrizes e
regulamentos para o cuidado e uso de animais para fins cientificos,
conforme estabelecido nas diretrizes ARRIVE (ARRIVE, 2022) para a
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substituicdo, refinamento e reducdo de animais em pesquisa (KILKENNY,
et al., 2010); e seguindo as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Bioética
da Faculdade de Farmacia da “Universidad de Valparaiso” (Ata CBIA
02/2021) - Anexo 1.

Os camundongos foram separados em quatro grupos: um grupo
transgénico com DA (grupo ALZ), um grupo transgénico com DA submetido
a terapia (grupo ALZ+FBMTC), um grupo Wild Type (grupo WT), e um
grupo Wild Type submetido a terapia (grupo WT+FBMTC). A classificagao
pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2: Classificagdo dos animais de acordo com o seu estado e tratamento.

Grupo GRUPO WT GRUPO ALZ
Tratamento
Grupo nao submetido a FBMTC n=10 n=10
Grupo submetido a FBMTC n=10 n=10
TOTAL n =20 n =20

A medida que o protocolo experimental foi desenvolvido, houve mortes de
animais devido a fatores de idade e DA (8 mortes), por sua vez, amostras foram
perdidas no momento da realizacdo dos experimentos de eletrofisiologia (9
cérebros), de modo que o numero total teve uma diminui¢do para um total de 23
camundongos, estabelecendo o grupo experimental como n=14 e grupo controle

como n=9, distribuidos conforme evidenciado na tabela nimero 3.
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Tabela 3: Classificagdo dos animais de acordo com o seu estado e tratamento
depois de contabilizar mortes e perdas cerebrais.

Grupo GRUPO WT GRUPO ALZ
Tratamento
Grupo nao submetido a FBMTC n=5 n=4
Grupo submetido a FBMTC n=7 n=7
TOTAL n=12 n= 11

5.3 Dispositivo para FBMTC

No presente trabalho para que a FBMTC pudesse ser convenientemente
aplicada foi desenvolvido um dispositivo 6ptico operando na regido do vermelho-
630 nm, de forma a fornecer densidade de energia suficiente e com geometria
adequada para irradiar a caixa craniana dos camundongos. A figura 2 abaixo
apresenta o espectro de emissao do dispositivo LED utilizado no experimento.
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Figura 2: Espectro de emissao do dispositivo dptico utilizado — pico centrado em 630 nm.
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Para a construcéo do dispositivo Optico de irradiacdo optou-se pelo modulo
de LED’s modelo 5050SMD, apresentado na figura 3, cujas caracteristicas séo
apresentadas na tabela 4.

Figura 3: Modulo LED’s. Fonte: Superbrightleds, 2022

Tabela 4: Caracteristicas técnicas do médulo LED utilizado na implementacgao
do dispositivo 6ptico.

CARACTERISTICAS TECNICAS VALOR ASSOCIADO
Abertura numérica 120°
Controle de poténcia PWM
Qualificagdo ambiental (Resistente a intempérie) IP65
Tempo de vida 50000 horas
Modelo 5050 SMD
Comprimento do médulo 38,5 mm
Tenséo 11-14 VCC
Consumo de poténcia 0,8 W
Normas e certificagées Aprovado por ISA, compativel com RoHS, e

reconhecido por UL

O modulo foi instalado em um circuito impresso e conectado a uma unidade
de controle programada para fornecer corrente continua durante 125 s, com

poténcia optica de 10,9 mW, e area de irradiacdo de 2,3 cm?, dados a partir dos
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quais os parametros de tratamento especificados na tabela 5 foram estabelecidos.
A montagem do dispositivo pode ser vista na figura 4.

Tabela 5: Parametros de tratamento da FBMTC

PARAMETRO VARIAVEIS CALCULO VALOR DO
PARAMETRO

Energia Poténcia éptica do LED (W) x tempo de irradiago (s) 10,9 mW x 125 s 1,36 J

Densidade

de poténcia Poténcia optica do LED (W) / Area de Irradiagdo (cm?) 10,9 mW /2,3 cm? 4,74 mW / cm®

Densidade de i
energia Energia (J) / Area de Irradiagéo (cmz) 1,36 J /2,3 cm? 0,59 J / cm?

Figura 4: Dispositivo dptico desenvolvido para irradiagéo transcraniana (A) Dispositivo de
irradiacdo desligado, (B) Dispositivo de irradiagéo ligado.

Para verificar os dados de poténcia e a distribuicdo espacial da radiacéo
Optica entregue pelo dispositivo, foram realizados testes Opticos no laboratério de
fotometria e controle de qualidade da "Pontificia Universidad Catdlica de
Valparaiso" - Chile. A medicao das variaveis foi realizada com um espectro
radidmetro modelo ILT950 ("National Light Technologies" e a analise dos dados
com o software SpectriLight Ill v. 3.5, com a adigdo de um sensor CMOS
W#13326 que com drea total de 2,5 cm?. A face do sensor do espectro radiémetro

foi posicionado a 1,6 cm da extremidade distal da fonte de luz LED por um periodo
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de 125 s., realizando um total de 296 varreduras das quais foi feita a média para
obtengdo dos valores totais. A figura 5 apresenta a configuragdo do arranjo de
medicao.

Figura 5: Configuragdo do arranjo de medigao 6ptica. (A) Conjunto de medi¢ao da distribuicdo
espacial da radiacéo optica, (B) Detalhe do arranjo de medicéo.

A analise da distribuicdo da radiacdo Optica foi realizada a partir da
digitalizagcdo de imagens usando o software livre "imagej"* versdo 1.53, no qual foi
carregada a imagem total do campo de irradiagdo do modulo LED, e medida a
distribuicdo de intensidade luminica usando o arranjo “plot profile’. Na figura 6
pode-se observar que o médulo de LED apresenta uma distribuigdo de irradiacao

homogénea na area de interésse.
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Figura 6: Distribuicdo da intensidade de irradiacdo optica. (A) Foto da distribuicdo da radiagao
Optica, (B) Curva de distribuicdo da intensidade da radiagéo éptica do LED, (C) Foto da distribuigédo
da radiacgéo optica (D) Curva de distribuigdo da intensidadeda radiagédo 6ptica do LED ao longo do
eixo X do cranio do camundongo, no comprimento.
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5.4 Intervengoes

Protocolo de pesquisa

Dia1-3 Dia 10-14 Dia 20-22 4 .

FASE 2 FASE 4 FASE 6
‘ iaed *ANALISE DE
-HABITUAGAO . NOR -ADAPTAGAO . FBMTC . NOR 'ﬁ]’:s"t?gfj‘;:: RESULTADOS

sinaptica
FASE 1 FASE 3 FASES FASE 7
———e —

Dia 4-9 ) ) Dia 15-19 Dia 23-27

S—

Figura 7: Protocolo de pesquisa.

Fase de habituacao

Os animais de laboratério formam lagos emocionais e reconhecem as
pessoas que normalmente os manipulam, assim como reagem a situagdes e
estimulos desconhecidos e com os quais n&o estdo familiarizados (MOURELLE, et
al., 2013). Por este motivo, sessdes de habituagdo ao manejo dos animais foram
realizadas antes do procedimento experimental. Isto permitiu a pesquisadora
familiarizar-se com os camundongos e que os mesmos também se habituassem a
pesquisadora. Paralelamente esse procedimento permitiu que os animais se
adaptassem aos processos experimentais a que seriam submetidos, minimizando
assim o estresse e o desconforto. Foram realizadas 2 fases de habituacdo, a
primeira consistiu em manipular o animal sem qualquer tipo de intervencéo,
apenas para que o animal pudesse se adaptar a pessoa que realizaria a
experiéncia. Essa fase teve duracdo de 3 dias na qual a pesquisadora mantinha
contato com os animais sempre a mesma hora do dia. A segunda fase de
habituagdo teve inicio no quarto dia e consistiu na aplicagdo de um "teste de
campo aberto” (open field) na qual o camundongo (um animal de cada vez)
explorava livremente a area experimental na qual foi realizado o teste de

comportamento, isto durante 5 minutos por dia durante 3 dias consecutivos.
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Avaliacao da memoria de reconhecimento por meio de NOR

Para avaliar a memdéria de reconhecimento, foi utilizada a tarefa de
reconhecimento de objetos novos (NOR), que envolve a lembranga (memoria) de
um objeto familiar em paralelo com a detecc¢ado e codificagdo de um objeto novo.
(ENNACEUR, 2010). Deve ser enfatizado que o protocolo de comportamento
utilizado se baseia na motivagdo intrinseca dos animais para explorar objetos
espontaneamente e nao requer treinamento prévio ou a aplicacao de reforgos
positivos ou negativos. (DIX, et al., 1999, WIMMER, et al., 2012). Desta forma, os
camundongos serdo mais frequentemente atraidos pelo objeto novo e passarao
mais tempo explorando-o em comparagdo com o objeto ja familiarizado. Esta
aparente preferéncia pelo novo objeto € tomada como uma indicagdo de que ha
uma representacédo do objeto familiar na memoaria, ou seja, eles se lembram dele.
(DERE, et al., 2007). Este é o principio que fundamenta o teste de reconhecimento
de novos objetos, que € um estudo amplamente utilizado para a analise das
funcdes de memodria em roedores e que tem sido capaz de se expandir para cobrir
varios aspectos e tipos de memoaria (DIX, et al. 1999, JABLONSKI, et al., 2013,
ARIAS, et al., 2015).

» Area experimental: como area experimental utilizou-se uma caixa
de polietileno retangular de cor branca com dimensdes 41 cm (X), 31
cm (Y) e 41 cm (Z), iluminada com luz branca com poténcia 6ptica de
3 W, com a fungdo de facilitar a vizualizagcdo e a filmagem dos
animais. Uma camera de video foi conectada ao computador para o
registro da atividade do animal. A caixa experimental foi instalada na
sala de estudo de comportamento do biotério da Faculdade de
Medicina da “Universidad de Valparaiso”.

* Aplicacao da tarefa de meméria de reconhecimento mediante

NOR: a tarefa de reconhecimento consistiu em 4 periodos:
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- O primeiro periodo consistiu na conclusao das fases de habituagao
1 e 2 (ja explicadas em paragrafos anteriores) que ocorreram a
partir da data inicial do experimento, finalizando no sexto dia.

- Durante o periodo de amostragem, o animal &€ colocado na area
experimental e apresentados a dois objetos idénticos, dando-lhes o
tempo necessario para explora-los livremente. A exploracéo,
consiste na conclusdo da fase de experimentagdo comportamental
que ocorreu entre o 7° e o 8° dia do experimento, sendo definido
como o periodo necessario para que o animal fareje ou toque o
objeto com suas patas dianteiras a uma distancia menor ou igual a
1cm.

- No periodo de selegdo, 9° dia, o animal retorna a area
experimental, mas desta vez um dos objetos "familiares" é
substituido por um novo objeto, semelhante em color, textura e
dimensdes aos anteriores, mas com forma diferente, sendo-lhe

dado 5 minutos para explorar os dois objetos.

O protocolo de experimentagao € apresentado na figura 8, a seguir.

DiA1-3 DiA4-6 DIA7-8 DiA9
Cam ‘e ‘@ ‘® A
o e .
HABITUAGAO 1 HABITUAGAO 2 AMOSTRA SELECAO

Figura 8: Esquema da avaliagdo da memdria de reconhecimento de objetos (NOR).

Para a analise geral do teste de reconhecimento de objetos novos (Novel
Object Recognition Task - NOR), foi utilizado o programa “ANY MAZE’ versao
4.99 (Software de rastreamento de comportamento-Stoelting Co.620, Wheat Lane,
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Wood Dale, IL 60191 EE.UU). Este teste mede o tempo de exploragdo em
segundos. Os tempos de exploragdo foram usados para estimar o valor
percentual de preferéncia de objeto e o nivel de ansiedade tanto no grupo de

controle quanto no grupo experimental, a qual foi calculada a partir da equacao 1:

Equacao 1: Porcentagem de preferéncia por um objeto

Preferéncia = (To—n) x100 [%] (1)

ton+Tof

Onde Ton corresponde ao tempo de exploragdo do novo objeto e Tof
corresponde ao tempo de exploragao do objeto familiar. Além disso, os objetos A1
e A2 séo os objetos usados para a fase de amostra; na fase de selegéo foi usado:
o objeto A3 que é o objeto familiar (idéntico aos objetos A1 e A2), e finalmente o
objeto B que é um objeto do mesmo color, tamanho e textura, mas com uma forma

diferente (figura 8).

Fase de adaptacao ao dispositivo de FBMTC

Para permitir o acondicionamento dos animais durante a irradiagao foi concebida
uma caixa de acrilico vermelha (caixa de irradiagao - Figura 9) capaz de reduzir o
fator de tensdo garantindo a aplicagdo da FBMTC com baixo estresse para o
animal. Considerando o tamanho do animal e privar o seu deslocamento no
interior da caixa, esta foi projetada com as seguintes dimensdes: 8 cm x 4,8 cm x
4,8 cm, com uma abertura na parte superior de 2,3 cm? para a fixacdo do
dispositivo 6ptico de irradiagdo. Na sua vez foi desenvolvido um método de
adaptacao dos animais ao dispositivo de FBMTC, que consistiu em:

» Deixar uma caixa de acrilico vermelho em cada gaiola por um més,

para que 0s animais se acostumem a entrar nela livremente.

* Apds 0 més, foi realizada a fase de adaptacdo ao aparelho FBMTC,
que teve inicio no 10° dia do experimento, apds a primeira fase de
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experimentagdo comportamental aplicando NOR. Os animais foram
introduzidos na caixa de acrilico ja fora da sua gaiola, e sementes
foram deixadas na referida caixa para que os camundongos "fossem
motivados a entrar nela sem muita pressdao do pesquisador, e
ficassem sem se movimentar" por um periodo de 125 s. Esse
procedimento foi realizado por 5 dias consecutivos, imitando o tempo

de tratamento que seria administrado nos dias seguintes.

Nesta fase de adaptacao ao dispositivo de FBMTC, os animais de ambos os

grupos foram manejados juntos.

Figura 9: Caixa de irradiacao.

Aplicagao da Fotobiomodulagao Transcraniana (FBMTC)

O protocolo de irradiagdo da FBMTC para os camundongos foi concebido
com base na literatura cientifica, e nos dados das medi¢des realizadas.

Para a determinagdo da dosimetria foi realizada uma correlagdo com
tratamento proposto para humanos considerando que a expectativa de vida do ser
humano é de 82 anos e que a expectativa de vida de camundongos € de dois

anos, o tratamento tipico de humanos que tem uma duracido de seis meses, para
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o camundongo equivaleria a 5 dias. Para a determinacdo da dosimetria nos
baseamos em dados tipicos da literatura que variam entre 0,5 e 10J/cm?, no
presente caso a densidade de energia aplicada foi de 0,59 J/ cm?.

Para determinar a area de irradiagdo sobre a cabeg¢a dos camundongos foi
realizada a medigdo da area da calota craniana de cada camundongo e em
seguida calculando-se a média, que foi igual a 2,3 cm? Para o processo de
irradiagdo, o camundongo foi inserido dentro da caixa de irradiagao, o aparelho de
LED posicionado sobre sua cabeca e ligado durante 125 s, conforme mostra a
Figura 10.

i\,

5.3 ch

/1:.8 cm

A

8cm

Figura 10: Aplicacédo da Fotobiomodulagéo Transcraniana nos camundongos, (A) Esquema de
irradiagdo completo, (B) Simulagdo do camundongo sendo irradiado.

Avaliacao da plasticidade sinaptica

A plasticidade sinaptica € um dos mecanismos que permitem as
caracteristicas adaptativas do sistema nervoso, e uma forma de avaliar esta
plasticidade é através do estudo dos potenciais de campo, o que permite a
pesquisa das propriedades funcionais das populagdes neuronais e sua relagcao
com os processos neurais ou estados mentais (BERGADO, et al., 2011). A
aplicacao da eletrofisiologia para a realizagdo de estudos de campo € um método
amplamente utilizado devido a possibilidade de fazer interpretagcbes em nivel
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celular, especialmente no que se refere a modificagdes na eficiéncia sinaptica
(ALMAGUER, et al., 2016).

A avaliagdo da plasticidade sinaptica foi realizada um dia apds a concluséo
da segunda avaliagdo da NOR: a partir do 23° dia até o 27° dia do protocolo

experimental.

* Eutanasia e colheita de cérebros: o animal foi colocado em um
recipiente plastico com tampa hermética e anestesiado com solugao
de halotano. (2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano, com 99% pureza
de Sigma-Aldrich). Uma vez que o animal foi sedado, para verificar o
nivel de anestesia, foram medidos os reflexos dos membros
posteriores. Em seguida, o animal foi eutanasiado por decapitacéo, o
corte foi feito na regido cervical com o uso de uma guilhotina para
camundongos. O corpo do animal foi embalado, etiquetado e
descartado como material biolégico através do biotério da
Universidad de Valparaiso, de acordo com o0s protocolos
correspondentes. Enquanto isso, do cranio foram rapidamente
extraidos os cérebros utilizando material cirurgico estéril.

* Obtencao de secgoes do hipocampo: imediatamente depois de
obtido o cérebro, ele foi transferido para uma placa de Petri com
papel absorvente embebido em tampéao de dissecgéo a frio (em mM:
212,7 sacarose, 10 glicose, 5 KCI, 1,25 NaH,PO4, 2 MgCl,, 1 CaCly,
26 NaHCOs;, pH 7,4, oxigénio (95% O2/ 5% CO;). Com material
cirurgico estéril, o cerebelo e uma pequena seccéo do cortex frontal
foram removidos, e o cérebro foi seccionado ao longo da fissura
longitudinal. Uma vez obtida a regido hipocampal, estes foram
imediatamente montados verticalmente na platina de um vibratome
VT 1200 S (Leica, Wetzlar, Alemanha). Posteriormente, a platina foi
imersa em tamp&o de dissecagado gelado e oxigenado (95% O/ 5%
COy) e os hipocampos foram cortados em secgdes transversais de
400 pm de largura e as secgdes foram transferidas para uma camara
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de imersdo com uma solugcdo de ACSF (em mM: 124 NaCl, 10
glicose, 5 KCl, 1.25 NaH,PO4, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 26 NaHCOg3, pH 7.4)
e constante oxigenacdo (95% Oz / 5% CO,), permitindo que as
seccgoes se estabilizem a temperatura ambiente durante 2 h.
Registro eletrofisiolégico: as secgbes previamente estabilizadas
em tampao ACSF foram transferidas para as camaras de imersao da
unidade SET UP, que tinha um fluxo constante de tampao ACSF (2
ml/min) a uma temperatura controlada de 30 + 2 °C e oxigenagao
constante (95% O, / 5% CO,). O SET UP é implementado com duas
camaras de imersado, portanto, foi possivel gravar quatro secgdes
simultaneamente. Os potenciais excitatorios de campo (fEPSP)
foram evocados pela estimulacdo das fibras colaterais de Schaeffer
com pulsos quadrados de corrente de 0,2 ms, aplicados com
eletrodos de estimulagdo bipolares concéntricos (Warner
instruments) e registrados extracelularmente com microeletrodos de
vidro preenchidos com ACSF (2-3 MQ) na regi&do do stratum radiatum
da area CA1 do hipocampo (ver Figura 11).
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Figura 11: Corte histoldgico transversal do hipocampo e formas caracteristicas de um potencial
excitatorio extracelular pds-sinaptico (fEPSP): (A) Corte transversal do hipocampo utilizado em
experimentos eletrofisiolégicos. CA = chifre Ammonis. DG = giro dentado. SC = colaterais de
Schaffer. S. radiatum = stratum radiatum. (B) Estimulagéo elétrica do SC causa um artefato de
estimulo, seguido quase imediatamente por um aumento na resposta pré-sinaptica, ou a fiver
volley (FV). A amplitude do FV é diretamente proporcional ao niumero de fibras SC ativadas pelo
estimulo. A pendéncia do fEPSP corresponde diretamente a resposta obtida nos neurbnios
piramidais CA1 (pds-sinapticos) em resposta a liberacdo de glutamato dos terminais SC. Fonte:
MATHIS DM., et al., 2011.

O sinal é registrado, amplificado e visualizado no computador fornecido
com o software Igor Pro. Gradualmente foram aplicados pulsos de 10, 25, 50, 75 e
100% da escala de estimulagdo a 200 microamperes para gerar curvas de
resposta de [nput/Output (1/0) usando um estimulador de corrente constante.
Neste protocolo, a entrada (input) é representada pela amplitude maxima do fiber
volley (FV), e a saida pela inclinagdo da linha do fEPSP, na analise destes dois
parametros sdo tragcados em relagcdo aos diferentes intervalos de estimulacio.
Desta forma, foi avaliada a for¢ca de transmissao da sinapse.

A facilitagdo de pulso emparelhado (PPF) consiste em evocar dois
estimulos consecutivos a cada 15 s com intervalos entre estimulos 20, 50, 100,
150, 200 e 250 ms. Para cada intervalo entre os estimulos, foram obtidas pelo
menos trés respostas e, em seguida, a meédia delas. Para a analise dos dados, é
determinada a relagao entre a segunda declive a primeira e a grafica de intervalo
entre estimulos.

Finalmente, os experimentos de plasticidade sinaptica de longo prazo foram
realizados apos as determinacbes de /O e PPF. Para isso, os pulsos eram

entregues a cada 15 s evocando metade da resposta maxima, uma vez que a
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resposta se estabiliza, uma resposta de base era registrada por um periodo
minimo de 20 min. Depois disso, um protocolo de baixa frequéncia (1Hz / 15min)
era aplicado e fEPSPs eram registradas por 60 min para avaliar a indugédo da
depressao de longo prazo LTD, como descrito por ARIAS et al., (2017). Enquanto
isso, a potenciagao de longo prazo (LTP) foi evocada pela estimulagcéo de theta
burst (TBS), que consiste em quatro trens de estimulacdo tetanica de alta
frequéncia aplicados a 0,1 Hz. Cada trem consiste de dez tétanos (burst ou
descargas) separados por 200 ms (5 Hz) e cada tétano € composto de quatro
pulsos separados por 10 ms cada (100 Hz) (ARIAS, et al., 2017, MUNOZ, et al.,
2016). A resposta apods a indugdo do LTP foi gravada por 60 minutos.

A resposta a plasticidade sinaptica de longo prazo, LTD ou LTP, é
observada de acordo com a redug¢ao ou aumento que experimentam aos declives
dos fEPSP registrados apods a indugdo dos respectivos protocolos, com referéncia
aos declives da linha de base (pré-protocolo) como 100%. As secgdes
hipocampais cujas respostas nao estabilizaram dentro de um periodo maximo de 1
hora ou cuja resposta aumentou ou diminuiu desproporcionalmente foram

descartadas do estudo e uma nova seccgao foi analisada.

5.5 Analise estatistica

Avaliacao da memoria de reconhecimento (NOR)

Foi realizada uma analise Anova para a variavel dependente: Porcentagem
com variaveis independentes (efeitos fixos): objetos, etapas e tratamento e
interagcdes, para determinar a presenga de diferencgas significativas. Para isso, foi
utilizado o programa stata’4 com um nivel de confianga de 95%. Para esta
analise, foram verificadas as suposicbes de homogeneidade de varidncia e
normalidade dos residuos; posteriormente, foi realizado um teste de contraste
dirigido para comparar as medianas entre os estagios pré e pos para determinar
quais tratamentos e objetos apresentaram diferencas significativas. (p-value
<0.05).

50



Avaliacao da plasticidade sinaptica

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad (San Diego, CA). Os
valores sao apresentados como média e desvio padrido. A distribuicdo normal dos
dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos, foi
aplicado o teste T de Student de duas caudas ndao emparelhadas para
comparacgao entre os dois grupos. Para comparagdes multiplas, o teste ANOVA foi
aplicado com testes pds-hoc correspondentes. Para dados n&o distribuidos
normalmente, foram aplicados testes ndo paramétricos. Um valor p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Quando as premissas n&o sao
satisfeitas e os sdo dados ndo parameétricos, € recomendavel usar o teste Kruskal-
Wallis.

6. RESULTADOS

6.1 Memoria de reconhecimento usando NOR

Durante a segunda fase de habituagdo foi aplicado o "teste de campo
aberto", no qual os camundongos exploram livremente a area experimental, a
distancia total percorrida, o tempo gasto nos cantos e no centro, assim como o
numero de entradas nos cantos e na zona central foram registrados (figura 12).
Foram obtidos padrées de comportamento similares entre o0s grupos
experimentais, indicando que os animais ndo apresentam uma componente de
ansiedade antes, durante ou apds a aplicacdo da FBMTC. De acordo com os
resultados obtidos nos camundongos WT e ALZ antes e depois da aplicagao da
FBMTC, os padrbes de comportamento sao praticamente idénticos aos do grupo
WT.
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Figura 12: Resultado experimental do "teste de campo aberto" (segunda fase de habituagéo) (A)
Distancia total percorrida pelos camundongos na segunda fase de habituagao (B) Tempo gasto na
zona central (C) Tempo gasto nos cantos. Ao analisar estes graficos, verifica-se que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa no nivel de ansiedade dos grupos, indicando que os
animais nao apresentam um componente ansioso antes, durante ou apds a aplicagdo do FBMTC,
mas observa-se uma tendéncia nos camundongos com terapia em que eles apresentam mais
confianga ao percorrer a area experimental.

Os resultados para cada grupo experimental sdo mostrados na figura 13, na
qual se pode ver que:

* Grupo WT: na fase de amostra, os camundongos exploraram o
objeto A1 em um 47,69 % e objeto A2 em um 52,30 %, enquanto na
fase de escolha, a exploragado do objeto A3 foi de um 42,59 % e a de
B um 57,40 %. Ao analisar os dados pode-se concluir que na fase de
amostra ndo ha preferéncia por nenhum dos objetos, mas na fase de
escolha ha uma ligeira preferéncia pelo objeto novo.

* Grupo ALZ: a figura mostra o desempenho do grupo APP/PS1 que
nao foi submetido ao FBMTC (ALZ), a esquerda na fase de
amostragem observa-se que exploram 50,64% do objeto A1 e um
49,36% do objeto A2, de modo que se exclui a preferéncia de
individuos por qualquer um dos dois objetos. No entanto, na fase de
escolha, observa-se que os camundongos preferem o objeto A3
(61,48%) em comparagdao com o objeto B (38,52%), o resultado
indica que este grupo nao realiza a tarefa.

* Grupo WT+FBMTC: ao contrastar a porcentagem de exploragao dos
objetos A1 (46,05%) e A2 (53,95%) na fase de amostra, e a
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porcentagem de exploragdo dos objetos na fase de escolha A3
(46,82%) e B (53,18%), observa-se que nao ha diferenca
estatisticamente significativa entre o valor da porcentagem de
exploragdo dos objetos, nas diferentes tarefas, o que significa que
nao ha preferéncia por nenhum dos dois objetos.

Grupo ALZ+FBMTC: neste grupo observa-se que na fase de
amostra os individuos exploram o objeto A1 com 51,32% e o objeto
A2 com 48,68%. Estes dados confirmam que os animais testados
mostram a mesma preferéncia por ambos os objetos. E na fase de
escolha, os camundongos testados tém uma taxa de exploragdo de
71,1% para o objeto novo B, que € muito superior a taxa de escolha
para o objeto familiar 3 (28,8%), em outras palavras, eles foram bem
sucedidos na execucao da tarefa, o que confirma que a FBMTC tem
um efeito estimulante na memoria de reconhecimento em animais

com DA.
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Figura 13: Porcentagem de preferéncia por um objeto, para cada um dos grupos experimentais (A)
Porcentagem de preferéncia por objeto para o grupo WT, onde na fase de amostra n&do ha
preferéncia por nenhum dos objetos, mas na fase de selecdo ha uma ligeira preferéncia pelo
objeto novo (B) Porcentagem de preferéncia por objeto para o grupo ALZ, onde o resultado indica
que este grupo néo realiza a tarefa. (C) Porcentagem de preferéncia de objeto para o grupo WT+
FBMTC, onde n&o é observada preferéncia por nenhum objeto (D) Porcentagem de preferéncia de
objeto para o grupo ALZ + FBMTC, onde os camundongos preferem o objeto novo (B) ao objeto
familiar, cumprindo assim a tarefa de reconhecimento do objeto novo.

Para contrastar os resultados observados independentemente nos grupos
experimentais, foi elaborado um grafico (figura 14) evidenciando a porcentagem
de preferéncia do objeto B, ou seja, o objeto novo; onde o grupo WT explorou o
objeto B em 57,40%, o grupo WT+FBMTC em 53,17%, o grupo ALZ em 38,51% e
o grupo ALZ+FBMTC em 71,14% em um tempo médio de 18,05 s. Como
esperado, o grupo WT passou mais tempo explorando o objeto novo em
comparagao com o grupo ALZ; além disso, o grupo ALZ passou mais tempo
explorando o objeto familiar, sugerindo dano na memdria de reconhecimento.
Quanto aos grupos tratados com FBMTC, observou-se que o grupo WT+FBMTC
apresentou um comportamento semelhante ao grupo WT; entretanto, o grupo
ALZ+FBMTC aumentou sua preferéncia pelo objeto novo, embora este resultado

nao tenha sido estatisticamente significativo (o que é assumido pelo baixo numero
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de animais de experimentagdo). Em um nivel geral, pode-se dizer que FBMTC
apresenta uma tendéncia de melhora da memoria de reconhecimento de objetos
novos em camundongos do grupo ALZ+FBMTC, porém com p>0,05.
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Figura 14: Porcentagem de preferéncia do objeto B (Objeto novo).

6.2 Experimentos de plasticidade sinaptica utilizando estudos de campo

Foi explorada a possibilidade de que a aplicagdo do FBMTC influencie a
sinalizagao e a excitabilidade dos neurdnios nas sinapses colaterais Schaffer-CA1
(Figura 10). Para conseguir isto, as curvas de |/O foram geradas a partir de
registros extracelulares detectados 60 minutos apos o periodo de estabilizagdo
das fatias no buffer ACSF. Para cada uma das intensidades (WA) em que oOs
estimulos elétricos foram aplicados, o fEPSP obtido para cada um dos grupos foi
semelhante as respostas do grupo WT, sugerindo que o FBMTC n&o gerou
nenhuma mudanga apreciavel na sinalizagdo basal dos grupos ALZ+FBMTC e
WT+FBMTC. A analise estatistica das amplitudes do FV versus intensidade do
estimulo mostra que o tratamento FBMTC n&o afetou as respostas FV para
qualquer um dos grupos que receberam o tratamento quando comparado ao grupo
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WT, mas ha uma diferencga significativa entre as respostas pré-sinapticas obtidas
para o grupo ALZ quando comparado ao grupo WT (Figura 15B). O grupo ALZ

mostrou maior sensibilidade ao estimulo.

. WT O WT+FBMTC . ALZ o ALZ+FBMTC
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Figura 15: Efeitos da FBMTC na transmiss&o sinaptica basal em sinapses hipocampais colaterais
de Schaffer-CA1. (A) Tragos representativos para cada grupo experimental de potenciais pos-
sinapticos excitatérios de campo (fEPSP) registrados em diferentes intensidades de estimulo para
tipo selvagem (WT), ALZ, WT + FBMTC, e ALZ + FBMTC. Barra de calibragdo (amplitude em 0,3
mV versus tempo em ms) (B) Curva de entrada/saida (I/0O) mostrando a relagdo entre a inclinagdo
da reta do fEPSP e a amplitude da fiber volley versus a intensidade do estimulo. Um aumento na
inclinagéo da reta do fEPSP foi observado em camundongos ALZ + FBMTC em comparagédo com
os camundongos WT+FBMTC, assim como um aumento na amplitude da fiber volley nos
camundongos ALZ em comparag&o com os camundongos WT.

Para analisar se a aplicagdo do FBMTC melhora a atividade pré-sinaptica,
foram avaliadas as respostas de facilitacdo de pulso emparelhado (PPF) nas
quatro condigbes do estudo. De acordo com a analise estatistica, a aplicagdo da
FBMTC ndo modificou de forma alguma as relagbes de pulso emparelhado em
nenhum dos intervalos de tempo em que o estimulo foi dado (Figura 16). Da

mesma forma, ndo foi observada nenhuma diferenga significativa entre o
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comportamento das respostas para o grupo ALZ sem terapia em comparagao com
o grupo WT.

Estes resultados, combinados com os obtidos para /O, sugerem que a
aplicacdo de FBMTC nado modifica os sinais elétricos registrados durante a
transmissao sinaptica basal, e nao afeta as propriedades fEPSP na faixa de
estimulacdo <100 pA, uma faixa que foi usada em todos os experimentos
subsequentes.

® vwr © wr+FBMTC ® az . @ ALZ+FBMTC
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Figura 16; Efeitos do FBMTC sobre a facilitacdo de pulso emparelhado (PPF) medidas em
sinapses hipocampais CA3-CA1. (A) Tragos representativos do fEPSP mostrando respostas PPF
em diferentes intervalos de tempo (20-250 ms) para tipos selvagens (WT), transgénicos (ALZ), WT
com tratamento (WT+ FBMTC), e ALZ com terapia (ALZ+ FBMTC). Barra de calibragdo (amplitude
em 0,3 mV versus tempo em ms). (B) O grafico ilustra a relagao de facilitagdo versus intervalos de

intersticios. Os valores representam média + SEM. Nao foram observadas diferengas significativas
entre os grupos de estudo.

Apos avaliarmos a transmissdo sinaptica de base, foi avaliada se a
aplicacago do FBMTC modifica a capacidade da sinapse de desenvolver
plasticidade sinaptica de longo prazo (Figura 17). Para testar isto, nas quatro
condigbes experimentais foi aplicado um protocolo theta burst (4xTBS) de 15

minutos apos uma linha de base estavel ter sido mantida para induzir a
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potenciagéo sinaptica (LTP) a longo prazo, e o registro da resposta foi mantido por
até 40 minutos apds o protocolo para avaliar a manutencéo da LTP.

Como resultado, foi observado que o grupo WT (figura 12B) mostrou um
LTP robusto e estavel apds a aplicacdo do protocolo 4xTBS. Com referéncia as
inclinagbes da reta da linha de base (pré-LTP) como 100%, o grupo WT manteve
uma média de 150 5,3 % (**p<0,0018), sendo que esta mudanga aumentou para
o grupo WT que recebeu terapia (WT+FBMTC) com uma média de 160,4 £5,3 %
(****p<0,0001), conforme a figura 12C. Em contraste, observa-se que no grupo
ALZ as inclinagbes da reta pés-indugdo do LTP apresentam uma ligeira mas
significativa potenciagao de 130,7 +5,9% (*p<0,05) em relagdo a linha de base.
Além disso, pode-se observar na figura 12C como a aplicagdo do FBMTC afeta o
LTP do grupo ALZ que recebeu a terapia (ALZ+FBMTC) melhorando sua indugao
e estabilidade apds a aplicagdo do protocolo determinando um LTP médio igual a
165,2 +4,2 % (****p<0,0001) com referéncia a respectiva linha de base.

Finalmente, como pode ser visto na figura 12C do painel inferior, uma
comparagao entre as magnitudes do LTP para cada grupo utilizando o teste
Kruskal-Wallis apresenta uma diferenca robusta entre o nivel de potenciagdo do
grupo ALZ versus o grupo WT, demonstrando uma menor intensidade para o
grupo ALZ. Entretanto, esta diferenca com o grupo WT se perde quando
comparado ao grupo ALZ que recebeu FBMTC, sugerindo que a FBMTC melhora
a condicdo dos camundongos com DA em termos de expressao do LTP. Isto, por
sua vez, € demonstrado pela diferenga robusta gerada entre os grupos ALZ com e

sem terapia.

58



@ wr O wr+FBMTC @iz . @ ALZ+FBMTC
. s J 05mV
V’ a "\' c/- 20 ms
b b b b
C 200

150

=

100
200

50
15!

0

o
QO
@ —
«@— —
-@—O—
-0 —
—@8D- —
—@— —
—O-€< —
+— @€ - —
—-—€- —
—@-0-_ —
—o0-+< —
— o0 —
—og—~ —
o —
—@Cr-—
MANITUDE DA LTP (%)

10000000050-9” ------------------------------------
* » sk
5 4xTBS 200 =

150 | N

100

PENDENTE fEPSP (% DA LINHA BASE)

TEMPO (min) 50

0

Figura 17: Aumento da potencializagdo de longo prazo (LTP) na via colateral Schaffer-CA1 de
camundongos ALZ submetidos ao FBMTC. (A) Tragos representativos de cada grupo experimental
de potenciais excitatérios de campo (fEPSP) registrados 10 minutos antes (a) e 30 minutos depois
(b) da aplicagdo do protocolo de estimulagcao theta burst (4xTBS). A direita: barra de calibragéo.
(B) Potenciagéo de longo prazo (LTP) induzida por um protocolo 4xTBS na sinapse de Schaffer
colateral-CA1. O protocolo 4xTBS foi entregue no momento indicado pela seta. A linha horizontal
tracejada indica a linha de base (antes do protocolo) como 100% da resposta. (C) Acima:
comparacgéo entre a magnitude média do LTP medida em (a) (barras com padrao tracejado) e em
(b) para camundongos do tipo selvagem (WT) e transgénicos (ALZ) sem e com tratamento
(WT+FBMTC, ALZ+FBMTC). Teste U Mann-Whitney (*p<0,05). Abaixo: comparagéo entre grupos
de magnitudes médias LTP medidas apenas em (b). Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-
hoc de Dunns para comparagdo entre grupos. SignificAncia estatistica (*p <0,05). Os valores
representam média + SEM.

ApOs a analise da potenciacdo de longo prazo, foram avaliadas as
respostas sinapticas de cada grupo no protocolo de baixa frequéncia visando
induzir a depressao de longo prazo. Inicialmente foi determinado o nivel de
indugao de LTD para cada grupo, e apesar de todos os grupos terem demonstrado
uma inducdo de LTD robusta, nem todos foram capazes de sustenta-la ao longo
do tempo. Assim, o grupo WT sem e com FBMTC induziu e manteve um LTD forte
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durante 40 minutos apds-protocolo com médias de 90 +1,3% e 85,22 +1,9%
respectivamente, com referéncia a média da linha de base (pré-LTD) como 100%,

conforme mostram as figuras 18B e 18C.
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Figura 18: O grupo ALZ demonstra a expressao alterada da depressao sinaptica de longo prazo
(LTD). (A) Tragos representativos de cada grupo experimental de potenciais pds-sinapticos
excitatérios de campo (fEPSP) registrados 10 min antes (a) e 30 min depois (b) do protocolo de
estimulagdo de baixa freqiiéncia (LFS; 900 pulsos /15 min). A direita: barra de calibragéo. (B)
Depressao de longo prazo (LTD) induzida por um protocolo LFS na sinapse Schaffer colateral -
CA1. O protocolo LFS foi entregue durante o tempo indicado pela barra preta. A linha horizontal
tracejada indica a linha de base antes do protocolo LFS como 100% da resposta. (C) Acima:
comparacgéo entre a magnitude LTD média medida em (a) (barras de padréo listradas) e (b) para
do tipo selvagem (WT) e transgénicos (ALZ) sem (WT) e com tratamento (WT+FBMTC) e ALZ com
tratamento (ALZ+FBMTC). Teste U Mann-Whitney (*p<0,05). Abaixo: comparagéo entre grupos de
magnitudes médias LTP medidas apenas em (b). Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste p6s-hoc
de Dunns para comparagdo entre grupos. SignificAncia estatistica (*p <0,05). Os valores
representam média.
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As figuras 18B e 18C mostram claramente como o grupo ALZ, em vez de
expressar uma depressdo sinaptica em resposta ao protocolo de estimulagao,
mostra uma indugdo de LTD que ndo € capaz de ser sustentada ao longo do
tempo e apds minutos € transformada em uma potenciagdo robusta que é
sustentada com uma média de 118,4 £ 4,8 % (p <0,0001), com referéncia a média
de base (pré-LTD) como 100%. Entretanto, este comportamento alterado do
grupo ALZ é observado como limitado no grupo ALZ + FBMTC onde se observa
que, embora a expressédo LTD nao seja sustentada no o tempo, o tragco anémalo
de potenciagao é eliminado neste grupo e a resposta média a LTD € mantida em
valores similares a linha de base 104,4 + 2,5 % (p >0.05), conforme a figura 13C

painel superior.

Finalmente, uma comparagao entre grupos (figura 13C, painel inferior)
mostra diferengas significativas entre o grupo WT e o grupo ALZ com e sem
FBMTC, bem como diferengas entre o grupo WT + FBMTC e os grupos ALZ com e
sem FBMTC. E importante ressaltar que ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos WT com e sem irradiagdo. Nesta experiéncia, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos ALZ com e sem
FBMTC.
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7. DISCUSSAO

A doenca de Alzheimer (DA) €& um disturbio neurodegenerativo cuja
fisiopatologia exata permanece pouco clara. Entretanto, evidéncias crescentes
sugerem disfungéo sinaptica a nivel hipocampal mediada pela agregagao anormal
de proteinas AP e oligbmeros TAU, levando a um declinio nas fungdes cognitivas
do individuo (LI, et al. 2018). Tratamentos emergentes n&o invasivos, como
FBMTC podem ser uteis para minimizar o dano cerebral e assim melhorar as
fungbes cognitivas (COTELLI, et al., 2014).

Existem outras técnicas de estimulacdo cerebral n&o invasivas que
demonstram importantes avangos na reabilitagdo cognitiva dos neurdnios de
pacientes com DA, incluindo a estimulagdo magnética transcraniana, estimulagéo
transcraniana de corrente continua, estimulacdo nervosa transcutédnea e
estimulacdo do nervo vago. (BORGOMANERI, et al., 2020). A estimulagéo
magneética transcraniana profunda do cortex pré-frontal de pacientes com DA
melhorou a atencgdo, as fungdes viso-espacial e executiva (DE FREITAS, et al.,
2016), enquanto a estimulagdo magnética transcraniana repetitiva do cértex pre-
frontal dorsolateral pode até mesmo regular o0s processos emocionais,
interrompendo a reconsolidagdo da memoria humana do medo (ZHANG, et al.,
2020). Estas técnicas de estimulagdo cerebral magnética ndo invasiva também
sdo promissoras para o tratamento da DA; entretanto, estas técnicas de
estimulagdo podem produzir contra-indicagdes em pacientes com historico de
epilepsia ou naqueles que ingerem medicagdo estimulante. A este respeito, é
necessario aplicar técnicas de estimulagdo cerebral mais seguras, como a
FBMTC.

Quanto aos mecanismos do FBMTC, foi demonstrado que esta terapia
pode levar a beneficios cognitivos, melhorando a memodria e o aprendizado
através da modulacao da fungdo mitocondrial, reduzindo a inflamacgéao e auxiliando
0 cérebro a se reparar, estimulando o processo de neurogénese e aumentando a
sinaptogénese no coértex, hipocampo e zona subventricular (CHO, et al., 2020).

Até hoje, o mecanismo de agdo mais bem descrito da FBMTC tem sido a reagao
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de citocromo C oxidase (CCO), o principal cromo6foro mitocondrial ou molécula
fotoacceptora. (SHEN, et al., 2021). O CCO desempenha um papel central na
bioenergética das células eucaridticas ao promover a formagado do trifosfato de
adenosina (ATP) através da fosforilagdo oxidativa apdés o FBMTC. (THOMAS, et
al., 2021). Além disso, a FBMTC pode aumentar as proteinas anti-apoptdticas
(BCI2 e SURVIVIN), melhorando assim a neuroprote¢cdo e a neuro recuperagao
(ZHAO, et al., 2010). Uma vez que a DA foi ligada a disfungdo mitocondrial, a
FBMTC pode ser um tratamento viavel para a DA (HAMBLIN M, 2016).

Um dos principais resultados deste trabalho € que a FBMTC aplicada no
comprimento de onda de 630 nm, apresenta uma tendéncia de melhora das
habilidades cognitivas em um modelo murino de DA. E provavel que, aumentando
o tempo de aplicagdo ou a densidade de energia, se possa obter efeitos
significativos no comportamento, uma vez que os resultados s&o consistentes com
estudos relatados anteriormente, na qual a FBMTC foi capaz de reverter o dano
cognitivo e melhorar a memoria (HENNESSY, et al.,, 2017). Em particular, a
memoria de reconhecimento é uma das mais afetadas durante a progressao da
DA e os resultados obtidos usando FBMTC mostram uma tendéncia de melhora
nos camundongos transgénicos onde os sintomas relacionados a DA s&o
manifestados, sem afetar outros parametros comportamentais, tais como

ansiedade e atividade locomotora.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles observados por Da Luz et
al., (2017) que evidenciaram que o uso de FBMTC em camundongos com DA
apresentou uma redugao significativa nas placas de AB, juntamente com um efeito
benéfico nas tarefas comportamentais e locomotoras. Além disso, Zhang et al.
(2020) demonstraram que o FBMTC pode efetivamente penetrar no cérebro,
revertendo assim os problemas de memdéria/aprendizado espacial e reduzindo os
niveis de AB em camundongos modelo DA. Neste sentido, Cho et al., (2020)
sugeriu que a melhoria das fungdes cognitivas poderia ser uma consequéncia da
reducdo do acumulo da AP, da perda neuronal e da gliose. Para explorar os

possiveis mecanismos celulares por tras dessas melhorias e dado que a meméria
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induz mudangas no nivel neuronal que se correlacionam com mudangas na
eficacia sinaptica (CHEN, et al., 2021), avaliaram variagbes ao nivel sinaptico em
animais que foram tratados com FBMTC. Ao que nos consta, esta € a primeira vez
que os efeitos da FBMTC sobre o PS foram descritos eletrofisiologicamente
usando um modelo de camundongos transgénicos de DA.

E interessante notar que houve uma melhoria notavel e significativa no LTP
de animais DA tratados com FBMTC, revertendo os defeitos de nivel sinaptico
observados neste grupo, atingindo niveis basais. Além disso, se descobriu que a
FBMTC reverteu parcialmente o LTD anormal observada nos animais transgénicos
que desenvolvem DA. Estes resultados s&o consistentes com Comerota et al.,
(2017) que avaliou o efeito do tratamento com infravermelho proximo na
vulnerabilidade sinaptica induzida pelo oligdbmero AR usando fatias hipocampais de
camundongos WT, da mesma forma, eles identificaram que a terapia com luz
infraverimelha restaurou significativamente o LTP. Para explorar o efeito da
FBMTC na plasticidade de longo prazo, Shen et al., (2021) mostrou que esta
técnica suprime o JNK3 ao ativar a via ERK/MKP7 atenuando a endocitose do
receptor AMPA na doenga de Alzheimer, que tem papéis criticos no LTP e LTD.
(THOMAS, et al., 2021, ZHAO, et al., 2010). Além disso, postula-se que os fotons
emitidos na FBMTC sao absorvidos pelo (CCO) mitocondrial facilitando a
disponibilidade de elétrons e reduzindo o oxigénio molecular, aumentando o
potencial da membrana mitocondrial, assim como os niveis de (ATP) e
monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) (HENNESSY, et al., 2017). Também, o
aumento do ATP e do cAMP leva a dissociagédo do 6xido nitrico (NO), que por sua
vez induz aumento do ATP, ativando fungbdes celulares (HAMBLIN, 2016), e
superando as disfungdes mitocondriais observadas na DA (CHEN, et al., 2021).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a FBMTC pode ser
uma alternativa eficiente para melhorar a plasticidade sinaptica (SP) e uma
possivel ferramenta para reparar as propriedades cognitivas prejudicadas em
pacientes com DA. Embora sejam necessarios mais ensaios com maior numero

de amostras, o desenvolvimento de dispositivos que combinem a estimulagao
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luminosa com o registro neural levara a uma neuromodulagdo mais eficaz,
especialmente no que diz respeito aos disturbios cognitivos, afetivos e motores (LI,
et al.,, 2020). Um aspecto importante desta terapia € que ela tem poucos efeitos
adversos. De fato, nos trabalhos de Chao (2019) e Saltmarche et al. (2017), os
efeitos da FBMTC in vivo foram avaliados em um grupo de pacientes com
deméncia e ndo mostraram efeitos adversos. Estes resultados diferem de estudos
anteriores que utilizaram tratamentos farmacolégicos nos quais pacientes
relataram sintomas adversos como vomitos, nauseas ou diarréia (DEARDORFF,
et al., 2015, WILCOCK, et al., 2003).

Neste trabalho, a adaptacdo dos camundongos ao dispositivo foi um passo
critico que limitou a incorporacdo de individuos estressados em experimentos
comportamentais. Neste sentido, considera-se que uma amostra maior,
apresentaria melhor resultado estatistico e significancia dos resultados
comportamentais. Por outro lado, na maioria dos tratamentos que utilizam FBMTC,
sdo gerados diferentes efeitos celulares, dependendo do comprimento de onda e
da densidade de energia. Como outros estudos mostraram, a FBMTC operando
na regido de vermelho-630nm, produz um efeito positivo sobre o cérebro, e que
para tempos de exposicdo mais longos diferengas estatisticas mais significativas
seriam obtidas em trabalhos com foco em respostas comportamentais.

Entretanto, os resultados obtidos sdo promissores e motivam um estudo
mais amplo explorando os mecanismos de acdo da FBMTC e seus efeitos sobre
as mudangas patoldégicas na DA. Em dultima analise, espera-se que estes
resultados motivem o teste destas tecnologias revolucionarias em pacientes
humanos com DA com habilidades cognitivas danificadas. Para isso, é necessario

explorar os efeitos da FBMTC em diferentes estagios do continuo da DA.

A inovagdo da presente pesquisa tem como base evidéncias cientificas
explicitando que a FBMTC exerce um efeito positivo sobre a PS e um possivel
beneficio sobre as fungdes cognitivas em sujeitos com DA, utilizando um
dispositivo especialmente projetado para este caso. Os desafios futuros estao

relacionados com o comprimento de onda utilizado, dosimetria, duragcdo e
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frequéncia do tratamento, bem como a avaliagdo dos diferentes graus de

comprometimento cognitivo dos sujeitos tratados.

8. CONCLUSAO

A aplicagdo da FBMTC utilizando um dispositivo oOptico com
comprimento de onda de 630 nm, poténcia 6ptica de 10,9 mW, densidade
de poténcia de 4,77 mW/cm? densidade de energia de 0,54 J/cm?
desenvolvido especificamente para este trabalho, mostra uma tendéncia de
estimulagao positiva para aspectos relativos a memoria de reconhecimento,
e benéfica para a plasticidade sinaptica de um modelo animal adaptado
para a doenga de Alzheimer, sendo que estes dados puderam ser
analisados a partir da medigdo das capacidades cognitivas por meio do
NOR, e através de medidas eletrofisiolégicas no cérebro: estudos de
registro de campo.
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ANEXOS

ANEXO 1

o Universidad
. deValparaiso

CHILE

CH - Facuitad ce Farmachy

ACTA DE EVALUACION BIOETICA DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION
QUE INVOLUCRA ANIMALES - 02/2021
(Soficitud 02/2021)

El Comité de Bioética para la Investigacidn (CBI) de la Facultad de Farmadia de 2 Universidad de
Valparaiso, constituido por Sergio Blaimont, Asesor Juridico externo y los académicos de 2 Facultad
de Farmacia, Prof. Rafael Siménezr (Presidente del CBI), Prof. Radl Vinet {(Miembro del
C8l) , Prof. Marcela Escobar {Secretario del CBI) y Prof. Maria Carolina Henriguez (Miembro del
C8I) declara haber realizado fa evaluacion del pr lo experimental del proyecto “Efecto de la
terapia de luz transcraneana (TLTC) de 630 nm, sobre |2 memoria de reconodmiento y |2 plasticidad
sindptica en modelo de ratén portador de Enfermedad de Alzheimer”, presentado por 2
investigadora Débora Alicia Buendia Palacios, de |2 Escuela de Ingenieria Civil Biomédice de 2
Facultad de Ingenieria de la Universidad de Valparaiso.

Para su evaluacion, el CBI revisd los antecedentes enviados per la investigadora y gue incluyen: (1)
curriculum vitae de 2 investigadors (2) apego 2 las pautas bioéticas establecidas en el documento
denominado “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRA ANIMALES™
{wersién 09-2016) y {3) Proyecto.

Objetivo del Estudio. La investigacion propone Demostrar gue |2 Terapia de luz transcraneana de

luz roja a 630 nm mejora la memoria de imiento y |2 plasticidad sindpticaen 2 LTD y la LTP
de neuronas hipocampales en las sinapsis de CA3 3 CAl, en ratones portadores de enfermedad de
Alzheimer,

Metodologia. Es un estudio pre-clinico experimental, cuantitativo y correlacional que analiza el
efecto de la TLTC sobre un modelo murino de Enfermedad de Alzheimer comparado con ratones
tiso WT. Los ratones serdn divididos en 2 grupos (control y experimental, este Jitimo serd o que
recibird la TLTC). El tratamiento de TLTC consiste en |2 exposicion a luz rofe 2 630 nm, durante 125
s diarios durante 5 dias consecutivos [sin contar finales de semana), durante 5 semanas. Esto por
medio de un dispositivo de TLTC disefiado en fa EICB de |2 UV. Para |2 evitar el estrés de los animales
se disefiad una caja contenedora con una aberturs en |2 parte superior que permite la irradiacion.
Luego del periodo de tratamiento se realizardn las pruebas conductuales, una vez finalizadas estas,
los ratones serdn anestesiados con Halotano {2-bromo-2-dloro-1,1 1-trifluoroetans, con 99% pureza
de Sigma-Aldrich y posteriormente se realizard eutanasiz por decapitacion pars extraer ¢ ceredro
y obtener los hipocampos que se utilizardn para los estudios de campo por electrofsiologia
observando varizbles como LTP y LTD. Para determinar ndmero de l@ muestra se tuvo en cuenta el
principio de las 3Rs (Reemnplazo, Reduccidn y Refinamiento). Para dar robuster estadistica y mayor
reproducibilidad de los datos se realizd un andlisis estadistico de "andlisis de poder” pera determinar
el tamafio de la muestra. Considerando este andlisis estadistico, &l nimero de animales 2 utilizar
para dar cumplimiento a los Objetivos 1y 2 es de 24 animales.

. EICBI considera gue el objetivo general ha sido bien definido y que 'a metodologia asociads
2l uso de animales de experimentacion ha sido bien establecida.
Il.  Enlavaloracion bicética del proyecto, el CBI no presenta objeciones 2l protocolo de manejo
de los especimenes murinos resguardéndose los princpios éticos de:

2) Brindar los cuidados adecusdos 2 los especimenss murinos.
b) Evitar el dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas.

Acta CBI A02/2021



¢} Evitar la duplicacion o repeticion innecesaria de experimentos.
d) Reducir al minimo indispensable el ndmero animales para garantizar [a validez del estudio
& realizar.

Hl.  Porlo anterior, el CBI de |2 Facultad de Farmacia APRUEBA ¢! protocolo experimental, taly

—

Jiménez Marcels Escobar

Firman el Acta los miembros del Comité:

A

.~

)
Ma."arulim Henrique:

Radl Vinet

Valparaiso, 8 de noviembre de 2021.
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