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RESUMO

Introducdo: AlteracOes fisicas e cognitivas inerentes ao processo de envelhecimento séo
motivos de preocupacao visto o crescimento da populacdo idosa. Intervengdes comportamentais
que possam retardar o declinio funcional, mantendo um padrdo de vida saudavel séo objeto de
muitos estudos. Para que haja o desenvolvimento de terapias seguras e com efeitos biologicos
e neurofisioldgicos comprovados é fundamental a utilizagdo de modelos ndo clinicos de
espécies animais para dados preditivos para humanos. A estimulacéo cerebral ndo invasiva e o
exercicio fisico sdo intervencGes ndo farmacoldgicas que tém atraido atencao pela auséncia de
eventos adversos associados ao seu uso, e por um robusto perfil de seguranca, com potencial
melhora na fungdo motora e cognitiva, com mecanismos de reducdo da inflamacdo, proliferacéo
celular e atenuacdo do estresse oxidativo. Poucos estudos exploram a associacdo da
fotobiomodulagdo com exercicio nesse contexto, portanto, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a resposta comportamental e os efeitos neuroprotetores em camundongos de meia idade
submetidos a terapia de fotobiomodulacao transcraniana e exercicio fisico. A hipotese € de que
haja melhora na funcdo cognitiva e motora nesses animais ap6s 10 dias de intervencdo.
Métodos: Cinquenta camundongos machos suico albino, com idade entre 8-10 meses foram
distribuidos em  grupos sendo que um grupo recebeu dez aplicagdes diarias de
fotobiomodulagdo (PBM+S), um grupo com fotobiomodulacéo desligada pelo mesmo periodo
(SHAM+S), um grupo com fotobiomodulacéo e exercicios em roda de corrida (PBM+E), um
quarto grupo com fotobiomodulagéo desligada e com exercicios (SHAM +E) e um grupo caixa
moradia. As analises comportamentais foram realizadas pelos testes de memdria (Teste de
reconhecimento de objeto), de desempenho motor (Rota rod) e locomogéo geral (Teste de
campo aberto). As analises estatisticas foram realizadas com o software STATA, para os dados
paramétricos com ANOVA de uma via e nao paramétrios Kruskal-Wallis seguido do teste post
hoc e correcdo de Bonferroni. Resultados: Entre as variaveis analisadas, encontramos
diferencgas significativas entre os grupos referente, a memaria dos animais: o grupo SHAM+E
apresentou valores significativamente maiores em comparacao ao grupo PBM+S (z = 2,496, p
= 0,0125). Além disso, os valores para memdria no grupo PBM+S foram significativamente
menores em relacdo ao grupo SHAM +S (z = -2,451, p = 0,0143). Com relacdo as outras
variaveis, ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos. Conclusao: Dessa forma,
inferimos que a fotobiomodulacdo facilitou a meméria dos animais, sem associacdo do
exercicio, por outro lado o exercicio por si também apresentou efeito, porém com menor
magnitude. Sugerimos dessa forma, que em camundongos de meia idade saudaveis, a
fotobiomodulagdo pode levar a melhora cognitiva quando utilizada individualmente, porém
guando associada ndo demonstrou 0 mesmo desempenho, sendo necessario mais estudos
futuros para sua aplicacdo em outras populacfes e com outros parametros.

PALAVRAS-CHAVE: fotobiomodulagéo; exercicio fisico; camundongos meia idade



ABSTRACT

Introduction: Physical and cognitive changes inherent to the aging process are a concern given
the growing elderly population. Behavioral interventions to slow functional decline while
maintaining a healthy standard of living are widely studied. Developing safe therapies with
proven biological and neurophysiological effects requires the use of non-clinical animal models
to predict human outcomes. Non-invasive brain stimulation and physical exercise are non-
pharmacological interventions attracting attention due to their lack of associated adverse events,
robust safety profile, and potential to improve motor and cognitive functions by reducing
inflammation, promoting cell proliferation, and mitigating oxidative stress. Few studies explore
the combined effects of photobiomodulation and exercise in this context, so the present study
aims to evaluate behavioral responses and neuroprotective effects in middle-aged mice
subjected to transcranial photobiomodulation therapy and physical exercise. The hypothesis is
that these interventions improve cognitive and motor function after 10 days. Methods: Fifty
male Swiss albino mice, aged 8-10 months, were divided into groups: one receiving ten daily
photobiomodulation sessions (PBM+S), one with inactive photobiomodulation (SHAM+S),
one combining photobiomodulation and running wheel exercises (PBM+E), a fourth group with
inactive photobiomodulation and exercise (SHAM+E), and a control group. Behavioral
analyses included memory tests (object recognition test), motor performance (rotarod test), and
general locomotion (open field test). Statistical analyses utilized STATA software, with
parametric data analyzed using one-way ANOVA and non-parametric data via Kruskal-Wallis
tests, followed by post-hoc analysis and Bonferroni correction. Results: Significant differences
emerged in memory performance among groups. The SHAM+E group showed higher memory
values compared to PBM+S (z = 2.496, p = 0.0125), while the PBM+S group exhibited
significantly lower memory values than SHAM+S (z = -2.451, p = 0.0143). No significant
differences were found in other variables. Conclusion: Photobiomodulation alone facilitated
memory improvement in mice, independent of exercise. Conversely, exercise also produced an
effect, though of lesser magnitude. These findings suggest that in healthy middle-aged mice,
photobiomodulation alone can enhance cognitive function, but its combination with exercise
did not yield the same performance, warranting further studies for application to other
populations and parameters.

KEYWORDS: photobiomodulation; physical exercise; middle age
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1. CONTEXTUALIZACAO

Essa dissertacdo foi realizada seguindo as normas do Programa de Pés-Graduagdo em
Fisioterapia e desenvolvida no Laboratério de Neurociéncias e Reabilitacdo Neurologica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

A orientadora do presente projeto, Prof® Dra. Anna Carolyna Lepesteur Gianlorenco,
segue a linha de pesquisa de processos basicos, desenvolvimento e recuperacdo funcional do
sistema nervoso, realiza pesquisas experimentais com camundongos sobre as potenciais
intervencdes para melhora de fungdes motoras e ndo motoras, além da interagdo dos sistemas
histaminérgico e dopaminérgico. Além disso, também realiza pesquisas sobre avaliacdo e
intervencdo em individuos com Doenca de Parkinson. Para tanto, segue com parceria
internacional com o Departamento de Fisiologia da Universidade de Toronto através da
pesquisadora Maithe Arruda Carvalho, PhD, e com o Dr Felipe Fregni, Diretor do Spaulding
Neuromodulation Center, Harvard Medical School. O presente projeto teve como
colaboradores nacionais Professor Dr Cléber Ferraresi e Professor Doutor Vanderlei Bagnato.

A discente pesquisadora deste projeto, Renata Ferreira G Tremarin, ¢ Médica
Veterinaria e atua na area de fisioterapia e reabilitacdo veterindria ha 12 anos, iniciou o
Mestrado em Marco de 2023 com o intuito de aprimorar e aprofundar seus estudos, adquirindo
maior embasamento para atuacdo dos novos recursos humanos em sua area, além de buscar
maior robustez cientifica para iniciar sua carreira académica e melhorar seus atendimentos, uma
vez que devam ser baseados em evidéncias. Durante os dois anos, a discente realizou disciplinas
referentes ao cumprimento de créditos do Programa de PoOs-Graduacdo em Fisioterapia da
UFSCar. No primeiro e terceiro semestres focou na escrita do projeto e no segundo semestre, a
discente realizou a qualificacdo do projeto, no qual foi aprovada. No terceiro semestre, a
discente submeteu o projeto ao comité de ética em pesquisa com animais da UFSCar e obteve
posterior aprovacdo e sendo assim, deu inicio a coleta de dados. No decorrer do curso de
Mestrado, a discente foi aperfeicoando suas habilidades de trabalho participando das atividades
do laboratorio e também institucionais, junto ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas com a
colaboracéo da Professora Dra Anabelle Cornachione. Atualmente, a discente da por finalizada
sua pesquisa e aguarda para a defesa de sua dissertacao.

Além dos objetivos geral e especificos do presente projeto, 0 mesmo também tem por
objetivo contribuir com a literatura a respeito do entendimento sobre as potenciais intervencdes

que ainda ndo possuem evidéncias cientificas concretas ou que ainda séo desconhecidas. Tem



como objetivo futuro avancar nas técnicas de intervengdo e promover sua aplicacdo em outras
espécies, em sua area de atuacao.

Curriculo Lattes: https://lattes.cnpq.br/5278351994171677

ORCID: https://orcid.org/0009-0005-9686-4026

Descrigdo da dissertagdo para publico leigo: O estudo investigou formas de combater o
envelhecimento cerebral usando luz (fotobiomodulacgéo) e exercicios fisicos. Foram testados 50
camundongos de meia-idade divididos em grupos: alguns receberam apenas a luz, outros
fizeram apenas exercicio, e alguns combinaram os dois. Os testes analisaram a memoria, a
locomocdo e o desempenho motor. Os resultados mostraram que a fotobiomodulagdo sozinha
melhorou a memdria dos camundongos mais do que o exercicio, embora o0 exercicio também
tenha trazido beneficios, mas de menor intensidade. Surpreendentemente, a combinacdo dos
dois ndo apresentou 0os mesmos resultados positivos. Os pesquisadores concluiram que a
fotobiomodulagéo pode ajudar a melhorar a memaria no protocolo aplicado, mas mais estudos

sd0 necessarios para entender como funciona em diferentes contextos e populacées.

2. INTRODUCAO

Segundo dados na Organizacdo Mundial de Saude, em 2019, havia 703 milhdes de
pessoas com 65 anos ou mais na populacdo global, com expectativa de que este nimero
duplique para 1,5 bilhdes em 2050. Isso esté intrinsecamente relacionado aos avangos na area
da salde e ao desenvolvimento de tecnologias assistivas que reduzam o desgaste fisico
associado ao envelhecimento. Esses fatores estdo desencadeando transformacdes substanciais
nos sistemas econdmicos e de salde, e na estrutura social em muitos paises (RODRIGUES et
al,. 2022).

No entanto, as alteracdes fisicas e cognitivas inerentes ao processo de envelhecimento,
tais como alteragcdo na memoria e atencdo, reducdo da forca muscular, e do equilibrio, sdo
motivo de preocupacdo, uma vez que podem resultar em inatividade fisica e isolamento social.
Isso, por sua vez, agrava as condi¢des cronicas de saude e acelera o desenvolvimento da
fragilidade (MERCHANT et al., 2021).

Ha grande interesse no desenvolvimento de intervengdes comportamentais que possam
retardar o inicio de declinio funcional, especialmente durante os estagios iniciais. A base de

conhecimento necessaria para criar terapias que melhorem a funcdo nos anos posteriores da
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vida é um dos objetivos da pesquisa apoiada para entender melhor os mecanismos subjacentes
do envelhecimento e da alteracdo cognitiva associada. Para o desenvolvimento de terapias
seguras e com efeitos biologicos e neurofisiolégicos comprovados, a utilizacdo de modelos ndo
clinicos relevantes e de espécies animais é fundamental para se obterem dados preditivos para
0s seres humanos. Para a maioria das novas terapias isto é obtido aplicando estratégias com
fundamento cientifico (CANNON; GREENAMYRE, 2010); LAVER, 2016).

A estimulacdo ndo invasiva cerebral tem atraido atencdo pela auséncia de eventos
adversos relevantes associados ao seu uso e por um robusto perfil de seguranca, além de atuar
nas ondas cerebrais melhorando a fungdo motora e cognitiva dos pacientes com diferentes
condi¢cdes (MCGEE et al., 2023). Entre as técnicas existe a fototerapia no infravermelho
proximo (Near-infrared phtotherapy - NIR) ou fotobiomodula¢do (Photobiomodulation -
PBM) que é uma modalidade de tratamento estudada h& anos, definida como distribuicéo
terapéutica de luz de baixa irradiancia em células ou tecidos corporais a um comprimento de
onda especifico correspondente a absor¢des moleculares entre 600 e 1100 nm janela espectral
que corresponde a profundidade méaxima de penetracdo para modular processos bioldgicos
(OUESLATI et al., 2015; FOO et al., 2020).

Estudos com modelos experimentais tém demonstrado a eficacia da terapia com laser
de baixa intensidade, aplicado de forma transcraniana (t-PBM), em conferir efeitos terapéuticos
no sistema nervoso central. Esses efeitos incluem a reducdo da inflamacéo, a promocéo da
proliferacdo celular e a atenuagdo do estresse oxidativo, sugerindo potencial melhorara da
capacidade de aprendizado e memdria em animais testados (XUAN et al, 2014; HUANG et al,
2012; WU et al, 2012).

A aplicacéo transcraniana da fotobiomodulagédo terapéutica em camundongos garante
que a irradiacdo alcance a superficie cortical do cérebro. Estudos recentes indicam que essa
técnica tem potencial para influenciar a neuroplasticidade neuronal, modulando a excitabilidade
no cortex motor por meio de diversos mecanismos bioldgicos (CHAIEB et al, 2015; CHANG
et al, 2018; LONGO et al, 2020; ASKALSKY e LOSIFESCU, 2019).

A eficacia da penetracdo do laser de baixa intensidade através do crénio humano
também tem sido confirmada por pesquisas. Esses estudos demonstram que diferentes regides
anatdmicas absorvem quantidades variadas de fotobiomodulacdo (JAGDEO et al, 2012,
TEDFORD et al, 2015). Aléem disso, foi observado que a intensidade e comprimento de onda

do laser tem um impacto direto na profundidade alcancada nos tecidos cerebrais, permitindo



que a fotobiomodulagdo atinja o sistema nervoso central através da penetragdo da energia
através dos tecidos externos (TEDFORD et al, 2015; THUNSHELLE, 2016).

Dessa forma, esse método de tratamento tem se mostrado eficaz na melhoria da fungéo
metabolica cerebral, estimulando a neurogénese e a sinaptogénese, bem como regulando
neurotransmissores e fornecendo neuroprotecdo por meio de sinalizacdo anti-inflamatéria e
antioxidante (SALEHPOUR et al, 2018). A PBM atua em moléculas sensiveis a luz no corpo,
denominadas cromdforos, que sdo excitadas através da estimulacdo fotdnica. Existem 3
cromoforos nos tecidos dos mamiferos capazes de absorver luz na faixa de NIR, a hemoglobina,
a mioglobina e o Citocromo C oxidase (COX) (OUESLATI et al., 2015; FOO et al., 2020).

A principal teoria que sustenta a utilizagdo da PBM é que esse recurso aumenta a
producdo de energia mitocondrial, promovendo fotodissociacdo do 6xido nitrico (NO) no sitio
de ligagdo da COX, facilitando a ligacéo de O e a transferéncia de elétrons (HAMBLIN; 2018).
As mitocdndrias sdo organelas responsaveis por gerar energia na forma de adenosina trifosfato
(ATP), através do processo de respiracdo e fosforilacdo oxidativa. Elas desempenham um papel
crucial no metabolismo de lipidios e aminoacidos, além de armazenarem os produtos resultantes
da oxidacdo do piruvato e do ciclo de Krebs. Também sdo fundamentais para a manutencdo da
homeostase do célcio, a eliminacdo de radicais livres e o controle da morte celular programada
(PCD) (BOSE; BEAL, 2016).

Infusbes acidentais de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) inibiram
seletivamente o complexo mitocondrial I que é um dos componentes da cadeia de transporte de
elétrons (LANGSTON et al., 1983; BURNS et al., 1985), outras toxinas capazes de inibir o
complexo | como rotenona, piridabeno, tricloroetileno e fenpiroximato induziram
neurodegeneracdo dopaminérgica, em moscas, roedores e humanos, desta forma associa-se que
a disfuncdo mitocondrial desempenhe um papel importante na doenca de Parkinson (DP)
(CHATURVEDI E BEAL 2008). Toxinas que afetam as mitocondrias reduzem o movimento
das mitocondrias, aumentam a transicdo de permeabilidade mitocondrial, aumentam a geragéo
das espécies reativas de oxigénio (ERQOs), e a sintese de o0xido nitrico (BOSE; BEAL, 2016).

As mitocondrias que utilizam o oxigénio para producdo de energia, s&o uma das fontes
priméarias de EROs contribuindo para o estresse oxidativo intracelular, o NADH (dinucleotideo
de nicotinamida adenina) e a cadeia de transporte de elétrons ao serem estimulados
excessivamente produzem excesso de EROs. Quando em concentragdes moderadas os EROs
desempenham importantes papéis nos processos fisioldgicos como vias de sinalizagdo, indugéo
de resposta mitogénica, defesa contra patdgenos infecciosos, quando em superproducéo



promove falha no equilibrios das defesas antioxidantes enddgenas desencadeando danos
oxidativos como alteragfes pds-traducionais, oxidacdo de proteinas e de lipidios, além de
oxidacdo do DNA/RNA que sdo alteracbes muito comuns nas doencas neurodegenerativas
(GAN; JOHNSON, 2014)

Outra estratégia comportamental para retardar alteracdes relacionadas ao
envelhecimento é o exercicio fisico. Com relacdo ao exercicio fisico, € comprovado que possui
efeito positivo no desempenho comportamental, sendo objeto de muitos estudos,
principalmente por ser capaz de promover mudancas importantes na neuroplasticidade com
efeitos duradouros, tanto em nivel molecular quanto comportamental (FANG et al., 2018).

Um estudo de meta-analise sugeriu que o exercicio pode modular positivamente as vias
dos fatores neurotroficos como fator neurotréfico do cérebro (Brain derived neurotrophic fator
- BDNF ), entre outros marcadores essenciais na neurorestauragdo e na neuroprotecao,
estimulando o crescimento e a diferenciagdo de novos neurdnios e sinapses. Também reforgou
que o exercicio tem varios efeitos benéficos nas mitocdndrias, como melhora da biogénese
mitocondrial e normalizacdo dos niveis de proteinas da cadeia respiratoria mitocondrial
(Complexo I, Complexo Il e Complexo V). Esta meta-analise mostrou melhora da angiogénese
pelo aumento da densidade dos vasos sanguineos, da neuroplasticidade sinaptica e do aumento
da neurogénese do hipocampo, o que refletiu na melhora da memoria nos testes
comportamentais, aumento da serotonina (5-HT) e dos receptores canabindides e opioides que
podem estar correlacionados com a melhora dos sintomas ndo motores como depressdo e dor
(FERREIRA; BINDA; REAL, 2021).

Os componentes responsaveis pela modulacdo da neuroplasticidade envolvem a
neurotransmissao, sinaptogénese e neurogénese. Modelos experimentais demonstram que a
neuroprotecdo promovida pelo exercicio estid relacionada a angiogénese, alteracdes em
neurotransmissores e receptores, aumento de neurotrofinas como fator neurotréfico derivado
do cérebro (Brain derived neurotrophic fator - BDNF) e fator neurotréfico da glia (glial derived
neurotrophic fator —- GDNF) (GARCIA; REAL; BRITO, 2017; WANG et al., 2022).

Crescentes evidéncias na literatura demonstram que no envelhecimento habilidades
cognitivas especificas como velocidade de processamento e memdria episddica vao sendo
perdidas e que o baixo desempenho cognitivo desencadeia prejuizos a vida cotidiana. Somado
a isso um desempenho cognitivo prejudicado predispde a doengas neuroldgicas, entre elas as
deméncias. Portanto estudar os mecanismos de preservacao da funcao cognitiva é tdo relevante

(YU et al., 2021). O exercicio fisico tem sido estudado como potencial intervencdo nédo



farmacoldgica nas doencas neurodegenerativas por promover melhora da marcha, equilibrio,
dor, sintomas psicologicos e cognitivos, além de ser uma terapia barata e prontamente
disponivel (FERREIRA; BINDA; REAL,; 2021).

Os mecanismos envolvidos a estes efeitos ainda permanecem sem esclarecimentos desta
forma, modelos experimentais tém sido amplamente estudados para compreender as vias
envolvidas nos efeitos benéficos dos exercicios. Em geral, os resultados encontrados sdo:
neuroprotecdo, neuroplasticidade através da sintese e liberacdo de fatores neurotroficos,
restauracdo e equilibrio de neurotransmissores, aumento da resisténcia ao estresse oxidativo,
reducdo no processo inflamatério no cérebro, aumento na sinaptogénese, angiogénese e
neurogénese (PALASZ et al., 2019).

Além disso, em revisdo realizada em 2024, constatamos uma escassez de estudos
publicados em individuos de meia idade ou idosos saudaveis explorando a associacdo do
tratamento com fotobiomodulacgdo e exercicio na resposta motora, cognitiva e neuroprotetora

no envelhecimento, demonstrando a necessidade de estudos pré-clinicos para avanco na area.

3. OBJETIVOS E HIPOTESES

3.1 Objetivos Gerais
Avaliar a resposta cognitiva e motora mediante associagdo da fotobiomodulagdo e do

exercicio fisico em animais de meia idade.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar a resposta cognitiva através do teste de reconhecimento de objetos em

camundongos de meia idade que receberam a associacdo de fotobiomodulacéo
transcraniana e exercicio.

e Avaliar a resposta motora na coordenacdo, equilibrio e locomocdo de
camundongos de meia idade que obtiveram a associa¢do de fotobiomodulacéo

transcraniana e exercicio através do teste do rota rod.

A hipdtese é de que a associagdo da fotobiomodulagdo com exercicio melhore a

memoria e 0 desempenho motor em camundongos de meia idade.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais
Os Camundongos machos Suico albino de 8-10 meses de idade foram adquiridos do

biotério da Anilab, Paulinia - SP e alojados individualmente em gaiolas (Figura 1) a 21°C em
um ciclo claro/escuro de 12h/12h com abastecimento de agua e alimentos ad libitum. Os
experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA, Brasil) e todos os esfor¢os foram realizados para
reduzir o sofrimento animal e minimizar o numero de animais utilizados. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Federal de S&o
Carlos e protocolado sob o n° 7819200524.

FIGURA 1 - ANIMAIS ALOJADOS NO BIOTERIO DO LABORATORIO DE NEUROCIENCIAS E REABILITACAO
NEUROLOGICA DA UFSCAR

4.2 Grupos Experimentais
Foram utilizados 50 camundongos ingénuos macho sui¢o albino, com peso entre 36 a

54g, os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos conforme descrito na Tabela 1:

Tabela 1 Grupos Experimentais

Grupos N =50
Controle C (caixa moradia sedentdrio) 10
PBM+E (fotobiomodulagdo + exercicio) 10
SHAM + E (sham + exercicio) 10
PBM + S (fotobiomodulacao + sedentario) 10
SHAM + S (sham + sedentario) 10




Material e Métodos

Camundongos 8- Teste do Rota Rod Tricotomia Fotobiomodulagao Roda de corrida
10 meses Realizado 5 dias Realizado 24h antes da Aplicagdo 1vez ao dia, Camundongos introduzidos
Aclimatados durante 7 antes dos exercicios aplicagao da PBM durante 10 dias imediatamente apds
dias aplicagdo da PBM.

Exercicio realizado durante
10 minutos, 1 vez ao dia,
durante 10 dias

Material e Métodos

240 26°
dia dia

Descanso Teste do Rota Rod Campo Aberto 2° Fase NOR 3° Fase Nor
Durante 48h Realizado 48h apds E primeira fase do teste de  Reconhecimento de ~ Reconhecimento de objetos
os exercicios reconhecimento do objeto objetos idénticos distintos

FIGURA 2 — DESENHO ESQUEMATICO DA LINHA DO TEMPO DAS INTERVENGOES REALIZADAS
DURANTE O ESTUDO EXPERIMENTAL



4.3 Fotobiomodulagéo
Durante as 24h que precederam o inicio do tratamento, os camundongos foram contidos

suavemente com a mao e os pelos do topo da cabega foram removidos com o auxilio de uma
maquina de tosa silenciosa da Shawan Star, para habituacdo ao pesquisador.

Para o tratamento com fotobiomodulacéo, os camundongos foram tratados com diodos
de laser GaAlAs (arsenieto de galio e aluminio) no comprimento de onda de 808 nm de um
dispositivo emissor de luz TF Premier da MMO, S&o Paulo, Brasil (Figura 4). O dispositivo foi
aplicado em contato direto com a superficie da cabeca do animal. Para o ponto de aplicacéo, os
difusores foram posicionados de modo a entregar a energia no ponto com aproximadamente 1
cm? de tecido irradiado no topo da cabeca do animal, especificamente na regido de intersecédo
entre a sutura sagital e a sutura coronal no osso frontal, conhecida como bregma. (OUESLATI,
LOVISA; PERRIN, 2015, CECYN; ABRAHAO, 2023). Os camundongos foram habituados
durante 30 minutos e em seguida expostos, durante 30 segundos a aplicacdo de laser continuo
com poténcia de 100 mW que equivale a energia total de 3,3J, fornecendo densidade de energia
de 100J/cm? até completarem 10 sessdes, uma vez ao dia, durante 10 dias. Para cada exposicéo
com fotobiomodulagéo, os camundongos foram contidos suavemente com a méo e o laser foi
mantido perpendicularmente no topo da cabeca. Os camundongos que ndo receberam a
irradiacdo, permaneceram com os difusores em um ponto de 1 cm? no topo da cabeca durante
30 segundos com o equipamento desligado (OUESLATI; LOVISA; PERRIN, 2015, EL
MASSRI et al., 2016).

i G ®
Bregma Lambda
________ ear
: drums
interau'ral line
B ;
—
L I i
Bregma Lambda

FIGURA 3 - (A) VISTA LATERAL DO CRANIO DO CAMUNDONGO COM PONTOS DETALHADOS DA MEDIGAO DO BREGMA
E DO LAMBDA DEMONSTRANDO AS DISTANCIAS DORSOVENTRAIS DA LINHA INTRAURAL. (B) VISTA DORSAL DO
CRANIO DO CAMUNDONGO DEMONSTRANDO AS DISTANCIAS ANTEROPOSTERIORES DA LINHA INTRAURAL COM O
BREGMA MEDIDO NO PONTO DE CRUZAMENTO ENTRE AS SUTURAS CORONAL E SAGITAL. (CECYN; ABRAHAOQ;
2023)
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FIGURA 4 - CAMUNDONGO SUAVEMENTE CONTIDO ENQUANTO O DIODO DE LASER E APLICADO NO TOPO DA CABECA
4.4 Teste Comportamental

4.4.1 Roda de Corrida
Os animais exercitados foram introduzidos a uma roda de corrida (Figura 5) com 17 cm

de didmetro durante 10 minutos, por 10 dias consecutivos imediatamente ap6s serem
submetidos a fotobiomodulacédo ligada ou sham. Os animais se exercitaram voluntariamente e
espontaneamente durante o periodo estipulado e, 0 tempo em que 0 camundongo permaneceu
correndo foi registrado com um crondmetro. O grupo sedentario que ndo foi exercitado foi

introduzido diariamente a roda de corrida travada, durante 10 minutos (ZHOU et a., 2017

10



4.4.2 Teste de reconhecimento de objeto
O novo teste de reconhecimento de objeto (NOR) é um método rapido e eficiente para

avaliar diferentes fases de aprendizado e memdria em camundongos. O teste consiste em trés
sessOes: uma sessdo de habituacdo, uma sessdo de treinamento e uma sessédo de teste. O
treinamento envolve a exploracao visual de dois objetos idénticos, enquanto a sessdo de teste
envolve a substituicdo de um dos objetos anteriormente explorado, por um novo objeto
(LUEPTOW, 2017).

Durante a habituagdo os camundongos foram retirados de suas gaiolas individualmente
e foram colocados no centro de um aparato de madeira vazio com dimensdes 52,5 cm x 52,5
cm x 27,5 cm durante 5 minutos. Ao final, o camundongo foi alojado em uma gaiola de retengédo
para ndo comprometer o comportamento dos demais camundongos a serem testados. Todo o
aparato foi higienizado com alcool 70% entre os treinos dos camundongos. 24 horas apos a
sessdo de habituacdo o camundongo, foi recolocado individualmente no centro do aparato vazio
durante 1 minuto para se habituar novamente, ao término foi colocado na gaiola de retencéo,
em seguida foram adicionados dois objetos idénticos (Figura 6), dois potes de vidro cilindricos
com areia cinza no interior da caixa em quadrantes opostos espagados igualmente da parede e
do centro do aparato, o camundongo foi reintroduzido ao centro da caixa equidistante aos
objetos idénticos. Foi permitido que o modelo experimental explorasse ambos objetos até que
a soma dos dois objetos explorados fosse de 30 segundos. Todo o aparato foi higienizado com
alcool 70% entre o treinamento dos camundongos (LUEPTOW, 2017; MANSK, 2020).

FIGURA 6 - CAMUNDONGO REALIZANDO A SEGUNDA FASE DO TESTE, RECONHECIMENTO DE OBJETOS IDENTICOS
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Vinte e quatro horas ap06s a sessdo de treinamento, o camundongo, foi recolocado
individualmente no centro do aparato vazio durante 1 minuto para ambientar-se, ao término foi
colocado na gaiola de retencéo, em seguida para a sessao de teste um dos objetos foi substituido
por novo objeto (Figura 7) ndo utilizado durante a sessdo de treinamento mantendo a posicao
dos objetos como na sessdo de treinamento. Foi permitido que o modelo experimental
explorasse ambos objetos até que a soma dos dois objetos explorados fosse de 30 segundos. O
lado em que o novo objeto foi posicionado foi contrabalanceado entre os animais. Todo o
aparato foi higienizado com alcool 70% entre o treinamento dos camundongos (LUEPTOW,
2017; MANSK, 2020).

O tempo total da sessdo de treinamento, de teste e da exploracdo dos objetos foi
quantificado com auxilio de um cronémetro de mdo (MANSK, 2020). Utilizamos a diferenca

entre o tempo de exposicdo como variavel de interesse (delta_nor).

4 AZUL v

FIGURA 7 - CAMUNDONGO REALIZANDO A TERCEIRA FASE DO TESTE, RECONHECIMENTO DO NOVO OBJETO.

4.4.3 Teste Rota Rod
Os camundongos foram habituados durante 30 minutos e em seguida foram

apresentados de dois em dois a andar em cima de um cilindro de 8 cm de didmetro, posicionado
transversalmente a aproximadamente 20 cm do piso do equipamento a rota-rod (Figura 8) 5
dias antes do inicio dos exercicios e no décimo segundo dia p6s exercicio em roda de corrida
para avaliacdo da funcdo motora. O tempo ligado e as quedas foram registradas. Todos 0s
camundongos foram submetidos ao cilindro giratério movendo-se inicialmente a 5 rpm

aumentando a velocidade gradativamente até atingir a velocidade de 20 rpm durante 300
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segundos. O teste do rota-rod avaliou sua capacidade motora, coordenacéo e senso de equilibrio
antes e depois do experimento. Foi calculada a pontuacdo média das duas sessdes e 0 tempo
méaximo de execucdo foi limitado a 300 segundos. (JANG et al., 2016; KOO; CHO, 2017).

Utilizamos a diferenca no nimero de quedas como variavel de interesse.

FIGURA 8 - CAMUNDONGOS SENDO AVALIADOS NO TESTE DO ROTAROD EM RELAGAO AO NUMERO DE QUEDAS.

4.4.4 Teste de Campo Aberto
O teste de campo aberto mede a atividade locomotora espontanea dos camundongos. Os

camundongos foram colocados ao centro de uma caixa quadrada de madeira de 52,5 cm x 52,5
cm x 27,5, tendo sua base dividida em 25 quadrantes 10 cm x 10 cm, e foram habituados ao
ambiente por 5 minutos. Depois seu movimento livre foi registrado durante 5 minutos. Ap6s
cada experimento a caixa foi esterilizada com solucéo de etanol 70% para limpar o fundo e as
paredes, os dados sobre velocidade (m/s) e distancia percorrida (m) foram coletados e

analisados usando o software ANY-Maze 7.4 (WANG et al., 2022).

3 AZUL
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FIGURA 9 - CAMUNDONGO NA HABITUAGAO PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO

5. ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram conduzidas utilizando o software STATA. Inicialmente
foram realizados testes de homogeneidade e normalidade. O teste de analise de variancia
unidirecional (ANOVA) foi utilizado, seguido do teste post hoc, para os dados paramétricos,
enquanto o teste de Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) seguido do ajuste de comparacoes
mdaltiplas de Bonferroni, atuou nos dados ndo paramétricos. Além disso, foi realizada uma
analise de regressdo multivariada para investigar o efeito do tempo de exercicio, sobre a
variavel dependente, delta_nor. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de p <
0,05. Todas as medidas comportamentais foram realizadas 48 horas ap6s a Ultima sessdo de
treinamento fisico para evitar qualquer interpretacdo incorreta dos dados devidos a efeitos
residuais agudos do exercicio (LAU et al., 2011).

6. RESULTADOS

Os procedimentos deste estudo foram realizados entre os meses de Setembro a
Novembro de 2024, contando com 40 camundongos machos sui¢o albino com idade entre 8 a
10 meses. Todos os animais completaram o estudo sem nenhuma intercorréncia ou ébito.

Com relacéo as andlises estatisticas, a normalidade das variaveis foi avaliada usando o
teste de Shapiro-Wilk. Para a variavel relacionada a diferenca do tempo de exploracdo no teste
de reconhecimento do objeto (delta_nor), o teste indicou um desvio significativo da
normalidade (W = 0,81576, p < 0,0001), sugerindo que essa variavel ndo segue uma
distribuicdo normal. Em contraste, as variaveis diferenca no numero de quedas, velocidade e
distancia foram consideradas dentro da normalidade. Especificamente, os resultados do teste de
Shapiro-Wilk para essas variaveis foram os seguintes: deltaquedas (W =0,98903, p = 0,96060),
velocidade (W =0,97595, p = 0,54231) e distancia (W=0,98176, p = 0,62840), todas mostrando

auséncia de desvios significativos da normalidade.

TABELA 2 REPRESENTACAO DO TESTE DE SHAPIRO-WILK

Deltaquedas w =0,98903 p =0,96060
Velocidade w =0,97595 p=0,54231
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Distancia w =0,98176 p=0,62840

Devido & ndo normalidade de delta_nor foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para
comparar as médias entre 0os quatro grupos experimentais. O teste indicou uma diferenca
significativa em deltanor entre os grupos (chi2(3) = 8,008, p = 0,0458), sugerindo que pelo
menos um grupo diferiu significativamente dos outros.

Para investigar mais afundo as diferengas entre pares especificos de grupos, realizamos
comparagOes pareadas utilizando o teste de Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) para
delta_nor. Seguido do ajuste de compara¢des multiplas de Bonferroni.

A analise ndo indicou diferenca significativa entre os grupos PBM+E e SHAM+E (z =
-0,681, p = 0,4960), entre PBM+E e PBM+ S (z = 1,701, p = 0,0889), entre PBM+E e SHAM
+S (z =-0,123, p = 0,9024) e entre SHAM+E e SHAM +S (z = 0,327, p = 0,7439).

Entretanto entre os grupos SHAM +E e PBM +S foi encontrada uma diferenca
significativa (z = 2,496, p = 0,0125), indicando que delta_nor foi significativamente maior no
SHAM +E em comparacdo com o PBM +S, o grupo SHAM +E levou mais tempo no
reconhecimento do segundo objeto em relagdo ao grupo PBM +S.

A analise também indicou que entre os grupos PBM +S e SHAM +S também foi
encontrada uma diferenca significativa (z = - 2,451, p = 0,0143), sugerindo que os valores de
delta_nor no grupo PBM +S foram significativamente menores do que SHAM +S, o grupo

PBM +S reconheceu mais rapido o segundo objeto comparado ao grupo SHAM +S.
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FIGURA 10 - MEDIA E ERRO PADRAO DA MEDIA DA DIFERENGA EM SEGUNDOS DO TEMPO GASTO ENTRE O
RECONHECIMENTO DE OBJETOS IDENTICOS E DISTINTOS.
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Uma andlise de regressao multipla foi realizada para avaliar o impacto do grupo tempo
roda de corrida sobre delta_nor. O modelo foi estatisticamente significativo (F(2,36) = 3,27, p
= 0,0496), indicando que as variaveis independentes explicam uma porcdo significativa da
variacdo em delta_nor, inferindo que, quanto mais ativo na roda de corrida maior o0 impacto no
reconhecimento do objeto. No entanto, o valor de R-quadrado foi relativamente baixo (0,1537),
sugerindo que outros fatores ndo incluidos no modelo também podem influenciar delta_nor.
Em relacdo ao grupo, o coeficiente para grupo foi 36,20, indicando que para cada unidade de
aumento em grupo, espera-se que delta_nor aumente em 36,2 unidades. No entanto, esse efeito
néo foi estatisticamente significativo (p = 0,121), sugerindo que o0 grupo ndo tem um impacto
significativo sobre delta_nor neste modelo.

Para o tempo exercicio. o coeficiente para tempo exercicio foi de 0,035, indicando que, a
medida que os dias de exercicio aumentam, delta_nor aumenta aproximadamente 0,035
unidades. Esse efeito foi estatiticamente significativo (p = 0,019), sugerindo que o tempo
exercicio é um preditor significativo de delta_nor.

O intercepto foi -203,50, com um valor de p de 0,049, indicando que o valor base de delta_nor
tanto no grupo quanto no tempo exercicio sdo zero é significativamente diferente de zero.

Os resultados das analises estatisticas indicam que, embora existam algumas diferencas
significativas em delta_nor entre grupos especificos, o poder explicativo geral de grupo nos
modelos de regressdo é limitado. Tempo exercicio emergiu como um preditor significativo de
delta_nor, destacando a importancia do tempo de exercicio na explicacdo das mudancas nessa
variavel.

Com relacdo as variaveis de desempenho motor, a ANOVA para delta_quedas ndo
indicou diferengas significativas entre os grupos (F(3,36) = 0,10, p = 0,9566). O valor de R-
quadrado do modelo foi de 0,0087, indicando que a variabilidade em delta_quedas néo foi

explicada pelo fator agrupamento grupo.
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FIGURA 11 - MEDIA E ERRO PADRAO DA MEDIA DO CALCULO DELTA PARA NUMERO DE QUEDAS,
REPRESENTAGCAO DA DIFERENCA ENTRE O NUMERO DE QUEDAS AO FINAL DO EXPERIMENTO
COMPARADO AO TESTE ANTES DO EXPERIMENTO

A ANOVA para velocidade também ndo mostrou diferencas significativas entre os
grupos (F(3,36) = 0,29, p = 83), com um R-quadrado de 0,02. Isso sugere que o fator grupo
explica apenas uma pequena parte da variabilidade dependente da velocidade.

Da mesma forma, a ANOVA para distancia ndo revelou diferencas significativas entre
os grupos (F(3,36) = 0,24, p = 0,87). O valor de R-quadrado foi 0,01, refletindo um leve poder
explicativo da variavel de agrupamento sobre velocidade. N&o reflete a variavel de grupo, tendo

pouca variagdo sobre a variavel dependente.
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FIGURA 12 - MEDIA E ERRO PADRAO DA MEDIA DA DISTANCIA PERCORRIDA EM METROS NO TESTE DE CAMPO
ABERTO
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7. DISCUSSAO

O presente estudo objetivou demonstrar os efeitos da associa¢do da fotobiomodulagao
com exercicio no desempenho cognitivo e motor em camundongos de meia idade. Nossos
resultados mostraram que em camundongos saudaveis de meia idade a fotobiomodulacéo pode
levar a melhora cognitiva quando utilizada individualmente, porém quando associada ao
exercicio ndo demonstrou 0 mesmo desempenho. Com relacdo ao desempenho motor, nossos
resultados ndo apontaram diferencas significativas entre os grupos.

Os parametros da fotobiomodulacéo utilizados no presente estudo basearam-se nos mais
de 50 trabalhos publicados por Cardoso et al, 2021 que estudaram as propriedades anti-
inflamatorias e os mecanismos da fotobiomodulacdo em diferentes modelos animais. Esses
estudos, demonstram que a fotobiomodulacdo apresenta efeitos metab6licos promissores no
desenvolvimento neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizado, meméria e que em individuos
jovens a fotobiomodulacéo transcraniana melhora as fungbes cognitivas trazendo beneficios
para o cérebro jovem.

De acordo com Oliveira et al., 2024 o comprometimento cognitivo leve (CCL) que
precede a deméncia pode aparecer precocemente, apos 0s 45 anos, devido a neuroinflamacéo
decorrente da perda estrutural e molecular dos substratos essenciais para a formacdo de
sinapses e plasticidade neuronal que ocorre décadas antes do declinio cognitivo grave, portanto
o tratamento precoce do CCL pode servir como meio preventivo de doencgas neurodegenerativas
ao interromper a neuroinflamacdo e preservar as funcdes cerebrais e cognitivas. No presente
estudo, utilizamos camundongos com idades entre 8 e 10 meses, considerados equivalentes a
camundongos de meia-idade. Essa faixa etaria corresponde aproximadamente a humanos com
idades entre 38 e 47 anos.

Huang et al., 2022 verificaram em sua revisdo sistematica com meta-analise o efeito
benéfico das variadas intervencbes de exercicios no comprometimento cognitivo, entre essas
intervengdes, avaliaram as caracteristicas distintas entre o exercicio aerdbico e os exercicios de
resisténcia. Constataram que para atrasar a progressdo do comprometimento cognitivo, da
funcdo motora e da memdria os exercicios de resisténcia possuem resultados mais promissores,
pois sdo capazes de modular citocinas inflamatorias, entre elas as interleucinas (IL) que séo
expressas e liberadas em resposta as contragdes musculares, o aumento da forca e massa
muscular tem sido associada a menores prejuizos cognitivos, ao reduzir o estresse oxidativo,

promover a neurogénese e melhorar a sensibilidade a insulina.
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Existe uma correlacéo positiva entre a frequéncia e a duragdo do exercicio na melhora
da funcéo cognitiva, de acordo com o American College os Sports Medicine (ACSM) e a
American Heart Association (AHA) 20 a 30 minutos de caminhada 5 dias por semana
resultaram em melhora no desempenho cognitivo em pacientes com Doenca de Alzheimer
(NELSON et al., 2017)

A intensidade do exercicio e o tempo de duracdo para produzir um efeito benéfico ainda
ndo estdo definidas, a maioria das intervencdes que tem como publico alvo humanos adultos e
idosos consistem em volume e intensidade relativamente baixos (FRANCIS et al., 2020).

No estudo atual os camundongos foram exercitados por 10 minutos e durante 10 dias,
exibindo um modelo de curta duracdo e curto prazo, a ineficacia na resposta cognitiva e motora
guando associado a fotobiomodulacdo ou como modalidade Unica pode estar correlacionada a
esse modelo.

Exercicios de maior intensidade e duragdo podem ser mais eficazes para melhora da
memodria e da fun¢do motora. Francis et al., 2020 utilizaram camundongos como modelo animal
para doenca de Alzheimer com 14 meses de idade e realizaram exercicios em roda de corrida
durante 1, 3, ou 12h durante 4 meses e identificaram melhora da resposta cognitiva e motora.
Os autores sugerem que para idade mais avangada como 18 meses idade, idade dos
camundongos ao término do estudo o exercicio pode ndo ser tdo capaz de fornecer beneficios
comportamentais como quando mais jovens, portanto os efeitos do exercicio podem ser
dependentes da duracdo, intensidade e idade, corroborando com a importéancia relatada no
presente estudo sobre intervengdes precoces para preservar as fungdes cognitivas prevenindo o
comprometimento neurodegenerativo.

Hwang, Castelli, Gonzalez-Lima, 2016 associaram em seu estudo a fotobiomodulagéo
transcraniana e o exercicio em individuos jovens saudaveis (entre 18 e 30 anos) e nado
constataram maior aprimoramento cognitivo em compara¢cdo com fotobiomodulagdo ou
exercicio isoladamente. Os autores afirmam que ambos 0s tratamentos aumentam a respiragdo
mitocondrial, a oxigenagdo cerebral e o fator neurotrofico derivado do cérebro. Dessa forma,
resultando em efeitos cognitivos semelhantes, uma vez que tratamentos mediados por
mecanismos bioldgicos semelhantes podem resultar em um efeito teto em individuos saudaveis.
Por outro lado, a combinacéo de tratamentos mediados por mecanismos bioldgicos separados e
independentes podem resultar em efeitos maiores. Esses resultados também foram observados
em nosso estudo, onde o grupo PBM+E ndo demonstrou diferencas estatisticas no novo teste
de reconhecimento do objeto, enquanto o grupo PBM+S apresentou melhor desempenho.
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Hwang, Castelli, Gonzalez-Lima, 2016 afirmam que jovens saudaveis estdo no pico do
desempenho cognitivo e que os tratamentos parecem ndo melhorar o desempenho, mas
protegem contra efeitos de fadiga como durante o teste de tarefa de memoria de amostra.
Afirmam ainda que os testes podem néo refletir um efeito de aprendizagem, mas um efeito de
desempenho.

Cardoso et al., 2021 investigaram o desempenho cognitivo, 0s niveis de citocinas e
quimiocinas pro e anti-inflamatdrias no cérebro de camundongos jovens (4 meses) e idosos (20
meses), utilizando um laser de diodo no comprimento de onda de 810 nm, poténcia de 100 m\W,
durante 30 segundos em cinco pontos transcraniano, durante 28 dias. Entre os varios testes
comportamentais realizados o teste do campo aberto foi uma anélise em comum com nosso
estudo, e assim como no presente trabalho ndo obtiveram efeitos significativos da
fotobiomodulacdo no desempenho cognitivo.

O teste de reconhecimento de objetos novos objetiva avaliar os efeitos da
fotobiomodulagdo na melhora funcional da memoria espontanea ao explorar novos objetos, um
trabalho de memoria hipocampo-dependente. Lu et al., 2017 infundiram substancia Ap (beta-
amildide) para inducdo de doenca de Alzheimer em camundongos e utilizaram a
fotobiomodulagéo transcraniana utilizando um diodo no comprimento de onda de 808 nm, em
uma densidade de 25mW/cm?, para atingir os tecidos do cortex cerebral, durante 2 minutos
diariamente, no periodo de 5 dias. Os animais que receberam a substancia AP, tiveram a
memoria significativamente prejudicada, o déficit e o indice de discrimina¢do melhoraram apos
tratamento com fotobiomodulacdo na exploracdo do novo objeto. Foi observado melhora na
aprendizagem a longo prazo e memoria de reconhecimento. Por outro lado, o grupo que nao
recebeu a substancia AP, mas recebeu aplicagdes de fotobiomodulagdo ndo demonstraram
efeito na cogni¢do dos animais. Nosso estudo, no entanto, demonstrou que animais saudaveis
que receberam aplicacGes diarias de fotobiomodulagdo transcraniana obtiveram menor tempo
para explorar os objetos.

O presente estudo é o primeiro a avaliar se ha eficacia da fotobiomodulagao
transcraniana associada ao exercicio em testes comportamentais em animais saudaveis.Estudos
prévios identificaram melhora no teste de rotarod, campo aberto e reconhecimento do objeto
em animais com alguma patologia induzida. Além disso, fizeram uso de apenas uma
modalidade, fotobiomodulacdo ou exercicio e ndo de ambas. Reinhart et al., 2017 utilizaram
modelos de camundongos MPTP tratados com fotobiomodulagdo no comprimento de onda de
670 nm e 810 nm isolados ou em conjunto. O teste do campo aberto foi utilizado para mensurar
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a atividade locomotora dos camundongos. Os autores notaram evidéncias de neuroprotecao e
melhorias comportamentais em modelos animais de doenga de Parkinson, com o laser no
comprimento de onda de 810 nm demonstrando um efeito mais forte no comportamento
locomotor enquanto que o laser no comprimento de onda de 670 nm apresentou efeito mais
forte na neuroprotecao.

Duarte et al., 2018 utilizaram modelos animais que receberam um desmielinizante
chamado cuprizona e aplicaram a fotobiomodulagdo transcraniana em uma densidade de
energia de 36J/cm? com poténcia média de 50 mW, modo continuo e energia de pulso de 1J,
irradiando no alvo 1,78 W/cm? em um Unico ponto equidistante entre os olhos e os ouvidos dos
camundongos, durante 20 s num total de 6 sessdes. O teste do rota-rod foi utilizado para avaliar
a coordenacdo motora dos grupos estudados. Antes da inducdo da desmielinizacdo todos 0s
animais apresentaram laténcias e nimero de quedas semelhantes. Ap0s a exposicao a cuprizona
0 grupo que apenas recebeu o desmielinizante apresentou maior nimero de quedas do cilindro
em relacdo ao grupo controle que recebeu aplicacdes de laser transcraniano. Portanto, mais
estudos séo necessarios para avaliar a eficacia ou ineficacia da associacao das técnicas uma vez
que o presente trabalho ndo constatou diferencas estatisticas entre os grupos avaliados com as

terapias combinadas, mas sim quando utilizadas separadamente.

Limitacdes

Nosso estudo apresenta limitacdes, relacionadas a dificuldade na mensuracdo da
penetracdo da luz aplicada em nosso protocolo. Salehpour et al., 2018 realizaram medic¢des de
transmissdo de luz da fotobiomodulacdo necessarias para atingir os tecidos cerebrais em
camundongos, constataram que a transmissdo de luz no comprimento de onda de 660 nm
através do cranio ndo tricotomizado considerando o tecido do couro cabeludo que consiste em
uma espessura de amostra de 0,85 = 0,09 mm foi de 15,67% * 0,87% quando um feixe de luz
foi focado na regido do bregma. Esses fatores revelam que a fluéncia inicial na superficie do
couro cabeludo foi de 99,9J/cm? mas apenas 16J/cm? atingiram a superficie cortical. Reinhart
etal., 2017 revelaram uma reducdo de 65% da intensidade da luz para cada milimetro de tecido
cerebral. Nosso estudo visava a realizac¢do do protocolo estipulado por Salehpour para observar
a transmissdo de luz no comprimento de onda de 808 nm em um piloto mas em virtude dos
prazos para execu¢do do cronograma néo foi possivel realizar essa anélise, optando-se portanto

a seguir os protocolos de trabalhos ja publicados.

21



Sugerimos que trabalhos posteriores investiguem a penetracéo da luz através dos tecidos
da cabeca do animal afim de fornecer uma dosagem ideal de fotons (J/cm?), além de estipular
o tempo de irradiacdo, a fluéncia e a entrega da fluéncia ideal os tecidos-alvos, dados
necessarios para aumentar a probabilidade de resultados positivos nas pesquisas e fornecer uma
dose de radiacdo suficiente para areas de interesse.

As enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx)
sdo pioneiras no sistema de defesa antioxidante contra as especies reativas de oxigénio (ROS)
e durante danos oxidativos, possuem papel essencial nas funcdes cognitivas. Maiores
quantidades de SOD e GPx estéo relacionadas a melhora do desempenho cognitivo e motor
(MEYNAGHIZADEH-ZARGAR et al., 2020). O presente estudo visava realizar a andlise
molecular dessas enzimas a fim de elucidar os mecanismos de acdo envolvidos na cogni¢édo, no
entanto ndo foi possivel realizar essas analises, para tanto o cérebro dos camundongos foi

removido, congelado e armazenado para analise molecular futura.

8. CONCLUSAO

A fotobiomodulacdo transcraniana pode levar a melhora cognitiva quando utilizada
individualmente, porém quando associada ao exercicio ndo demonstrou 0 mesmo desempenho,
sendo necessario mais estudos para verificar se a associacdo das técnicas em individuos
saudaveis é realmente eficaz ou ndo. Vemos este estudo como um primeiro passo em direcéo a
futuras investigacdes da sua eficacia no tratamento e prevencao de condi¢gdes que comprometam

a funcdo motora e cognitiva.
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