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Resumo: A Terapia com Laser de Baixa Intensidade (TLBI) pode ser utilizada
para tratar dores agudas e cronicas. Entender as vias da dor e as interagdes de
fétons com tecidos neurais possibilitard compreender melhor essas terapias. A
nocicepcado pode ser autocontrolada por analgésicos enddgenos, opidides
naturais que bloqueiam a liberagcdo de neurotransmissores excitatorios e,
portanto, fazem uma inibi¢cdo sensorial total e inespecifica. Sabe-se que a TLBI
pode estimular a liberacdo desses analgésicos enddgenos e inibir
temporariamente o transporte axonal em fibras de pequeno diametro. Conhecer
a fluéncia luminosa no interior do tecido neural é essencial para avaliar as
hipoteses descritas, no entanto, devido a complexidade dos tecidos biolégicos,
calcular (ou simular) as intera¢des da luz com os tecidos é impraticavel. Para
superar esse problema, desenvolvemos experimentos para estimar a fluéncia
de luz em aplicacdo transcraniana de laser e mapeamos as propriedades
Opticas do encéfalo de rato. Foi possivel diferenciar tecidos encefalicos por
suas caracteristicas de atenuacdo da intensidade luminosa e estimar a
profundidade da penetracdo da luz que pode ser de mais de 20 mm.
Encontramos reducdo da dor evocada por pressédo, calor, frio ou inflamacéo
apos TLBI transcraniana em camundongos. Para esse estudo comportamental,
desenvolvemos um equipamento para avaliar o limiar de dor por aplicacao de
pressdo nos animais, que opera com melhor precisdo que 0s instrumentos
comerciais. Os mecanismos de fotoneuromodulacdo foram investigados por
quantificacdo de Trifosfato de Adenosina (ATP), imunofluorescéncia e
marcacdo com hematoxilina-eosina de tecidos encefalicos que foram
visualizados por microscépio confocal. A iluminacdo transcraniana aumentou a
producdo de ATP e de Fosfatase acida prostatica (um analgésico enddégeno) e
reduziu a quantidade do neurotransmissor glutamato, responsavel pela
conducao da informacéo nociceptiva. Por outro lado, ndo observamos alteracéo
na concentracdo de tubulina, um dos constituintes do citoesqueleto, e a
marcagdo com hematoxilina-eosina revelou que ndo houve dano ao tecido
decorrente da iluminacdo. Os achados apresentados nesse estudo atestam a
relevancia e eficacia da fotoneuromodulagdo proveniente de iluminacao
transcraniana com laser de 808 nm para suprimir a nocicepgdo em
camundongos. Esse estudo € pioneiro na elucidagdo dos mecanismos de agéo

da fotoneuromodulac&o da dor in vivo.
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Abstract: Low-level Light therapy (LLLT) can treat acute and chronic pain.
Getting knowledge about the pain pathways and the photon-neuron interactions
may contribute to a better understanding of this therapy. The nociception may
be self-controlled by endogenous analgesics, natural opioids that block the
release of excitatory neurotransmitters, and thus make a total and nonspecific
sensory inhibition. It is known that LLLT can stimulate the release of these
endogenous analgesics, so it temporarily inhibits axonal transport in small
diameter fibers. The knowledge of light fluence through neural tissue is
essential to test the discussed assumptions. However, due to the complexity of
biological tissues, the calculation (or simulation) of light-tissue interactions is
impractical. In order to overcome this problem, we developed an experimental
setup to estimate the light fluence in a transcranial LLLT and to map the optical
properties of rat brains. It was possible to differentiate cerebral tissues and to
estimate the depth of light penetration, which is more than 20 mm. We found a
decrease in pain evoked either by pressure, heat, cold or inflammation after
transcranial LLLT in mice. For this animal behavioral study, we developed an
equipment to assess the pain threshold with pressure stimulus, which operates
with better precision than commercial instruments. The LLLT mechanisms were
investigated by Adenosine triphosphate ATP guantification,
immunofluorescence and haematoxylin and eosin staining of brain tissues
which were imaged by confocal microscopy. The transcranial irradiation
increased ATP and prostatic acid phosphatase (an endogenous analgesic)
production and reduced the amount of glutamate, the neurotransmitter
responsible for conducting nociceptive information. There was no change in the
concentration of tubulin, a constituent of the cytoskeleton, and the haematoxylin
and eosin staining revealed no tissue damage due to the irradiation. This study
is pioneer in elucidating the mechanisms of in vivo photoneuromodulation of

pain.
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Prefacio

Este texto dissertara sobre a interacdo de laser com tecidos biolégicos,
bem como sobre o efeito analgésico decorrente dessa interacdo. Aléem disso,
ele pretende ser um guia transdisciplinar para estudos e experimentos
vindouros. Nele estdo descritos trabalhos experimentais realizados em S&o
Paulo (Instituto de Fisica da USP e Centro de Laser e Aplicagbes do IPEN);
Campinas (Instituto de Biologia da Unicamp) e em Boston — Massachusettes —
Estados Unidos da América (Wellman Center for Photomedicine do
Massachusettes General Hospital e Harvard Medical School)

A apresentacdo esclarece a motivacdo para esse estudo e descreve
sucintamente os objetivos gerais e especificos desta pesquisa.

O capitulo 1 é uma introducdo aos conhecimentos fundamentais para
entender este trabalho.

O capitulo 2 discorre sobre experimentos a respeito da éptica de tecidos
biolégicos.

O capitulo 3 apresenta resultados sobre os mecanismos de acdo da
fotoneuromodulacéo da dor.

O capitulo 4 mosta as conexdes entre 0s capitulos dessa tese e fala
sobre expectativas futuras para os temas aqui discutidos.

Nos apéndices A, B e C sdo apresentados os textos completos de
trabalhos relacionados a esta tese ja publicados, a saber: Laser scattering by
transcranial rat brain illumination (anais do congresso SPIE Photonics Europe
2012); Inhomogeneity in optical properties of rat brain: a study for LLLT
dosimetry (anais do congresso SPIE Photonics West 2013); Building, testing
and validating a set of home-made von Frey filaments: a precise, accurate and
cost effective alternative for nociception assessment (Journal of Neuroscience
Methods 2014)

Os anexos A e B sdo os protocolos para imuno-histoquimica e
quantificacdo de ATP tissular que sao praticados no Wellman Center for

Photomedicine, Massachussetts General Hospital.
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Apresentacao

A Ciéncia tem como uma de suas principais razdes de ser a busca por
conhecimentos que possam levar a melhoria da qualidade de vida das pessoas
e consequentemente ao desenvolvimento das sociedades. Esse objetivo vem
se tornando cada vez mais dificil de ser atingido pelo conhecimento
particionado em disciplinas. Por isso, a interdisciplinaridade, e, mais
recentemente, a transdisciplinaridade tém se tornado buscas comuns na
ciéncia moderna.

Um ramo frutifero para a interdisciplinaridade é a interacdo entre Fisica e
Medicina. No presente trabalho apresentaremos de forma translacional, como a
luz, uma entidade estudada pela Fisica por séculos, pode ajudar a amenizar ou

a resolver a dor, um problema milenar da Medicina.

Motivacao

A dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a uma lesédo real ou potencial, ou descrita em termos de tal (definicdo da
Associacao Internacional para o Estudo da Dor - IASP). Os nociceptores séo os
receptores para dor do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e o inicio da via
ascendente da dor. Poderiamos de forma simplista, sem considerar aspectos
emocionais, culturais e sociais, dizer que a dor é a sensacdo obtida pelo
estimulo dos nociceptores.

Nas ultimas décadas, pesquisadores das mais variadas areas tém se
interessado por entender e tratar a dor. A razdo disso €, principalmente, o
aumento dos casos de pacientes com dor, fendbmeno conectado ao
envelhecimento da populacdo mundial. Durante o século XX, a expectativa de
vida dos brasileiros aumentou de 33,4 para 68,6 anos. Na Ultima década o
namero de pessoas com mais de 60 anos duplicou no Brasil. O aumento da
idade média da populacéo leva ao aumento dos casos de dores cronicas, pois
ha maior namero de pessoas com dores poés-traumaticas e/ou dores
reumaticas, dores devido a orgaos e tecidos debilitados, entre outras [1].

A utilizacdo de Terapia com Laser de Baixa Intensidade (TLBI) tornou-se

importante alternativa as drogas analgésicas. Os principais motivos para o

XViii



aumento da utilizacdo dessas terapias sdo: o amplo espectro de tratamentos
analgésicos possiveis; até 0 momento as TLBI s&o consideradas néo viciantes
e ndo ha efeitos adversos conhecidos decorrentes dessas terapias [2].

Embora exista ampla gama de estudos descrevendo efeitos e possiveis
aplicacdes da TLBI, ainda ha muito para pesquisar, desenvolver e criar nessa
area do conhecimento. Em particular, os mecanismos de ac¢do carecem de uma
explicacdo definitiva e amplamente aplicavel; e a dosimetria de radiacdo néo
ionizante interagindo com a matéria precisa ser alicercada sobre grandezas

precisas, uniformes e de facil medicao.

Objetivos

Os principais objetivos desse projeto séo:

I. Avaliar a interacdo da luz com tecidos biolégicos em uma iluminacao
transcraniana de encéfalo de rato.
a. Descobrir como varia o perfil de intensidade da luz em uma
iluminacao transcraniana.
b. Estimar a penetracdo da luz através dos tecidos biol6gicos em
uma iluminacao transcraniana.
c. Comparar as interacdes de luz vermelha e infravermelha com
tecidos biologicos.
Il.  Mapear as propriedades 6pticas do encéfalo de rato.
a. Avaliar a transmissado de luz (vermelha e infravermelha) através
de amostras de encéfalo de rato.
b. Distinguir regides do encéfalo de ratos quanto a atenuagéo da luz.
c. Discutir formas de iluminacédo baseadas nas propriedades épticas
do encéfalo.
[lI.  Avaliar a alteragdo no limiar de dor obtida com TLBI transcraniana em
camundongos.
a. Verificar se ha aumento do limiar de dor evocada por filamentos
von Frey.

b. Descobrir por quanto tempo o limiar de dor permanece alterado.

XiX



c. Avaliar a influéncia do tempo de iluminacdo nas alteracdes do
limiar de dor dos animais.

Avaliar a generalidade da a¢éo da TLBI transcraniana na reducao da dor

a. TLBI para reducdo da dor em animais higidos ou sujeitos a
inflamacé&o evocada por formalina.

Procurar alteragBes histoldgicas, morfoldégicas e bioquimicas nos
encéfalos de camundongos apos TLBI.

a. Imunofluorescéncia histologica de canais de glutamato, tubulina e
Fosfatase acida prostatica (PAP, do inglés Prostatic acid
phosphatase), uma substancia correlacionada a antinocicepcao
de longo prazo.

b. Marcacdo com HE para verificar possiveis alteracfes

morfologicas.

XX



1. INTRODUCAO

Nesse capitulo sera apresentada a fundamentacédo tedrica necessaria
para o entendimento dessa tese como: anatomia e fisiologia do sistema
nervoso; interacdo da luz com tecidos biologicos e seus efeitos analgésicos;
testes de nocicepc¢do, ensaios bioquimicos e aquisicdo de imagens de tecidos

biolégicos.

1.1. Anatomia do encéfalo de roedores

Os experimentos para caracterizacao optica dos tecidos neurais foram
executados em encéfalo de rato e a fotoneuromodulagédo transcraniana em
camundongos. Por isso, apresentaremos alguns aspectos basicos da anatomia
do encéfalo desses animais (ordem Rodentia, familia Muridae). Nossa
pretensdo € unicamente apresentar algumas estruturas e nomenclaturas
simples para que possamos, no decorrer desse texto, nos referir a elas
livremente. Quando possivel, faremos um paralelo com o encéfalo humano,
com isso, esperamos esclarecer as extrapolacbes para as terapias em
humanos.

O encéfalo é formado pelo cérebro, cerebelo e tronco encefalico
(figura 1.1). O cérebro controla funcdes elaboradas como movimentos,
sentidos, linguagem, aprendizado e memoéria. O cerebelo esta principalmente
relacionado com o controle motor. O tronco encefalico, constituido por ponte,
mesencéfalo e medula oblonga, faz a conexdo do cérebro com a medula
espinhal, e estd envolvido com fungbes autbhomas, como respiracao,
regulacdo cardiovascular e controle da dor.

O cérebro é o mais complexo dos 6Orgaos, possui uma infinidade de
subestruturas, formadas por diferentes tipos de neurdnios. Muitas das funcdes
cerebrais sdo compartimentadas, ou seja, apenas algumas das estruturas do
cérebro sdo responsaveis por uma determinada atividade. As diferencas
bioquimicas da composicdo dos neurbnios bem como a densidade de
neurdnios em uma regido afetam as propriedades Opticas desses tecidos.

O cortex cerebral é a parte mais externa do cérebro de mamiferos e,
evolutivamente, foi a Ultima regido a surgir. Os neur6nios corticais, em geral,

nao sao mielinizados, por isso, o cortex tem coloracdo cinza. Essa regido do

1



cérebro coordena as fungbes mais complexas como: linguagem, memoria,
capacidade cognitiva e consciéncia. O hipocampo é uma estrutura localizada
no interior do cérebro e seu mau funcionamento esta relacionado a uma série

de patologias, como: doenca de Alzheimer, esquizofrenia e epilepsia.

Corpo Caloso

GlandulaPineal

Olfatério

Hipotalamo

Glandula Pituitaria

Figura 1.1: Encéfalo de rato. Adaptado de Lent et al [4].

1.2. Fisiologia do neurdnio

O sistema nervoso é constituido por neurdnios e gliocitos, células que
proporcionam suporte e nutricdo para os neurdnios. Os neurdnios sdo células
excitiveis com enorme variedade, apresentando-se em centenas de formas e
funcdes [3]. A excitabilidade, capacidade de produzir, conduzir e transmitir para
outras células impulsos elétricos, € a principal diferenca entre os neurdnios e
as outras células. A imensa maioria dos neurdnios possui além do soma (corpo
celular), axénios e dendritos. No soma estdo o citoplasma, as organelas e o
nacleo da célula. Os axonios (geralmente um por célula) sdo prolongamentos
nos quais o0s impulsos elétricos sdo transmitidos para outras células; a
velocidade de transmissédo dos impulsos aumenta com o diametro do axénio e
com a quantidade de mielina (substancia isolante de composicéao lipidica) que
os envolve. Os dendritos (do grego déndron, que significa ramo de arvore)

recebem os impulsos de outras células (figura 1.2).



Dendritos (terminal de recep¢do)
A7 Terminal do Axénio
% (/ (terminal de transmissdo)

Bainha de Mielina
Figura 1.2: Neurbnio. Adaptado de Bear et al [3].

As membranas dos neurbnios, em repouso, estdo a uma ddp de
aproximadamente -70mV, essa tensdo € principalmente mantida pela bomba
de sodio e potassio (Bomba Na'/K"), com dispéndio de energia celular (por
volta de 70% do ATP do encéfalo). Os impulsos elétricos gerados e conduzidos
pelos neurdnios sdo conhecidos como Potenciais de Acdo (PA). Os PA sao
caracterizados por mudancas na tensdo elétrica da membrana que se
propagam pelos axonios devido a mudangas de condutividade da membrana
para os ions Na* e K.

A membrana celular dos neurbnios possui canais que permitem a
passagem controlada de ions. Existem muitos tipos de canais i6nicos, alguns
deles sédo especificos para um ion, uns estdo sempre abertos, outros abrem
apenas em uma dada faixa de voltagem e ha ainda os que abrem apenas na
presenca de uma dada substancia. E a abertura desses canais que aumenta a
condutividade para um dado ion. Os canais para os ions Na* e K* envolvidos
na conducado dos PA sao dependentes de potencial.

Os PA séo gerados quando uma despolarizacdo da membrana atinge o
valor limiar para a abertura dos canais Na* e K*. A despolarizacdo pode ser
advinda da excitacdo transmitida por outro neurénio, comeg¢ando no cone de
implantagéo, ou pela transdugcdo de um estimulo em um receptor sensorial.
Devido a despolarizacdo os canais de Na* abrem, e subitamente, ha um forte
influxo de Na® levando a despolarizacdo ainda maior da membrana
(~ + 40 mV). Em seguida, os canais de Na* fecham e os canais de K* abrem e
esses ions saem da célula hiperpolarizando-a para aproximadamente - 70 mV.

Os ions Na* que entram na célula, durante o PA, se difundem pelo interior da



célula conduzindo a despolarizacédo, e consequentemente o PA, para regides
cada vez mais distantes da regidao onde ele foi gerado (figura 1.3).
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Figura 1.3: Modelo de potencial de ac¢do. E preciso um estimulo que leve a uma
despolarizacdo igual ou maior que o limiar para iniciar um potencial de acéo. A
fase ascendente ocorre devido ao influxo de Na* e a fase descendente e a
hiperpolarizacéo, a saida de K*. Adaptado de Lent et al [4].

Os neurodnios transmitem informacdes pelas sinapses. Estas podem ser
elétricas ou quimicas. As sinapses elétricas transmitem os PA praticamente
sem alterd-los. Animais vertebrados tém esse tipo de transmisséo
principalmente nos estagios embrionarios do desenvolvimento, pois nessa fase
do desenvolvimento € necessaria forte sincronia da informacdo conduzida
pelos neurdnios.

A informagcdo nas sinapses quimicas €& conduzida pelos
neurotransmissores, substancias capazes de excitar neurdnios. Os tipos e
concentragbes de neurotransmissores modulam a informagéo conduzida, com
isso, as sinapses quimicas fazem processamento de sinais. Essas sinapses
sao unidirecionais e geralmente o terminal pré-sinaptico estd em um axénio e o

elemento pos-sinaptico em um dendrito. A regido entre os elementos sinapticos



€ conhecida como fenda sindptica. No elemento pré-sinaptico estdo presentes
as vesiculas sinapticas e os granulos - estruturas esféricas que estédo repletas
de neurotransmissores. Quando 0s neurotransmissores sao liberados na fenda
sinaptica eles podem excitar os receptores dos elementos pdos-sinapticos.
Quando um PA chega a um terminal pré-sinptico h4 um forte influxo de
Ca'", esse ion desencadeia reacdes bioquimicas que levam ao atrelamento de
vesiculas e granulos a membrana pré-sinaptica. Apés o atrelamento, a
membrana da vesicula adere a membrana neuronal levando a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica. Em uma mesma sinapse podem ser
encontrados varios tipos de neurotransmissores. A liberacdo dos
neurotransmissores depende do padrdo de PA que chega a sinapse e a
informacdo transmitida pelo neurbnio pos-sinaptico depende das varias
sinapses que existem entre ele e diversos outros neurbnios pré-sinpticos.
Portanto, as sinapses quimicas sdo a base para a computacdo neural dos

animais.

1.3. Neurofisiologia da dor

E possivel identificar dois tipos de dor, uma rapida (ou aguda) que
ocorre durante o estimulo lesivo e outra de carater mais lento, que permanece
apos o término da lesdo [5]. A dor aguda é causada pela estimulacdo de
receptores sensiveis a dor (os nociceptores) ligados as fibras Ad (figura 1.4).
Essas fibras tém diametro pequeno (2,0 — 5,0 um), velocidade de conducédo
intermediaria (12,0 — 30,0 m/s) e sdo pouco mielinizadas; possuem poucas
ramificacbes e, geralmente, sdo especificas para um determinado tipo de
estimulo (pressao, temperatura, pH, etc.). As fibras Ad conduzem a informacéo
da sensacao dolorosa aguda e localizada que ocorre durante o estimulo lesivo.

Sabemos, por experiéncia prépria, que muitas vezes a dor persiste
mesmo apos o término do estimulo lesivo. A sensac¢do dolorosa continuada é
transmitida através do SNP por fibras C (figura 1.4). Essas fibras tém diametro
extremamente pequeno (0,3-1,5um) e sdo desmielinizadas, por isso a
velocidade de transmissdo de PA nessas fibras é baixa (0,5 —-2,0 m/s). As

fibras C sdo muito ramificadas, portanto, a sensacao dolorosa é deslocalizada



sendo percebida ndo apenas na regido da lesdo, mas também nas regides
vizinhas (figura 1.5). Os nociceptores ligados as fibras C sdo polimodais, ou
seja, sdo sensiveis a varios tipos de estimulos.

A leséo de tecidos leva ao rompimento de vasos e membranas celulares.
Consequentemente, ha liberacdo de material citoplasmatico e sanguineo para
0 meio no qual estdo os nociceptores (figura 1.5). Os leucdcitos liberam
substancias algégenas como serotonina e histamina. As células dos tecidos
lesados liberam substancias fortemente algébgenas como o peptideo
bradicinina, e substancias irritantes, como os derivados do acido araquidénico
(prostaglandinas e prostaciclinas). Tanto a lesdo per se quanto as substancias
algégenas liberadas ativam ou sensibilizam os nociceptores das fibras C.
Devido a sensibilizacdo, leves estimulos, os quais em tecidos sadios seriam
in6cuos, podem levar a dor. Esse fendmeno € conhecido como hiperalgesia. A
despolarizacdo dos nociceptores das fibras C leva a liberacdo de
prostaglandinas e neuropeptideos de acdo vasodilatadora local que exacerbam
0 processo inflamatério acentuando a vermelhiddo e o edema, prolongando a
dor.

Os neurdnios priméarios do sistema sensorio nociceptivo sdo do tipo
pseudounipolares. A caracteristica principal desse tipo de neurbnio € que o
corpo celular esta fora do caminho percorrido pelo PA ao longo do axénio. Essa
caracteristica permite maior velocidade de condu¢é@o e menor interferéncia na
informacdo conduzida através do neur6nio. Os corpos celulares dos neur6nios
pseudounipolares nociceptivos se agrupam nos ganglios da raiz dorsal. Os
ganglios da raiz dorsal tém papel central na nocicepcdo uma vez que neles
estdo o0s nulcleos neuronais, por tanto, é o locus da expressdo dos
neurotransmissores.

Os nociceptores produzem fluxos ibnicos que sdo codificados em salvas
de PA que sao levados pelas fibras Ad e C (figura 1.5). Os axdnios desses
neurdnios tém duas terminagfes; uma distal, na qual os PA sdo gerados; e
uma central, que penetra na medula e la faz sinapse com neurdnios
secundarios. Os axdnios dos neurdnios secundarios da dor cruzam a medula e
seguem para o SNC. Os impulsos da dor rapida séo veiculados ao talamo onde
fazem sinapses com neurdnios que se projetam para 0 cortex somestésico

primério (S1).



As fibras de dor lenta se projetam para o SNC no talamo e no S1; e
também para regides que coordenam fendmenos vegetativos e emocionais.
Por isso, provocam efeitos além da dor, tais como: estado fisioldégico e
psicolégico de alerta, secrecdo de horménios, e resposta emocional a dor
(figura 1.5).
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Figura 1.4: Periodo e intensidade da dor conduzida por fibras A5 e C.
Codificacdo da intensidade do estimulo em salvas de potenciais de acao.
Adaptado de Bear et al [3].
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Figura 1.5: A leséo de tecidos leva a liberacdo de substancias algégenas. A
sinalizagdo da dor é levada através da medula espinal até o cortex somestésico
primario. Adaptado de Bear et al e Lent et al [3-4].



A dor pode ser autocontrolada. Isso é possivel, gracas as vias
descendentes de modulagédo da dor e aos analgésicos enddgenos. Essas vias
originam-se no coOrtex somestésico e se ramificam na substancia cinzenta
periaguedutal. A via descendente causa inibicdo parcial e seletiva da dor
quando os neurbnios dessa via fazem sinapses com os neurénios secundarios
da via ascendente.

Os analgésicos endogenos (encefalinas, endorfinas e dinorfina) sao
peptideos encontrados em regides nas quais existem sinapses da via
ascendente da dor (substancia cinzenta periaquedutal, nucleos da rafe e corno
dorsal da medula). Esses opidides naturais bloqueiam a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios pelos terminais pré-sinapticos e hiperpolarizam
a membrana pos-sinaptica. Portanto, essas substancias fazem uma inibicdo
sensorial total e inespecifica. Um desses analgésicos enddgenos € a fosfatase
acida prostédtica (PAP), uma enzima responsavel por hidrolisar o AMP
(Monofosfato de Adenosina) extracelular em adenosina. Quando PAP é
encontrado em grande quantidade, indica que houve uma supressdo dos
sinalizadores (AMP) que por sua vez s&do sensibilizadores dos neurdnios
condutores da sinalizacdo nociceptiva, por isso, o0 PAP apresenta atividade
analgésica indireta.

Ha ainda um mecanismo simples, conhecido como fenémeno porta, de
inibicdo devido a interferéncia de fibras Ao ou ApB ligadas a receptores téateis.
As fibras Aa séo altamente mielinizadas e tém o maior diametro entre as fibras
axonais (13 — 20 um), por isso a velocidade de conducao € a mais alta entre as
fibras (80 — 120 m/s); elas sdo responsaveis pela propriocepcao. As fibras AB
sao intermediarias em mielinizacdo, diametro (6 — 12 um) e velocidade de
conducéo (35 — 75 m/s), elas se ligam a mecanorreceptores. As fibras Aa ou
AB quando chegam a medula fazem sinapses com neurdnios intermediarios
que por sua vez inibirdo os neurbnios da via ascendente da dor. Por isso,
quando os impulsos tateis chegam a medula ao mesmo tempo em que 0s
impulsos nociceptivos eles podem inibir a via ascendente da dor.

Dessa forma, a inibicdo da via ascendente da dor, a estimulagao da via
descente da dor e a estimulagdo da producédo de analgésicos endogenos

podem ser formas de reduzir, ou, até mesmo, bloquear a nocicepgéo.



1.4. Interacéo daluz com tecidos neurais

Ao atravessar um meio material os fotons provenientes da fonte
luminosa podem ser absorvidos ou espalhados pelos atomos ou moléculas
desse meio ocorrendo atenuacao da intensidade luminosa (figura 1.6). A maior
parte da absorcdo nos tecidos biologicos € ocasionada pela agua ou por
macromoléculas, como proteinas e melanina. A agua é a principal responsavel
pela absorcdo no infravermelho (IV) e as proteinas pela faixa ultravioleta (UV)

do espectro [6].
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Figura 1.6: Tipos de interacdo que os fotons (faixa Optica) podem sofrer ao
atravessar um tecido biolégico. Nesse modelo esquemaético as setas onduladas
representam os fotons, os pontos pretos representam as moléculas, o ponto
verde uma molécula depois de absorver um foton. De cima para baixo, vemos:
um espalhamento que diminui a intensidade na direcao de deteccédo, outro que

a aumenta, uma absorcédo e um féton que ndo interage ao atravessar o meio.

Na faixa do vermelho e IV proximo tanto a &agua quanto as
macromoléculas absorvem relativamente pouco, possibilitando uma maior
penetracdo da luz nos tecidos. Por isso, a faixa entre 600 e 1200 nm é bastante
empregada para tratamentos em tecidos mais profundos (até ~2 cm) e é,
portanto, considerada como uma “janela terapéutica” para fototerapia [7].

O espalhamento ocorre devido a interacdo da luz com moléculas,
organelas, estruturas celulares e as préprias células do tecido biolégico. O
espalhamento pode ser dividido basicamente em dois tipos: elastico, no qual o

féton apenas muda de direcéo, e inelastico, onde ha mudanca de energia do
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féton e da energia interna da molécula. O espalhamento Raman (processo
inelastico) tem baixa probabilidade de ocorrer para tecidos bioldgicos
iluminados com A na faixa de 600 nm a 1200 nm. Dois modelos podem ser
usados para explicar o espalhamento elastico: espalhamentos Rayleigh e Mie.

O espalhamento Rayleigh predomina quando o tamanho do centro
espalhador € muito menor que o comprimento de onda (A) da luz incidente.
Nesse modelo ha uma tendéncia de espalhamento frontal e retroespalhamento,
e uma baixa probabilidade de luz espalhada em dire¢cdes perpendiculares a
direcdo de propagacéo. Para esse tipo de interacdo o espalhamento depende
do inverso da quarta poténcia de A.

O espalhamento Mie acontece quando o espalhador tem dimensfes da
ordem de grandeza do A da luz incidente. A principal consequéncia da
interacdo da luz com essas particulas € a atenuacao da intensidade espalhada,
devido a interferéncia entre ondas parciais de luz espalhada por diferentes
pontos da particula. O espalhamento Mie depende fracamente do comprimento
de onda (I « A com 0,4 < x < 0,5) e é predominantemente frontal [8].

Nos tecidos do SN tanto a absorcdo quanto o espalhamento séo
relevantes, por isso, eles sé&o considerados meios turvos. No entanto, para 0s
tecidos do SN, o principal fator de atenuacdo da intensidade do feixe € o
espalhamento dos fotons. Solucionar analitica ou numericamente o problema
da propagacéo da luz, através de meios turvos, utilizando as leis de Maxwell é
extremamente complexo [9]. Para simular a propagacdo de luz em um meio
turvo podem ser usadas solu¢des numéricas baseadas no método de Monte
Carlo da equacdo de transporte de fétons para um meio cujas propriedades
Opticas (coeficientes de absorcéo e espalhamento, fator de anisotropia e indice
de refracdo) sejam conhecidas [10].

O cérebro é constituido por diversos tecidos com grande especializacao
por isso ha enorme diversidade celular. A forma, tamanho, composicdo
bioquimica e a densidade dos neurdnios afetam os padrdes de espalhamento
da luz. Ha uma enorme variedade bioquimica das moléculas que formam os
neurdnios, portanto, o espectro de absorcao varia entre os diversos tipos de
células. As circunvolugdes do cortex cerebral contribuem para reflexdes e

espalhamentos internos ao cérebro. A diversidade celular e a forma como as
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células estdo distribuidas dentro do cérebro fazem com que a distribuicdo

interna da luz nesse érgao seja de dificil previséo [11].
1.5. Teoriado transporte de fotons

Historicamente, existem duas abordagens para o problema de multiplos
espalhamentos: a abordagem analitica e a Teoria do Transporte de Fétons
(TTF). A abordagem analitica parte das equacdes de Maxwell e das
propriedades de absorcdo e espalhamento das particulas para obter as
grandezas estatisticas como variancia e funcdo de correlagdo. Ja a TTF lida
heuristicamente com o transporte de energia por um meio turvo. Ela assume
gue nao ha correlacéo entre os campos, portanto, a adicdo de poténcias é tdo
vélida quanto a adicdo de campos [12]. A equacdo diferencial basica dessa
teoria € equivalente a equacdo de Boltzmann usada em teoria cinética de
gases.

Antes de introduzir a equacéo basica da TTF é preciso definir algumas

grandezas, tais como: intensidade especifica 1(r,$), fluxo F(¥) e densidade de
energia u(F). A intensidade especifica (também chamada de radiancia ou
brilho) é a poténcia de luz com comprimento de onda entre A e A +dA que

atravessa uma area da, localizada em 1, numa direcdo § e € medida em W m’

2srt nm™. O fluxo F(F) € definido por:

(1.1)
4

e representa a quantidade total e a direcdo do fluxo de poténcia. A densidade
de energia, definida a partir de 1(r,$), é dada por:

N A
u(r):EII(r,s)dQ 12)
4r

Agora podemos introduzir a equacao da TTF da intensidade especifica.
Vamos considerar um elemento cilindrico com base de area unitaria e altura ds
com p particulas absorvedoras e espalhadoras por unidade de volume. Cada

particula tem secéo de choque de absorcao, espalhamento e total dada por o,
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Os € Ot = 04 + O, respectivamente. Ao atravessar esse elemento a intensidade

especifica é atenuada de:

dl at(Fl §) — _p ds Gt Iat (1.3)

Mas, devido aos fétons que estavam inicialmente em direcdes §' e foram

espalhados para diregédo §, 1(F,§) aumenta de:

= A ,0 ’\’V ¥ &/ /
dl,,(F,§)=ds == j 8,8 )1, (F,8)dO2 .

onde p($,§') é a densidade de probabilidade de um féton ser espalhado da

direcdo §' para §, e é conhecida como funcdo de fase. Adicionando as

contribui¢des para a variagdo de 1(r,$) ao atravessar ds, temos:

di(F,$) _ r.5) p (5.8) ,
s —po | (F,8)+ _f N(F,§)dQ

Essa equacdo pode ser resolvida de forma exata para geometrias

(1.5)

simples e em determinadas condicbes de concentracdes de espalhadores e
absorvedores. A solucdo numérica dessa equacdo € a base para diversos
softwares que calculam distribuicdo de luz em meios turvos, entre eles, o
software MCML (Monte Carlo for Multi-Layered media) [13].

Para baixa densidade de particulas (p — 0) ou centros pouco

espalhadores (os — 0), na direcao do feixe colimado (z ), temos:

dl

E =—p0,| (1.6)

Que tem solucao:

ep(-p 0,2) (1.7)
Essa equacao descreve a Lei de Lambert-Beer. Geralmente, em meios
bioldgicos o coeficiente de espalhamento ndo é desprezivel, por isso, a lei de
Lambert-Beer ndo descreve perfeitamente esses meios. Muitas outras
aproximacdes podem ser feitas como as teorias de fluxos e a equagédo de

difusado da luz.
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1.6. Analgesia com laser de baixa intensidade.

A eficacia da TLBI em casos clinicos de dor vem sendo corroborada em
varias revisdes da literatura e em estudos sistematicos [14]. A eficacia da TLBI
foi comprovada em dor cronica no pescoco [15], tendinite [16], alteracao
cronica em ligamentos [17], dor lombar [18] e dor crbnica [19]. Para finalidades
clinicas de combate a dor os comprimentos de onda usuais estdo na faixa do
visivel (A =632,8 e 670 nm) e IV (A = 780; 810 — 830; 904 nm) [14].

A TLBI pode reduzir a dor por dois mecanismos: interacdo da luz
diretamente com neurénios e a¢do anti-inflamatoria. Luz, em comprimentos de
onda e densidade de energia apropriada para tratamentos anti-inflamatérios,
reduz o estresse oxidativo e aumenta a sintese de ATP. Uma cascata de
efeitos metabdlicos leva a reducdo de marcadores inflamatorios como as
prostaglandinas e as interleucinas. Esses marcadores da inflamacdo excitam
0S nociceptores das fibras C podendo, portanto, inibir a producdo dos
marcadores, o0 que leva indiretamente a reducao da dor.

Tratamentos com LBI, usando densidades de energia relativamente
altas, sdo usados para desencadear efeito analgésico. Esse efeito esta
presente em varios 6rgaos do corpo, pois é a interacdo da luz com neurénios
do SNP que desencadeia a analgesia. O efeito analgésico da TLBI é
decorrente de uma inibicdo temporaria do transporte axonal em fibras de
pequeno diametro (Ad e C). A inibicdo temporéaria (reversivel) das fibras
nociceptoras reduz os PA aferentes [20] responséaveis por levar a informacao
sobre o estimulo doloroso para o sistema nervoso central.

O mecanismo neural da TLBI para reducdo da dor é sustentado por
evidéncias como:

1) Aumento da atividade sinaptica da acetilcolinesterase [21]; substancia
gue degrada o neurotransmissor nociceptivo acetilcolina.

2) Aumento da sintese de serotonina [22] e B-endorfina [14];
neurotransmissores relacionados ao alivio da dor.

3) Supressdo temporaria de PA evocados por bradicinina [23], substancia
algégena presente em processos inflamatérios.

4) Inibicdo da Na'/K*-ATPase [21], responsavel por manter o potencial de

repouso do neurénio. A velocidade de conducéo é reduzida e o periodo
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de laténcia fica aumentado em nervos iluminados de modo continuo
(CW) por laser com A = 830 nm [24].

Chow e colaboradores, em 2007 [14] propuseram que mudancas
estruturais sdo geradas nos neurbnios ao absorverem a energia de fotons. Tais
mudangas na arquitetura do neurdnio, observadas como formagdo de
varicosidades, aglomeracdo de mitocOndrias e desorganizacdo de
microtubulos, geram mudancas funcionais como a reducdo do potencial da
membrana mitocondrial e o bloqueio do transporte axonal em fibras de
pequeno diametro. O decréscimo no envio da nocicep¢do do SNP para o SNC
resulta das mudancas funcionais citadas. Alteragdes morfolégicas dos
neurénios podem modificar a memaria nociceptiva, isso esta em conformidade

com a permanéncia da analgesia decorrente da TLBI.

1.7. Estimulacdo mecanica com filamentos von Frey e testes de
nocicepcao (placa fria, fonte radiante de calor e injecdo de

formalina)

Os testes de nocicepcdo em animais sdo muito importantes para testar
novos medicamentos ou procedimentos. Uma das dificuldades em avaliar a dor
€ que esta ndo pode ser quantificada diretamente - apenas pode ser estimada
através da analise da resposta a um estimulo especifico. Existem Varios
modelos nociceptivos projetados para medir resposta a diferentes tipos de
estimulos ou monitorar possiveis trajetos da sinalizacdo nociceptiva [25]. Um
dos modelos mais simples para a avaliacdo da dor € a estimulacdo mecanica
com filamentos von Frey [26].

O fisiologista Maximilian von Frey foi o pioneiro no estudo da dor no final
do século XIX. Para desenvolver esses estudos, ele projetou um conjunto de
filamentos, cada qual com uma rigidez diferente, para avaliar a sensibilidade
humana a dor [27]. O dispositivo baseia-se na lei de flexibilidade de materiais
desenvolvida por Euler. Essa lei quando aplicada para o caso de uma haste
flexivel com diametro constante, na qual uma das extremidades € fixa e a outra
esta pressionada verticalmente contra uma superficie, afirma que a forga

exercida pela haste sobre a superficie é constante a partir do momento em que
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a haste fica flexionada. Antes do filamento se curvar a forga pode aumentar,
mas apos a flexdo, a forca vertical passa a ser constante. A forca é diretamente
proporcional a rigidez, diretamente relacionada com a espessura do filamento e
inversamente proporcional ao quadrado do seu comprimento [28]. Os
filamentos von Frey usados neste estudo para obtencao de limiar de dor foram
manufaturados especialmente por nds, para possibilitar melhor precisdo na
determinacdo desses valores. Enquanto o conjunto de filamentos comerciais
variava de 0,008 até 300 gf (grama-forca), o conjunto que desenvolvemos
possui 20 filamentos com forgas variando de 7,6 até 117,3 gf, isso fez com que
0 nosso conjunto de filamentos se adequasse melhor aos nossos testes em
camundongos. Os filamentos foram confeccionados com materiais de baixo
custo disponiveis em lojas e mercados comuns, e as informacdes sobre
manufatura, calibracdo e validagcdo desse conjunto de filamentos foram
publicadas recentemente (vide Apéndice C).

O teste de placa fria tem como finalidade medir a sensibilidade dos
animais experimentais a estimulos nociceptivos de natureza fisica, provocados
por baixas temperaturas e que sdo capazes de ativar diferentes tipos de
receptores, possibilitando a analise da poténcia de agentes analgésicos
relacionados especificamente com o0s receptores sensiveis ao frio. Embora
anormalidades (hipo- ou hiperalgesia) provocadas por frio sejam comorbidades
comuns em neuropatias, os testes de nocicepgcdo evocada por frio sdo
incomuns e ndo possuem um método padrédo [29]. O estimulo frio pode ser
empregado em roedores de varias formas como: submersdao do animal (ou
parte dele) em agua, ou alcool, ou por spray de cloreto de etila, ou ainda, o
mais comum dentre esses métodos, o contato das patas ou cauda dos animais
com uma placa fria. O estimulo nociceptivo por frio € mais usado para avaliar
hipersensibilidade provocada em modelos de dor inflamatéria como inje¢des de
formalina, bradicinina ou carragenina, do que propriamente como um estimulo
nociceptivo per se.

Para avaliar o funcionamento de termorreceptores e nociceptores em dor
evocada por alta temperatura € usual o emprego de uma fonte quente e a
avaliacao do tempo de reagédo do animal com o teste de retirada de cauda. O
teste de retirada de cauda possui duas variagdes principais, a primeira consiste

na imersdo da cauda do animal em agua aquecida a uma temperatura pré-
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determinada, e a segunda usa uma fonte radiante de calor apontada para a
cauda do animal. Embora essas variagbes do teste paregcam similares elas
provocam aumentos de temperatura de forma fundamentalmente diferente e
consequentemente a nocicepcao e a reacao a ela ocorrem de formas diversas.
No caso de imersdo a area afetada € maior e 0 aumento de temperatura é
quase que instantaneo, dessa forma o tempo de reacdo do animal € muito
curto. Por outro lado, a fonte radiante de calor, principalmente no caso de um
laser de alta poténcia, pode ser muito bem controlada, o aumento de
temperatura é localizado em uma pequena regido e acontece de forma mais
gradual, resultando em um maior tempo até a reacdo e consequentemente a
guantificacdo desse teste € relativamente mais precisa.

A injecao intradermal de formalina € um caso particular dos modelos de
dor evocada por estimulos de longa duracdo (de alguns minutos até poucas
horas), também conhecidos como estimulos ténicos [25]. Os estimulos ténicos
de um modo geral sdo provocados por inje¢cdo de alguma substancia irritante
(formalina, bradicinina, carragenina, etc.) no interior da derme, peritdnio, ou
cavidade; a injecdo intravascular ou intradental sdo mais raras. A injegao
intradérmica de formalina € a mais utilizada por ser uma substancia
comumente encontrada em laboratérios de manipulacdo animal, pelo
procedimento ser relativamente facil de ser executado e por gerar dois tipos de
dor a partir de um mesmo procedimento. A fase inicial (0 — 15 min) da dor
evocada pela injecdo de formalina € um modelo para dor inflamatéria aguda,
especificamente de (0 — 5 min) € um periodo de dor neurogénica; e nos

minutos seguintes (15 — 60 min) ocorre uma fase de dor ténica.

1.8. Imunofluorescéncia e microscopia confocal

Imunofluorescéncia (IF) é uma técnica amplamente executada em
laboratoérios clinicos e de pesquisa que utiliza marcadores fluorescentes de
anticorpos para detectar antigenos especificos [30]. Um anticorpo é um
complexo proteico liberado pelos linfocitos B. Os anticorpos iniciam a resposta
imunoldgica contra proteinas estranhas ao corpo, 0os antigenos. A organizacao
basica de um anticorpo é feita por dois fragmentos, que juntos, lembram a letra

Y. A base do Y é conhecida como o fragmento que cristaliza (FC). Cada
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“brago” do Y forma a parte conhecida como o fragmento que contém o sitio
ligante ao antigeno (FLA). Na IF o anticorpo é tratado (marcado) para receber
uma molécula fluorescente, por isso, vamos chama-lo de anticorpo
fluorescente.

A técnica de IF, em sua forma mais simples, pode ser feita ligando um
anticorpo fluorescente (extraido de um animal diferente do que estd sendo
marcado) diretamente ao antigeno no tecido alvo, isso € conhecido como
imunofluorescéncia direta. Na IF direta apenas um anticorpo pode ligar ao
antigeno, isso leva a um sinal de fluorescéncia fraco. Esse problema é
solucionado com a técnica de IF indireta, na qual um primeiro anticorpo se liga
ao antigeno e segundos anticorpos fluorescentes podem se ligar ao primeiro
anticorpo. Como mais de um segundo anticorpo fluorescente esta
indiretamente ligado ao antigeno o sinal de fluorescéncia produzido € mais
intenso (figura 1.7). Essa técnica é mais complexa e consome mais tempo,
pois, requer dois periodos de incubacéo e 0 segundo anticorpo deve ser de um

animal diferente do animal do primeiro anticorpo e do animal alvo.

v
A s
<« » Sitio fluorescente

Anticorpo primario

@ Antigeno

Figura 1.7: Partes do anticorpo: fragmento que cristaliza (FC) e Fragmento que
contem o sitio ligante ao antigeno (FLA). O anticorpo primario se liga ao
antigeno, que faz parte do tecido. O anticorpo secundario possui um sitio
fluorescente e se liga ao anticorpo primario. Esse mecanismo faz o sitio
fluorescente estar indiretamente ligado ao antigeno a ser visualizado. Adaptado
de Odell et al [30].
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A microscopia confocal, desenvolvida e patenteada por Marvin Minsky
em 1955, utiliza imagens Opticas do interior de tecidos para criar uma amostra
virtual com muitos micrometros de espessura [31]. Essa técnica produz
imagens de alta qualidade e permite a reconstrucdo de imagens virtuais em
3 dimensbes do tecido quando varias planos sdo combinados.

Em um microscopio Optico comum a luz é focalizada por uma lente
convergente em um determinado ponto no interior da amostra. A luz sera
preferencialmente retroespalhada a partir desse ponto focal. Ha também
espalhamento em regides vizinhas, isso gera ruido na imagem e borrdo na
imagem. A microscopia confocal supera esse problema, pois coloca um
anteparo com um orificio, no caminho 6ptico entre a amostra e o detector. A luz
espalhada por regides fora do ponto focal € barrada pelo anteparo que esta no
plano conjugado ao ponto focal, por isso, 0 nome confocal (figura 1.8).

Detector
fotomultiplicador

-~Anteparo com orificio

- Filtro

Anteparo
com orificio

Arﬁbstra

Figura 1.8: Esquema de microscopia confocal com fluorescéncia. A luz de
excitacdo (verde, nesse esquema) é focalizada em um Unico ponto do interior
da amostra. A amostra emite luz vermelha (nesse esquema) por fluorescéncia.
O espelho dicroico permite a passagem apenas da luz vermelha. O anteparo
impede a passagem da luz espalhada por regides fora do ponto focal. Portanto,
apenas luz produzida por fluorescéncia no ponto focal chega ao detector.
Adaptado de Nwaneshiudu et al [31].
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O feixe de laser de excitagédo vai percorrendo, ponto a ponto, todo um
plano no interior da amostra. A luz retroespalhada de cada ponto da amostra
vira um ponto da imagem que esta sendo gerada. Todo esse processo leva
fracbes de segundo e permite resolu¢cdes da ordem do comprimento de onda
da luz excitatéria. Existem algoritmos de superposicdo de imagens que
permitem sobrepor véarios planos assim formando uma imagem volumétrica,
como em ressonancia magnética ou tomografia computadorizada.

A microscopia confocal permite a iluminacdo da amostra com luz de um
comprimento de onda e deteccéo da luz emitida por fluorescéncia na amostra.
Essa técnica conhecida como microscopia confocal de fluorescéncia permite
aumentar ainda mais a resolucao, a intensidade do sinal, e visualizar mais de
uma marcacdo na mesma amostra (quando a imunofluorescéncia é feita

simultaneamente em mais de um antigeno).

1.9. Marcacéao de tecido com HE

A marcacdo com hematoxilina-eosina (HE) é a mais comum das
coloracdes em histologia [32]. Ela permite diferenciar as substancias pelo grau
de afinidade das mesmas por bases (hematoxilina) ou &cidos (eosina). Os
acidos nucleicos séo corados pela hematoxilina, por isso, 0s nucleos ficam com
cor azul-parpura. O citoplasma é corado pela eosina e passa a ter um tom
avermelhado.

Essa técnica pode ser usada para quantificar a regeneracéo celular uma
vez que pode marcar a quantidade de acidos nucleicos e consequentemente
novos nucleos celulares [33]. No sistema nervoso hematoxilina marca
astrocitos, mioglia e fibroglia. Por isso, a marcacdo com HE pode ser usada
para quantificar a proporcdo entre neurdnios e células da glia. Algumas
substancias liberadas em tecidos em processos inflamatérios podem ser

marcadas por HE.
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2. OPTICA DE TECIDOS BIOLOGICOS

Devido ao grande numero de aplicacbes da terapia com laser de baixa
intensidade (TLBI) no Sistema Nervoso Central (SNC), o estudo da penetracdo
e difusé@o da luz no cérebro torna-se extremamente importante. Neste capitulo,
apresentaremos experimentos de iluminagéo transcraniana e mapeamento de
propriedades Opticas em cérebros de ratos Wistar (Rattus novergicus) com luz
laser vermelho (A =660 nm) e infravermelho (A =808 nm). Quantificamos a
penetracdo e distribuicdo de luz em uma iluminacdo transcraniana e
comparamos as propriedades 6pticas das estruturas cerebrais no experimento
de transmissdo de luz laser através de amostras de cérebro. Os dados aqui
apresentados corroboram a TLBI transcraniana em ratos e apontam para a
possibilidade de ampliacdo das aplicacbes de TLBI transcraniana em seres

humanos.

2.1. Introducéo

As interacdes dos tecidos com luz dao origem a um grande namero de
efeitos fisicos, quimicos ou biolégicos. Alguns desses efeitos, como o0s
fototérmicos, fotoacusticos, reagBes fotoquimicas, fotobiomodulacao,
fosforescéncia, fluorescéncia e perda de coeréncia Optica sdo usados para
terapia e diagndstico e sédo a base cientifica da Fotomedicina.

Quantificar a penetracdo e distribuicdo de luz no cérebro de rato pode
ampliar nosso conhecimento acerca dos mecanismos de fototerapias, como
TLBI e terapia fotodinAmica (PDT), uma vez que estimaremos melhor a fluéncia
de luz em cada regido. Medidas das propriedades Opticas de cérebro de rato
podem aprimorar as pesquisas sobre diagnosticos por imagens obtidas por

tomografia por coeréncia Optica (OCT) e tomografia optoacustica (OAT) [34].

2.2. Material e métodos

Animais
Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Subcomité

de Pesquisa Animal do Hospital Geral de Massachusetts (protocolo
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# 2010N000220) e seguiram as diretrizes do National Institutes of Health. Foi
utilizado tecido ex-vivo de dois ratos Wistar (Rattus novergicus, machos,
pesando aproximadamente 300 g, obtidos no Charles River Laboratories
(Wilmington - Massachusetts - EUA).

Laser, detectores de luz e software para analise de imagens

Os experimentos descritos nesse capitulo usaram fontes de laser,
equipamentos de deteccao de luz e software para analise de imagens. Os dois
feixes de laser usados foram gerados pelo mesmo equipamento (DMC, modelo
Photon Lase lll), de forma continua (modo CW). As principais caracteristicas
desses feixes de laser estdo na tabela 2.1. As aberturas angulares dos feixes
sao 30°, por isso, geram uma geometria de feixe largo (figura 2.1).

Tabela 2.1: Caracteristicas dos lasers.

Tipo de Meio A (hm) Poténcia  Abertura Diametro da
nm
laser ativo (mW) do feixe (°) ponteira (mm)
Diodo
InGaAIP 660 30 30 1,40
Vermelho
Diodo IV AsGaAl 808 30 30 1,40

Figura 2.1: Imagem do feixe largo sem amostra, 600 nm (esquerda), 808 nm
(direita). O feixe infravermelho aparenta ser mais intenso devido a diferenca no
tempo de exposicao para gerar essas imagens.

Imagens da luz laser transmitida através das amostras ou espalhada por
elas foram obtidas com uma camera digital (Camera Digital Canon PowerShot

G10, 14.7 megapixels) com lentes manualmente ajustaveis. As lentes eram
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ajustadas com o objetivo de possibilitar maxima nitidez da superficie da
amostra. Na mesma configuracdo em que foram obtidas essas imagens, uma
imagem com paquimetro na posicdo da amostra mostrou que uma linha de
1 mm tem 56 pixels. Um filtro de transmitancia variavel (Round Variable ND
Filter, Thorlabs, Newton, NJ, USA) foi usado para regular a intensidade
luminosa do feixe que incidia nas amostras. O tempo de captura para formar as
imagens foi de 4,0 s para luz infravermelha e de 0,01 s para luz vermelha.

As imagens foram adquiridas em formato de 8-bits, por isso, elas tém
256 = 2° niveis de cinza (nc). As intensidades luminosas, nas imagens, variam
de 0, nenhum foton detectado em um dado pixel; até 255, deteccdo maxima da
camera e valor dado a todas as intensidades acima desta. A transmitancia do
fitro e o tempo de aquisicdo da camera possibilitaram que intensidade
luminosa na imagem fosse maior que o valor de fundo (~ 5 nc) e menor que o

limite de saturacéo da imagem (255 nc).

2.2.1. lluminacdao transcraniana do encéfalo de rato

Estudamos a distribuicdo e a penetracdo da luz durante a iluminagéo
transcraniana em um modelo ex-vivo. Para isso, um rato Wistar (Rattus
Novergicus) adulto foi sacrificado por overdose de anestésico e sua cabeca foi
tricotomizada. A cabeca foi seccionada cirurgicamente por um corte sagital a
2,3 mm de distancia do plano médio. Esta secdo da cabeca de rato foi
iluminada com laser vermelho e IV em pontos acima de trés estruturas
anatdbmicas: hipocampo, cerebelo e cértex frontal (posicdes relativas ao
bregma foram: -3,3 mm, -6,0 mm, +2,5 mm, respectivamente). A iluminacgao foi
feita com a ponteira em contato com a pele e os pontos de iluminacdo estavam
a 2,0 mm do plano do corte. Um corte coronal (-3,3 mm do bregma) também foi
feito para permitir a visualizacdo do hipocampo através de outra direcdo e a
iluminacdo foi a 2,0 mm do plano de corte da superficie de saida dos fotons
(figura 2.2).
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10 mm

-

Figura 2.2: cortes sagital (a esquerda) e coronal (direita) de uma cabeca de
rato. O circulo em amarelo indica a posi¢cdo do bregma e as setas indicam 0s
pontos de iluminacdo (esquerda: hipocampo, cerebelo e coértex frontal; direita:
hipocampo; sempre a 2 mm da superficie aqui fotografada).

A luz atenuada pelo filtro e espalhada pela amostra foi captada pela
camera digital. A camera estava posicionada a 2,5 cm da amostra e estava
perpendicular a direcdo do feixe laser (figura 2.3). As imagens produzidas pela
luz espalhada e captadas pela camera foram analisadas com o software

ImageJ [35]. Perfis de intensidade, na direcdo do feixe de laser, fornecem

informacdes sobre as propriedades épticas do tecido.
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Figura 2.3: A luz do laser, atenuada pelo filtro, ilumina a amostra. A luz
espalhada pela amostra é capturada pela camera formando uma imagem. A
seta na imagem indica a posi¢cdo e a direcdo usadas para tracar o perfil de
intensidade da luz visto no grafico a esquerda (z).
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2.2.2. Mapeamento Optico do encéfalo de rato

Um rato foi sacrificado por overdose de anestésico e seu cérebro foi
removido. O cérebro foi seccionado por corte sagital produzindo duas amostras
com espessura de 2,0 mm. A amostra A vai desde o plano médio (z = 0) até
z=2,0 mm e a amostra B vai de z= 2,0 mm até z = 4,0 mm de distancia a partir
do plano médio (figura 2.4). E possivel distinguir na amostra A, o cerebelo
(aproximadamente -10<x<-5 mm, -10 <y<-5mm), o tronco encefalico
anterior ao cerebelo, o bulbo olfatério anterior a ponte encefalica e uma estreita
camada de cortex na superficie superior da amostra. Na amostra B € possivel
visualizar, na regido mais a esquerda, o cerebelo; na parte inferior, uma
pequena regido de troco encefalico; ao centro, substancia cinzenta e na parte

superior uma camada mais espessa (~2 mm) de cortex.

Figura 2.4: As amostras e 0 sistema de eixos para orientagdo. O corte foi feito
no plano perpendicular a z de tal forma que a amostra A vai desde o plano
médio (z=0) até z=2,0 mm e a amostra B vai de z=2,0 mm até z=4,0 mm
de distancia a partir do plano médio

Cada amostra foi iluminada por inteiro pelo feixe largo de laser. A luz
transmitida através das amostras foi capturada pela camera, que estava
alinhada com o feixe de raios laser (figura 2.5) e posicionada longe da amostra
(20 cm). As imagens produzidas por luz atenuada ao passar pela amostra
foram analisadas com o software ImageJ. Perfis de intensidade (em niveis de
cinza) da luz transmitida ao longo da dire¢céo x foram tracados a cada 2,0 mm.
O feixe de laser e a espessura da amostra nao foram perfeitamente uniformes.
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Figura 2.5: A luz do laser, atenuada pelo filtro, atravessa a amostra e €
capturada pela camera posicionada a 20 cm da amostra. A luz capturada pela
camera forma imagens nas quais serdo tracados perfis de intensidade nos
locais indicados pelas linhas.

2.3.Resultados e discussao

As técnicas simples de imageamento que descrevemos produziram
resultados inovadores uma vez que pela primeira vez esse tipo de técnica foi
usado para estimar a distribuicdo de luz com finalidades dosimétricas em
iluminacao transcraniana caracteristica de TLBI e para caracterizar diferencas

Opticas entre os tecidos encefalicos.
2.3.1. lluminagao transcraniana do encéfalo de rato

Essa secdo apresenta os resultados dos experimentos descritos na
secdo 2.2.1. As imagens apresentadas na figura 2.6 foram produzidas com luz
espalhada infravermelha (linha superior de imagens), e vermelha (linha inferior
de imagens). A irradiagédo das amostras com laser foi feita acima da regiao do:
hipocampo, cerebelo, coértex frontal e coronal de hipocampo (da esquerda para
a direita). Como se vé na figura 2.6, para os mesmos tecidos, a luz IV alcanga
estruturas mais profundas, justificando o maior emprego desse comprimento de
onda para terapias em estruturas mais internas do encéfalo. Os limites entre
tecidos (pele, cranio, encéfalo) sdo visiveis nas imagens uma vez que as
propriedades Opticas desses tecidos sdo muito distintas. As diferencas de
atenuacdo dentro do encéfalo geram diferentes intensidades nas imagens.

Especificamente, podemos ver a camada granular do cerebelo mais escura,
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evidenciando uma maior atenuacgédo (ou menor espalhamento lateral) devido a
um maior empacotamento celular nessa regido. Os neurbnios do cortex séo
mais mielinizados, por isso, espalham luz com maior intensidade que outras

regides do encéfalo (imagem maior da figura 2.6).

e
> L
-ST' S mm
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Camada
molecular
do cerebelo

Hipocampo

Camada
granular
do cerebelo

lluminagao (A = 808 nm)
sobre o Hipocampo

Figura 2.6: Imagens menores das amostras iluminadas com luz espalhada
infravermelha (linha superior de imagens), e vermelha (linha inferior de
imagens). A irradiacdo das amostras com laser foi feita acima da regido do:
hipocampo, cerebelo, coértex frontal e coronal de hipocampo (da esquerda para
a direita). Em destaque: iluminagdo sobre o hipocampo com luz infravermelha
evidenciando os diferentes tecidos biologicos. A direcdo Z € a mesma descrita
na Figura 2.3.
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A luz espalhada a 90° pelas amostras tem perfil de intensidade, que de

um modo geral, apresentam um pico inicial de espalhamento na pele seguido

por um vale na regido 6ssea. Na regido do encéfalo ha um novo pico seguido

de decréscimo da intensidade nas regifes mais profundas (figuras 2.7 e 2.8).

Os perfis possibilitam quantificar parametros opticos dos diferentes tecidos.

Neste experimento a luz atravessa trés orgaos diferentes: pele, 0sso craniano e

encéfalo. Os perfis de intensidade foram tracados na direcdo de propagacao do

laser (z) e mostram picos apés cada limite entre tecidos (figuras 2.7 e 2.8). A

intensidade desses picos € proporcional a quantidade de luz que eles
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Figura 2.8: Perfis das imagens das amostras irradiadas com laser vermelho
(A =660 nm).

Longe da superficie de incidéncia do laser, a atenuagéo da luz espalhada

a 90° é aproximadamente exponencial (figuras 2.9 e 2.10):
1(z) = [je Hae? (2.1)
Logo, podemos obter p,e fazendo:

In (@)

Hae = _+ (2.2)

Nessas equacbes I(z) representa a intensidade espalhada a 90° no
ponto z, I, € a intensidade inicial do feixe e u,. € 0 coeficiente de atenuacéo da
luz espalhada a 90°. Esse coeficiente € uma medida da atenuacéo total que o
feixe sofre ao atravessar um tecido biologico.

Em uma amostra isotropica de tecido podemos assumir que a
guantidade de fétons espalhados a 90° a partir de um dado ponto da amostra €

proporcional a intensidade de luz que incide nesse dado ponto. A espessura de
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tecido bioldgico que os fotons devem atravessar até sairem da amostra, apos o
espalhamento 90°, é relativamente pequena e uniforme. Por isso, podemos
considerar que a atenuacdo nesse caminho Optico €, proporcionalmente, a
mesma para todos os pontos. Levando em consideracdo tais hipdteses é
plausivel dizer que o coeficiente de atenuacdo da luz espalhada a 90° (u,.) €
numericamente igual ao coeficiente de atenuacdo total (u;), que é uma
propriedade do tecido bioldgico.

As regides do encéfalo tém propriedades opticas especificas, portanto,
0S U, devem diferir de uma regido para outra. Comparando os perfis no
interior do encéfalo, longe das interfaces entre diferentes tecidos (z=3,5 -
10,0 mm), encontramos diferencas no coeficiente exponencial para cada ponto
de iluminacdo (hipocampo, cerebelo e no cortex frontal), no corte sagital
(figura 2.9), e diferencas para cada direcdo (sagital e coronal) no hipocampo
(figura 2.10).

O coeficiente do ajuste exponencial e a incerteza desse coeficiente de
cada perfil de intensidade foram obtidos a partir de ajustes exponenciais
(equacdo 2.2) usando o software Origin 8. Os coeficientes dos ajustes
exponenciais e as incertezas desses coeficientes possibilitam comparar
estatisticamente os u,. com o auxilio do software Graphpad Prism 5. Os oito
conjuntos de valores usados para calcular os oito u,, foram comparados para
verificar possiveis correlacdes entre cada um dos grupos. O teste estatistico
usado para isso foi a Analise de Variancia Simples (one way ANOVA). Uma vez
encontradas diferencas significativas, foi conduzido o teste pos-hoc de Tukey
HSD. Para todas as andlises foi estabelecido um valor de alfa de 0,05
(significancia de 95%).

Normalizamos u,. fazendo com que o valor mais elevado fosse igual a
um, em unidades arbitrarias (u.a.). Verificamos que quase todos os valores de
Uqe SA0 diferentes, mostrando a forte dependéncia de u,, com a regido do
cérebro (figura 2.11). No entanto, u,. S80 estatisticamente iguais (*) para
cerebelo e hipocampo (coronal), iluminados com luz vermelha. A razéo entre os
Uqe NO vermelho em relagcéo aos de 1V para os tecidos de hipocampo, cerebelo,
cortex e hipocampo (corte sagital) é respectivamente: 1,63; 2,27; 1,13; 1,66. A

média para essas razdes de u,, € 1,67; isso mostra que a luz vermelha é mais
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atenuada, portanto, penetra menos nos tecidos encefalicos que a luz

infravermelha (figura 2.11).
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Figura 2.9: Ajustes exponenciais dos perfis das imagens das amostras com
cortes sagitais irradiadas com laser infravermelho (A =808 nm) e vermelho
(A =660 nm).
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Figura 2.10: Ajustes exponenciais dos perfis das imagens irradiadas no
hipocampo com laser infravermelho (A = 808 nm) e vermelho (A = 660 nm).
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Figura 2.11: Coeficientes de atenuacdo da luz espalhada a 90° (ug,.)
normalizados de diferentes regides do tecido encefalico. Apenas 0s pu,, da luz
vermelha no cerebelo e no hipocampo (coronal) s&o estatisticamente iguais (*).

2.3.2. Mapeamento 6ptico do encéfalo de rato

Essa secdo apresenta os resultados dos experimentos descritos na
secdo 2.2.2. As imagens mostradas na figura 2.12 correspondem a luz
transmitida de ambos os lasers infravermelho (A = 808 nm) e vermelho (A = 660
nm) através das amostras A e B. Os limites entre tecidos e as diferencas de
atenuacdo no interior do cérebro sdo qualitativamente evidenciadas nas
imagens. Os picos (vales) nos perfis de intensidade das imagens séo areas de
menor (maior) atenuacao e mostram que h& grande diferenca nas propriedades
Opticas de diferentes regiées do cérebro de rato.

Uma vez que a distancia entre a amostra e camera (20 cm) foi muito
maior que as dimensdes da amostra (~2 cm) a intensidade de luz, I(x,y), pode
ser considerada proporcional a intensidade irradiada a partir da posicdo (x, y)
da superficie da amostra. Tragcamos perfis de intensidade luminosa na imagem,
variando x e mantendo y constante. Fizemos isso para quatro posi¢cdes de y (2,
4, 6, 8 mm, a partir do topo da amostra) em cada imagem. A espessura das
bordas das amostras nédo € uniforme, por isso, as intensidades dessa regiao

nao sdo confidveis e ndo estao presentes nos graficos.
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Figura 2.12: Imagens de luz laser transmitida através das amostras (esquerda)
e perfis de intensidade (direita) ao longo das linhas marcadas nas imagens. De
cima para baixo: 660 nm e amostra A; 660 nm e amostra B; 808 nm e amostra
A; 808 nm e amostra B.
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Podemos ver claramente que a intensidade de luz muda em cada regiao
do cérebro. Em particular no cerebelo ha variacdes bruscas de intensidade
ponto por ponto que podem ser explicadas porque essa regido possui
substancia cinzenta (neurdnios pequenos, ndo mielinizados) e substancia
branca (neurdnios mielinizados). Estas diferencas sédo evidenciadas por picos
nos perfis de intensidade na amostra A, na regiao do cerebelo, tanto com luz
vermelha quanto infravermelha. A diferenca de composi¢céao do cérebro também
€ responsavel pela atenuacdo na amostra B ser em média maior que na
amostra A, nos dois comprimentos de onda estudados.

Na figura 2.12 vemos, por exemplo, que a imagem (B, 660 nm) tem sua
parte frontal (x > 0) intensidades mais elevadas que na regido posterior (x < 0).
Isso € um indicio de que a regido frontal do cérebro de rato atenua menos a luz
vermelha. Portanto, experimentos de TLBI transcraniana ou 0 imageamento
com luz (e.g. OCT) com intencdo de iluminar regides profundas do cérebro
desse animal podem ser realizados com iluminacdo preferencialmente frontal
partindo das laterais.

A iluminacdo pelo topo e centro da cabeca (x =y =1z =0), comumente
realizada em experimentos de TLBI transcraniana [36-38], pode ndo ser a mais
eficiente para iluminar regiées profundas do cérebro uma vez que ha forte
absorcdo nas camadas mais superficiais do cérebro nessa regido. Isso fica
evidenciado ao observarmos que na regido superior central do encéfalo I1(x = 0,
y =2, 0<2z<2) =40 nc. Uma alternativa poderia ser iluminacéo frontal uma vez
que l(x=6,y=2,0<z<2)=80nc.

O hipocampo € uma subestrutura do cérebro com grande relevancia
para fotoneuromodulacdo por TLBI para doengcas como Alzheimer, Parkinson e
esquizofrenia. A imagem (B, 808 nm) mostra uma fraca atenuacgéo na regiao do
hipocampo (-2<x<0, y=4, 2<z<4). Estudar as propriedades Opticas da
regido do hipocampo pode incrementar as ferramentas de diagnéstico optico
das doencas degenerativas dessa regiao.

A éarea sob o perfil de intensidade, ou seja, a integral da curva é a
transmissao total da luz na camada y do tecido. Nomeamos essa grandeza

como: Ty, e definimo-la como:
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xf
T, = f 1(x,y)dx (2.3)

Xi

Os T, para as amostras A e B, nas coordenadas y = 2, 4, 6, 8 mm, para
0s comprimentos de onda 660 e 808 nm foram calculados.

A média de Ty, para cada comprimento de onda, é dada por:

Ty+ Ty + T+ T
4

(Ty) = (2.4)

Os valores de Ty e (T,) sdo mostrados na figura 2.13. A transmissao

média é maior para luz infravermelha (808 nm) e para da amostra A. No
entanto, proximo ao topo (y =2mm) das duas amostras, a transmissao €
ligeiramente maior para luz vermelha do que para luz IV. A amostra A tem
tendéncia de apresentar maiores valores de transmissdo que a B,
principalmente para valores maiores de y, o que pode ser atribuido & menor
atenuacao da luz na regiao do cerebelo.

1200 | /HEEEL A, 660 nm
|| A, 808 nm
I B, 660 nm

1000

||/l B, 808 nm

800

600 -

Ty (a.u.)

400

200

y=2mm y=4mm y=6mm y=8mm Média

Coordenada y

Figura 2.13: valores de T, e (T,). As medias, (T,), para cada amostra e

comprimento de onda, foram calculadas a partir dos quatro valores de areas
sob os perfis, Ty, de cada amostra.
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2.4.CONCLUSAO:

O experimento de iluminagdo transcraniana mostrou que a Luz
infravermelha penetra mais profundamente em tecido cerebral do que a luz
vermelha. O tecido 6sseo do cranio ndo é um forte atenuador de luz vermelha
ou infravermelha uma vez que, nessas condi¢des, a absorcédo € pequena € 0
espalhamento frontal predomina. Os coeficientes de atenuacdo séo diferentes
para as areas do encéfalo (hipocampo, cortex e cerebelo) e podem caracterizar
tais tecidos. Estes resultados foram obtidos com o registro de imagens de
espalhamento da luz no encéfalo de animais, técnica inédita com essa
finalidade.

Mapeando as propriedades O6pticas do cérebro de rato concebemos
novas possibilidades de iluminacéo para fototerapia e diagnostico por imagem
formada por métodos Oépticos. Tais concepcdes estdo fundamentadas em
conhecimento de areas e comprimentos de onda que sdo menos atenuados
pelo tecido cerebral. Em particular ressaltamos a iluminacdo com luz IV frontal
e lateral como uma possivel técnica ainda ndo explorada de iluminagéo que foi
ressaltada pelo mapeamento 6ptico aqui realizado.

O estudo de perfis de intensidade em imagens de luz espalhada ou
transmitida através de amostras biolégicas € uma técnica de baixo custo e
muito eficiente para adquirir insight sobre a 6ptica de tecidos. Os experimentos
aqui descritos tiveram resultados satisfatérios e que podem levar a descobertas
futuras. Esses experimentos podem ainda ser melhorados com fontes de luz e

amostras mais uniformes.
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3. FOTONEUROMODULACAO DA DOR.

Os efeitos da TLBI implicam em conversdo de energia luminosa em
energia metabdlica com uma subsequente modulacdo das funcdes celulares.
Por isso, as TLBI sdo comumente conhecidas como fotobiomodulagdo. Quando
as células alvo sao neur6nios, é ainda mais apropriado designar a TLBI como
fotoneuromodulacédo. Nesse capitulo mostraremos que a fotoneuromodulacéo
no SNC, devido a iluminacdo transcraniana, altera a liberacdo de substancias
mediadoras da nocicepc¢ao resultando na redugéo da dor.

Recentemente resultados notaveis foram encontrados em Neurologia,
usando TLBI transcraniana, um tratamento ndo invasivo para ferimentos ou
doencas cerebrais. A TLBI transcraniana melhora a recuperacdo motora apés
acidente vascular cerebral em ratos [36] e em humanos [39]; reduz
significativamente o tempo de recuperagdo em traumatismos cranioencefalicos
(TCE) [37], com pouca evidéncia de efeitos colaterais [38]. Resultados
encorajadores foram obtidos para algumas doencas degenerativas do sistema
nervoso central como a esclerose lateral amiotréfica familiar [40], a doenca de

Parkinson [41], a doenca de Alzheimer [42].

3.1.Material e métodos

Animais

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Subcomité
de Pesquisa Animal do Hospital Geral de Massachusetts (protocolo
# 2014N000040) e seguiram as diretrizes do National Institutes of Health.
Camundongos da linhagem BALB/c adultos, machos, pesando entre 20 e 24 g,
obtidos no Charles River Laboratories (Wilmington - Massachusetts - EUA)
foram usados neste estudo. Os camundongos foram alocados em cinco por

gaiola, ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com agua e comida ad libitum.

Parametros da iluminacéo com laser
A iluminacao foi feita usando um laser de diodo de 810 nm (DioDent
Micro 810, Hoya ConBio, Fremont, CA) equipado com fibra de quartzo-silica.

Os camundongos foram posicionados em um imobilizador transparente (Flat
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Bottom Rodent Holders, Kent Scientific, Torrington - Connecticut - EUA). A
iluminacao transcraniana do encéfalo foi realizada com a ponta da fibra optica
em contato com a pele do animal e posicionada perpendicularmente sobre o
bregma. O laser era configurado em modo continuo (CW), com area irradiada
de 1 cm? e poténcia de 300 mW, no entanto, outros parametros da iluminacao
como: tempo, energia e densidade de energia, tiveram variacbes que estao
explicitadas na tabela 3.1. Ndo ha parametros bem estabelecidos para TLBI
transcraniana em camundongos. Escolhemos parametros que levaram em
consideracao a atenuacgao da luz ao atravessar as camadas de pele e 0sso do
cranio conforme conhecimento adquiro nos experimentos apresentados no
capitulo 2.

Os grupos experimentais foram separados de acordo com a dose de luz
gue cada animal recebeu. Dessa forma os animais tratados com iluminacao
transcraniana durante 24 s (7,2 Jicm?) serdo designados como grupo tratado
com laser #1 (GL24); por sua vez, os animais tratados com iluminacao
transcraniana durante 120 s (36 J/cm?) serdo designados como grupo tratado
com laser #2 (GL120) e os que nao receberam iluminacdo fazem parte do
grupo controle (GC). Para o GC foi feito todo o procedimento de imobilizacéo
do animal e a ponteira do laser foi posicionada em contato com a cabeca do
animal durante 120 s, no entanto, o laser ndo foi acionado. Cada grupo era
composto por 15 animais, subdivididos de forma que: 5 animais foram usados
para quantificar o limiar de dor; 5 para os testes de nocicep¢éo; e 5 para 0s
ensaio de quantificacdo de ATP, imunofluorescéncia e marcacdo com HE.

Tabela 3.1: Parametros da TLBI.

Grupos GC GL24 GL120
Local da aplicacéo Cabecga, transcraniana
Forma da aplicacao Pontual com contato
Area iluminada (cm?) 0 1,0 1,0
Poténcia (mW) 0 300 300
Tempo de iluminacgéo (s) 0 24 120
Energia (J) 0 7,2 36
Densidade de Energia (J/cm?) 0 7,2 36
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Avaliacao do limiar de dor

Os camundongos foram transferidos, para gaiolas individuais (10 x 20 x
15 cm) com base de malha de arame metalico (orificios de 5 x 5 mm). O
estimulo nociceptivo foi obtido com um conjunto de filamentos von Frey
manufaturados para aplicar forgcas entre 10 e 120 gf. Para evocar dor o
filamento era pressionado perpendicularmente contra a regido plantar de uma
das patas traseiras do camundongo por cerca de 3 s.

A estimulacdo era iniciada com o filamento de menor forca e
sucessivamente repetida com filamentos de maior forca até o momento em que
o camundongo reagia com um flinch (reflexo autbhomo de dor caracterizado
por espasmos) ou lambendo a pata. A forca do ultimo filamento usado era
considerada o limiar de nocicepcédo daquele animal. A média dos limiares de
cada animal foi considerada como o limiar de nocicepgéo para o grupo (n=5).

Mais informacdes sobre como manufaturar e calibrar filamentos von
Frey, bem como, sobre como compara-los aos filamentos comerciais e sobre
os testes que podem ser feitos usando tais filamentos podem ser obtidas no
Apéndice C.

Testes de nocicepcgéao: placa fria, fonte radiante de calor e injecao

de formalina

Os testes de nocicepgéao foram realizados nos grupos (n = 5) de animais
que receberam iluminagéo transcraniana de 24 e 120 s e no grupo controle.
Esses testes foram executados duas horas apods a iluminacdo, em dias
consecutivos, na seguinte ordem: placa fria, fonte radiante de calor, injecéo de
formalina.

O teste da placa fria evoca dor moderada no animal, devido a baixa
temperatura (4 +1 °C) e a avaliacdo da nocicepcdo pode ser indiretamente
mensurada pelo tempo de laténcia até a reacdo do animal. A placa fria utilizada
nesse experimento consistia em uma camada de gelo recoberta por uma folha
de papel aluminio dentro de uma caixa de isopor. Os camundongos foram
confinados em uma regido de 10x10x10cm no interior da caixa. A
temperatura desse aparato foi constantemente monitorada por um termémetro
na superficie de aluminio na regido em que 0s camundongos estavam
confinados, e os experimentos foram conduzidos apenas quando a temperatura
estava entre 3 e 5°C. Quando a temperatura passava de 5 °C o gelo era
substituido e esperavamos alguns minutos até que a temperatura ficasse
novamente entre 3 e 5 °C. No momento em que os animais foram colocados
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em contato com a superficie da placa fria o crondémetro manual foi acionado. O
teste foi encerrado quando os animais reagiam lambendo a pata ou com um
flinch nas patas dianteiras. O tempo até a reagdo do animal foi cronometrado e
usado para calcular o tempo de laténcia médio para o grupo.

O teste de retirada da cauda de uma fonte radiante de calor caracteriza-
se por elevacdo da temperatura no tecido que esta sendo alvo do aguecimento
da irradiacdo térmica. Para esse teste, foi usado um laser de alta poténcia
(1 W, 1 mm?, 730 nm) com feixe apontado para o ponto médio das caudas dos
camundongos que foram posicionados em um imobilizador transparente (Flat
Bottom Rodent Holders, Kent Scientific, Torrington - Connecticut - EUA) que
permitia 0 movimento apenas da cauda do animal. O tempo até que o animal
retirasse a cauda do feixe foi contabilizado com um cronémetro manual e foi
usado para calcular o tempo de laténcia médio para o grupo.

Para avaliagdo da nocicepcao por substancia irritante, uma injecéo de 10
uL de formalina a 2% foi aplicada na pata traseira direita, levando a dor
inflamatoria em duas fases. A primeira fase é de dor aguda (0 — 15 minutos
apos a injecéo), caracterizada por curta duracao e visivel inflamacao da pata. A
segunda fase € de dor ténica (15 — 60 minutos ap0s a injecao), em que a
duracdo é maior que nos modelos de dor aguda, no entanto ndo pode ser
classificada como dor crénica, pois tem duracéo e apenas algumas dezenas de
minutos. ApGs a fase tdnica espera-se que ndo haja mais dor evocada pela
formalina e o animal apresente comportamento semelhante ao de um animal
no qual ndo houve injecdo de substancia algégena. Para a medicdo da
nocicepcao nas fases aguda e tbnica cronometramos o tempo total (soma de
todos os momentos) em gque o animal permaneceu com a pata traseira direita
levantada. Para a fase aguda levamos em consideracdo o periodo de
observacdo de cinco minutos (0 — 5 min apos a injecdo de formalina), e para
fase tbnica o periodo de cinco minutos (15 — 20 min apds a injecdo de
formalina).

A tabela 3.2 sumariza as informacgoes sobre a avaliacéo do limiar de dor
e os testes de nocicepcgao.

Tabela 3.2: Informagdes sobre os experimentos realizados.

Experimento Limiar de dor Testes de nocicepgao
. . . Filamentos von  Placa fria, fonte radiante de

Estimulo nociceptivo L :
Frey calor e injecdo de formalina

Resposta ao estimulo Flinch Tempo de reacgao
Cronograma dos ATIES BV ITHE]]
9 1,2,3,6€24h 2 h ap6s TLBI
estimulos .
apos TLBI
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Fixacao e extragcao de tecido

As extracbes dos tecidos foram realizadas 3 h apdés a iluminagéo
transcraniana, em grupos (n = 5) de animais que néo participaram de qualquer
estimulacdo nociceptiva. Para proceder com a extragcdo, o animal foi
anestesiado por injecao intramuscular de 30 uL de solucdo de cetamina e
xilazina (proporcao de 10:1). O coracao do animal foi acessado por uma rapida
cirurgia para abrir a caixa toracica. Para que a fixagdo ocorresse internamente
aos tecidos foram realizadas duas perfusfes transcardiacas, a primeira com
10 mL de solucéo salina tamponada com fosfato e a segunda com 10 mL de
paraformaldeido 4%. O coracdo do camundongo bombeia a solu¢cdo tampéao e
o paraformaldeido para o interior dos tecidos promovendo a fixacdo interna dos
mesmos, levando ao 6bito do animal. Apds a eutanasia do animal, o encéfalo
do camundongo foi extraido por inteiro e preservado por 48 h em

paraformaldeido a 4%.

Imunofluorescéncia e marcagdo com HE

Apos a fixacdo os encéfalos foram cortados na fissura medial e os
hemisférios direitos foram embebidos em blocos de parafina e seccionados em
cortes sagitais na regido medial, produzindo oito amostras de 5 um de
espessura para cada encéfalo. Dessa forma, o encéfalo de cada animal gerou
quatro pares de amostras e cada par de amostras foi marcado com um dos trés
antigenos ou com HE (marcacbes em duplicata). As imagens de tecido
encefalico marcados com HE foram usadas para verificar a presenca possiveis
lesGes ou inflamacédo decorrentes da iluminagao transcraniana. As fatias foram
aderidas as laminas transparentes e receberam o protocolo padrdo de
imunohistoquimica para fluorescéncia ou marcagdo com HE praticado no
Photopathology Laboratory, Wellman Center for Photomedicine, Massachusetts
General Hospital [Anexo A].

Nos experimentos apresentados nesse trabalho, as IF foram indiretas
com tecido alvo de camundongo e os antigenos foram: tubulina, para verificar
alteracdes no citoesqueleto, como as descritas por Chow et al [14]; canais de
glutamato tipo 1 (GI1), pois esse € um neurotransmissor envolvido na conducéo
da informacao nociceptiva; e fosfatase acida prostatica (PAP deriva de prostatic
acid phosphatase), um analgésico enddgeno. Os anticorpos primarios usados
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foram de galinha e atacavam especificamente cada um dos antigenos. Os
anticorpos secundarios foram de cabra anti-galinha com sitio fluorescente de
fluoresceina. A fluoresceina tem pico de excitacdo em 494 nm e emite em
521 nm.

Microscopia

As amostras marcadas com tubulina, GI1 e PAP foram fotografadas
digitalmente com microscopio confocal (Olympus FV1000 - multi-photon
confocal microscope, Olympus Corporation of the Americas) usando a técnica
de fluorescéncia. A resolucdo dessas imagens foi suficiente para observar
alteracdes nas quantidades de GI1, PAP e tubulina.

As amostras marcadas com HE foram fotografadas digitalmente com o
equipamento NanoZoomer (Hamamatsu, Japéo) para formar imagens digitais

com ampliacdo de 40 vezes em cada dimens&o, ou seja, 1600 vezes em area.

Quantificacdo de ATP

O hemisfério esquerdo do encéfalo (complementar ao hemisfério que foi
usado para imageamento de tecidos) recém-extraido foi macerado e
centrifugado (4000 rpm, 15 min). Apds a centrifugacdo houve separacédo entre
dois meios: o sobrenadante liquido e translicido; e o soluto turvo. O soluto foi
descartado e o sobrenadante foi congelado em nitrogénio liquido para
preservar as caracteristicas bioquimicas.

O ATP presente no hemisfério esquerdo do encéfalo dos camundongos
foi quantificado com a técnica de fotometria da reacao de luciferina com ATP. A

luminescéncia decorrente da reacdo de luciferina com ATP acontece em trés

fases:
luciferina + ATP — adenilato de luciferil + pirofosfato (3.1)
adenilato de luciferil + O, — oxiluciferina” + AMP (3.2)
oxiluciferina” — oxiluciferina + luz (3.3)

O simbolo * denota que a oxiluciferina esta em um estado eletrénico excitado.
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Quando a oxiluciferina volta para o estado fundamental (reacdo 3.3) a
energia é liberada na forma de foétons. O conjunto de reagdes (3.1 — 3.3) mostra
que a concentracdo de ATP pode ser estimada a partir da luminescéncia
provocada pela desexcitacao da oxiluciferina.

Para a quantificacdo da concentracdo de ATP, misturamos 10 uL do
sobrenadante de cada amostra com 40 uL da solucdo de luciferina e essa
mistura foi incubada (temperatura ambiente, placa coberta por aluminio,
10 min) nos pocos de uma placa de microtitulacdo (Promega, CellTiter-Glo®
Luminescent kit). Apos incubacéo a placa foi lida no lumindmetro (GloMax®-
Multi+ Microplate Multimode Reader) a emissdo com comprimento de onda de

570 nm foi quantificada para cada poco.

Analise estatistica

Inicialmente todos os dados passaram pelos testes de Shapiro-Wilk e
Levene, que comprovaram as hipoteses de normalidade da distribuicdo e de
homocedasticidade (homogeneidade da variancia), respectivamente. As
comparacdes entre os grupos (GC versus GL24; GC versus CG120; GL24
versus CG120) (controle versus 24 s versus 120s) em cada tempo de
avaliacdo foram realizadas por analises de variancia (ANOVA) simples. Uma
vez encontrada diferencas significativas, foi conduzido o teste pos-hoc de
Tukey DHS (Diferenca Honestamente Significante). Para todas as analises foi
estabelecido um valor de 5% para a significancia do teste, ou seja, uma

confianca de 95% de que a diferenca ocorreu de fato e ndo por coincidéncia.

3.2. Resultados e discussao

Nessa secdo apresentaremos o0s resultados do comportamento dos
animais em relacdo a estimulacdo nociceptiva mecanica para avaliar o limiar de
dor e de outros estimulos térmicos ou inflamatérios. Discutiremos como essas
alteracdes comportamentais podem ser explicadas por alteracbes bioquimicas

resultantes do processo de fotoneuromodulacao.
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3.2.1. Limiar de dor

O limiar de dor foi avaliado imediatamente antes (0 h) e depois
(1, 2,3,6,24 h) da iluminacdo e constatamos que o0s dois grupos que
receberam iluminagao transcraniana apresentaram aumento do limiar de dor,
entretanto, o limiar de dor do grupo controle permaneceu inalterado (figura 3.1).
Nota-se nesse grafico que o efeito da iluminacdo ndo € imediato, pois se
verifica um aumento do limiar de dor com o tempo apés a iluminacgéo. O limiar
de dor médio para GC, GL24 e GL120, imediatamente antes da iluminagéo
com laser (808 nm), foi respectivamente de 21,5, 17,8 e 24,4 gf; no entanto,
essa diferenca néo foi significativa. A segunda medida foi realizada 1 h apés a
iluminacéo transcraniana e os dois grupos iluminados apresentavam aumento
do limiar em relagdo aos seus valores pré-iluminacdo e em relagdo ao grupo
controle. O maior valor do limiar de dor para GL24 foi de 38,3 gf, 3 h depois da
iluminacéo; e para GL120 foi de 65,2 gf, 2 h depois da iluminacdo. A medida
6 h ap6s a iluminacdo mostra que GL24 voltou a apresentar resposta aos
estimulos mecéanicos similares as apresentadas pelo grupo controle, no
entanto, GL120 continuou com o limiar de dor aumentado. A uUltima medida da
série mostra que, 24 h depois da iluminacdo, todos os grupos voltaram a
responder a estimulagdo mecanica de forma semelhante a inicial (0 h),
mostrando um carater temporario para os efeitos da iluminacao transcraniana.

Houve diferenca significativa (p < 0,05) nos limiares de dor entre os
grupos GL120 e GC nas medidas realizadas 1, 2, 3 e 6 h apos a iluminacéo
transcraniana; entre GL120 e GL24 nas medidas realizadas 1, 2, 3 e 6 h apés a
iluminacdo transcraniana. Entre GL24 e GC ndo houve diferengas

significativas.
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Figura 3.1: Limiar de dor médio e desvios padrdo (DP) antes da iluminacéo e 1,
2, 3, 6, 24 h depois da iluminacéo para 0s grupos controle e 0s que receberam
iluminacéo transcraniana de 7,2 ou 36 J. O maior aumento do limiar acontece
entre 2 e 3h e depois de 24 h o limiar de todos os grupos volta a ser

semelhante.

3.2.2. Testes de nocicepcgao

Placa fria

O tempo de laténcia até a reacdo do animal em resposta a estimulacéo
térmica de baixa temperatura foi avaliado 2 h apés a aplicacdo do laser e as
médias e DP dos grupos (n = 5) sdo apresentadas na figura 3.2. Os animais do
GC levaram em média 30 s para reagir a nocicepcao evocada pelo frio
lambendo as patas dianteiras. Os animais do GL24 demoraram mais para
reagir a nocicepcéo evocada pelo frio (72 s), no entanto, essa diferenca néo é
estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle. O GL120
apresentou uma laténcia média de 161 s, que foi significativamente maior que a

dos outros dois grupos.
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Figura 3.2: Média e desvio padrdo (DP) dos grupos (n =5) para o tempo de
laténcia até a reacdo do animal em resposta a estimulacao térmica de baixa
temperatura. Os simbolos * e # marcam os pares de grupos estatisticamente

diferentes, p < 0,05.

Retirada da cauda de uma fonte radiante de calor

Os animais do grupo controle demoraram menos que o0s que foram
iluminados para retirar a cauda de uma fonte radiante de calor, isso atesta,
indiretamente, que a tolerancia desses animais para a dor evocada pelo
aumento de temperatura no tecido esta mais baixa que nos outros dois grupos.
O grupo controle levou em média 4,1 s para retirar a cauda enquanto GL24 e
GL120 levaram 9,0 e 30,1 s para retirar a cauda, respectivamente. O GL120
apresentou uma laténcia significativamente maior que a dos outros dois grupos
(figura 3.3).
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Figura 3.3: Média e DP dos grupos (n =5) para o tempo de laténcia até a
retirada da cauda em resposta a estimulagcdo térmica de alta temperatura. Os
simbolos * e # marcam os pares de grupos estatisticamente diferentes,
p < 0,05.

Injecdo de formalina

Durante a fase aguda da dor inflamatéria provocada pela injecdo de
formalina na pata traseira direita dos animais o tempo que o animal permanece
com a pata levantada, evitando o contato da mesma com o chdo, é um
indicativo da hiperalgesia sentida pelo animal. Nos cinco primeiros minutos
(300 s) depois da injecdo, o grupo controle permanece em média 155,4 s com
a pata inflamada levantada. A duracdo da resposta a dor inflamatoria no grupo
controle foi significativamente maior que a duracdo dessa resposta para 0S
grupos que foram iluminados que foram de 53,4 s para GL24 e 73,6 s para
GL120 (figura 3.4).
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Figura 3.4: Média e DP dos grupos (n = 5) para a duracao da reacao do animal
em resposta a inflamacéo provocada pela inje¢éo de formalina. Os simbolos * e

# marcam os pares de grupos estatisticamente diferentes, p < 0,05.

Durante a fase tbnica o GL120 praticamente ndo manifestou
comportamento que indicasse dor. O tempo médio que esse grupo passou com
a pata levantada foi de apenas 1,2s, um resultado compativel com a
inexisténcia de dor. O GC e o0 GL24 ficaram 35,3 e 21,2 s com a pata levantada

e a diferenca foi significativa apenas entre GC e GL120 (figura 3.5).

Injecdo de formalina: dor tonica
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Figura 3.5: Média e DP para a duracdo da reacdo do animal, durante a fase
tbnica, em resposta a inflamacédo provocada pela injecdo de formalina. Os
simbolos * e # marcam os pares de grupos estatisticamente diferentes,
p < 0,05.
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3.2.3. Alteragdes bioquimicas no encéfalo

ATP

A concentracdo de ATP nas amostras de hemisfério cerebral foi
quantificada e normalizada pela concentragdo do grupo controle. A
concentracdo de ATP do GL24 foi 27% maior que a concentracdo no grupo
controle, no entanto essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. O
GL120 apresentou uma concentracao de ATP 90% maior que a concentracao
no grupo controle, diferenca estatisticamente significativa (figura 3.6).
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Figura 3.6: Média e DP para a concentracdo de ATP no hemisfério esquerdo,
normalizada pela concentracao de ATP do grupo controle. Os simbolos * e #

marcam 0s pares de grupos estatisticamente diferentes, p < 0,05.

Concentracdes de glutamato, PAP e tubulina por Imunofluorescéncia

As imagens de imunofluorescéncia captadas por microscopia confocal
apresentadas nesse trabalho sao de regides do cortex. As imagens tiveram as
regides de luminescéncia coloridas digitalmente e as cores foram escolhidas de
forma arbitraria tal que vermelho, amarelo, verde, e azul representassem,
respectivamente, Gl1, PAP, tubulina e o corante artificial DAPI, um marcador
de nucleos celulares usados para facilitar a quantificacdo e proliferacdo de
células (figura 3.7).
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A quantificacdo dos antigenos foi realizada indiretamente pela
intensidade da fluorescéncia nas imagens. Como essas imagens sdo da
superficie do tecido hd uma determinada area da imagem sem tecido e por
isso, sem fluorescéncia. Para possibilitar a comparacdo de varias imagens
independente da quantidade de tecido que a imagem mostra, a quantificacao
da fluorescéncia foi efetuada em uma regido quadrada (0,2 x 0,2 mm) no centro
das imagens (figura 3.8). Todas as imagens possuem as mesmas dimensdes
(1 x 1 mm), mesma resolucdo (tamanho do pixel) e a regido usada para

quantificacdo sempre apresenta tecido biolégico.

Gl1 PAP Tubulina

GC

GL24

GL120

Figura 3.7: Exemplos de imagens de cada um dos grupos com cada um dos
antigenos marcados: tubulina (verde), PAP (amarelo) GI1 (vermelho) e os

ndcleos celulares (azul).
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Figura 3.8: Tecido cerebral com antigeno tubulina (verde) e nucleos celulares
(azul) marcados pela técnica de imunofluorescéncia. O quadrado central de
(200 x 200 um) é a regi@do onde as imagens sdo analisadas para a

quantificacdo da fluorescéncia.

Glutamato

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio da sinalizacdo
nociceptiva. A diminuicdo da concentracdo de glutamato no tecido leva a
diminuicdo da conducdo de estimulos nociceptivos devido a diminuicdo de
disparos de potencial de acgéao.

A quantidade de glutamato (GI1) é significativamente maior no grupo
controle em relacdo aos grupos que receberam iluminacdo transcraniana
(figura 3.9). Este efeito pode explicar o aumento do limiar de dor observado nos

grupos GL24 e GL120 quando comparados ao GC.
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Figura 3.9: Média e DP para a intensidade da fluorescéncia de GI1 no
hemisfério direito. Os simbolos * e # marcam o0s pares de grupos

estatisticamente diferentes, p < 0,05.

PAP

O PAP é uma enzima responsavel por hidrolisar o AMP (Monofosfato de
Adenosina) extracelular em adenosina. Quando PAP é encontrado em grande
quantidade, indica que houve uma supressao dos sinalizadores (AMP) que por
sua vez sao sensibilizadores dos neurdnios condutores da sinalizacéo
nociceptiva, por isso, o PAP apresenta atividade analgésica indireta [43-44].

A quantidade de PAP no cértex cerebral dos camundongos do GL120 foi
significativamente maior que no GL24. A quantidade mais elevada desse
analgésico endégeno em GL120 pode explicar o limiar de dor elevado para

esse grupo 3 h depois da iluminacgéao (figura 3.10).
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Figura 3.10: Média e DP para a intensidade da fluorescéncia de PAP no
hemisfério direito. Os simbolos * e # marcam o0s pares de grupos

estatisticamente diferentes, p < 0,05.

Tubulina

Nao ha variagdo significativa na quantidade de tubulina apos a
iluminagdo transcraniana (figura 3.11) e ndo ha formacédo de varicosidades
(aglomerados de tubulina) como as que Chow et al [14] acharam em neurdnios
de ganglio da raiz dorsal in vitro. As varicosidades foram definidas em termos
de tamanho e formato dos aglomerados de tubulina de tal forma que fossem
compativeis com as achadas por Chow et all, para isso, usamos a analise de
imagens com o software imageJ. Nao foram identificadas aglomeracdes de
tubulina com intensidades de fluorescéncia maiores que 20 e tamanhos
maiores que 150 pm?.

A nédo formacdo de varicosidades € mais um indicio de que a analgesia
por terapia com luz pode ter mais de um mecanismo de acdo dependendo das
células e tecidos iluminados. Outra explicacdo para a nao formacédo de
varicosidades é que a fluéncia luminosa que efetivamente atinge os neurénios
na iluminacgéo transcraniana que executamos nesse trabalho in vivo seja muito

menor que a fluéncia usada in vitro no trabalho de Chow et al [14].

53



Tubulina

40-
@
'S 30-
@ [
(&)
0 201
L
5
E 10'
0' T T
GC GL24 GL120

Figura 3.11: Média e DP para a intensidade da fluorescéncia de tubulina no
hemisfério direito. Os simbolos * e # marcam o0s pares de grupos

estatisticamente diferentes, p < 0,05.

Marcacao de tecido por Hematoxilina-Eosina
As imagens digitais obtidas das amostras de tecidos marcados com HE

possibilitam avaliar a morfologia dos tecidos, alteragcbes como queimaduras,
inflamacbes e deformacdes que fossem causadas pela iluminacao
transcraniana ficariam claramente expostas com essa técnica. No entanto,
como podemos observar nas imagens da figura 3.12 ndo verificamos
alteracdes morfoldgicas provocadas pela iluminacdo transcraniana. Essas
imagens atestam que as doses usadas nesses experimentos foram suficientes

para produzir fotoneuromodulacdo sem, no entanto, lesionar o tecido biologico.
GC K GL24 GL120 Q\\T,?/
NS

4 i

Figura 3.12: Amostras de tecido marcado com HE. Corte sagital do hemisfério

direito de encéfalo de camundongos.
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3.3. Concluséo

Os experimentos descritos nesse capitulo atestam a relevancia e
eficacia da fotoneuromodulacdo proveniente de iluminacdo transcraniana com
laser de A = 808 nm para suprimir a nocicepcdo em camundongos. O teste para
avaliacao do limiar de dor em camundongos mostrou que a fotoneuroinibic&o
da dor € um processo temporario e reversivel, com pico entre 2 - 3 h, e que
cessa 24 h depois da iluminacdo transcraniana. Os demais testes de
nocicepcado mostraram que a atenuacdo da dor devido a fotoneuromodulacao
no SNC acontece em varias regides do corpo do animal (patas dianteiras,
traseiras e cauda) e para varios tipos de estimulos como presséo, frio, calor e
inflamac&o.

Os mecanismos para a supressdo da nocicepcao podem ser explicados
pelas mudancas bioquimicas iniciadas pela absorcéo de fétons. Observamos o
aumento da sintese de ATP, que como ja foi bem explicado acontece devido a
absorcdo de fétons na cadeia de respiracdo celular [45-46]. O aumento da
quantidade de ATP pode ser responsavel por indiretamente aumentar a
liberacdo do analgésico enddgeno PAP ja que o processo de sintese dessa
substancia requer energia para ser iniciado. Uma maior quantidade de
analgésicos enddgenos (PAP) reduz a conducado da sinalizacdo de dor, e em
decorréncia disso, o numero de neurotransmissores da dor (GI1) diminui
também.

A fotoneuromodulacdo depende da dose usada na iluminacéo
transcraniana isso é evidenciado em muitos experimentos quando GL24
apresenta resultados intermediarios entre GC e GL120. Os efeitos da
iluminagdo transcraniana levam certo tempo para ocorrer e existe a
possibilidade que o momento da extracao do tecido nao fosse o0 momento ideal
para observar uma determinada manifestacdo de alteracdes bioquimicas.

Outro mecanismo que avaliamos para a supressdo da nocicepg¢éao foi a
formacao de varicosidade de tubulina. Nesse teste ndo verificamos alteracéo
significativa nos niveis de concentracao de tubulina e nem mesmo formacao de
aglomerados dessa substancia. Isso reforca a ideia que a fotoneuromodulacéo
da dor pode acontecer por mais de um mecanismo e que ha diferencas

fundamentais na fotoneuromodulagédo do SNC e do SNP e ainda na quantidade
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de energia luminosa necessaria para que ocorra a fotoneuromodulagéo in vivo
ou in vitro.

A densidade de poténcia de 300 mW/cm? usada para a iluminacéo
trascraniana nesse trabalho é relativamente alta quando comparada a
densidade de poténcia usada em outros estudos de terapia com laser de baixa
intensidade, mesmo assim n&o causou aumento de temperatura do tecido
encefalico a ponto de queimar ou causar um processo inflamatério local. Isso €
evidenciado pala analise das imagens desses tecidos marcados com HE, pois,

nenhuma dessas amostras mostrou lesdes ou marcadores inflamatorios.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma das principais dificuldades para fototerapia ou fotodiagnostico por
via transcraniana é a impossibilidade de iluminacdo de areas profundas do
SNC. No capitulo 2 desse trabalho dirimimos esse problema mostrando que a
luz infravermelha (808 nm) passa pela pele, cranio e chega a regides
relativamente profundas (~ 1 cm) dentro do tecido encefalico. Além disso,
mapeamos caracteristicas de atenuacao Optica desses tecidos possibilitando
uma dosimetria mais precisa para fototerapia transcraniana em roedores.

A fotoneuromodulacdo do SNC realizada por iluminagéo transcraniana
foi efetivamente provada como uma forma de suprimir a nocicepcdo em
camundongos. A hiponocicepcdo causada pela fotoneuromodulacdo foi
generalizada, pois se estendeu por varias regidées do corpo dos animais, e
inespecifica, pois suprimiu dores evocadas por diferentes estimulos.

A fotoneuromodulagcdo transcraniana nos proximos anos podera ser
estudada e desenvolvida como uma modalidade complementar para tratar
diversos tipos de dores em humanos e animais. Acreditamos que esse trabalho
possa servir de fundamentacdo tedrica para diversos estudos cientificos,
translacionais e clinicos sobre fototerapia. Infelizmente o conhecimento e
pratica em fototerapia ainda sao restritos a poucos pesquisadores, clinicos e
entusiastas. Esperamos que esse trabalho possa auxiliar na disseminacao
dessas terapias, e se isso ocorrer, tudo tera valido a pena.
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Laser scattering by Transcranial rat brain illumination
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Applications, IPEN-CNENY/SP, Brazil
ABSTRACT

Due to the great number of applications of Low-Level-Laser-Therapy (LLLT) in Central Nervous System
(CNS), the study of light penetration through skull and distribution in the brain becomes extremely
important. The aim is to analyze the possibility of precise illumination of deep regions of the rat brain,
measure the penetration and distribution of red (A =660 nm) and Near Infra-Red (NIR) (A =808 nm)
diode laser light and compare optical properties of brain structures. The head of the animal (Rattus
Novergicus) was epilated and divided by a sagittal cut, 2.3 mm away from mid plane. This section of rat’s
head was illuminated with red and NIR lasers in points above three anatomical structures: hippocampus,
cerebellum and frontal cortex. A high resolution camera, perpendicularly positioned, was used to obtain
images of the brain structures. Profiles of scattered intensities in the laser direction were obtained from
the images. There is a peak in the scattered light profile corresponding to the skin layer. The bone layer
gives rise to a valley in the profile indicating low scattering coefficient, or frontal scattering. Another
peak in the region related to the brain is an indication of high scattering coefficient () for this tissue.
This work corroborates the use of transcranial LLLT in studies with rats which are subjected to models of
CNS diseases. The outcomes of this study point to the possibility of transcranial LLLT in humans for a
large number of diseases.

Keywords: LLLT dosimetry, rat brain illumination, Nervous System, Biophotonics, Near Infra-Red laser,
Transcranial Illumination, Hippocampus, Neurology, LLLT animal model, Neurophotonics.

1. INTRODUCTION

Just few years after Theodore Maiman [1] developed the first laser in 1960, it was used by Mester
[2] to promote wound healing, and this is probably the first Low Level Laser Therapy (LLLT). The
mechanisms of LLLT is based in photon absorption by molecules, it was first explained by Karu [3].
Laser illumination promotes DNA and RNA synthesis [4], lead protein production and increase
mitochondrial production of ATP accelerating cell metabolism [5]. Nowadays LLLT is being used in
branches of medicine that require reduction of inflammation, pain relief, healing, tissue regeneration or
prevention of tissue death [6].

Recently remarkable results have been found in Neurology, using Transcranial LLLT, a noninvasive
treatment for serious brain diseases or injuries. Transcranial LLLT improves motor recovery after strokes
in rats [7] and in humans [8]; reduces significantly the recovery time in Traumatic Brain Injury (TBI) [9]
with little evidence of side effects [10]. Encouraging results were obtainded for some degenerative CNS
diseases as familial amyotrophic lateral sclerosis [11], Parkinson disease [12], Alzheimer disease [13]
with this technique. Additionally, single neuron light stimulation [14] is connected to pain relief.

Light crossing the interior of biological tissue interacts, basically, in two ways: absorption and
scattering [15]. The absorption occurs when a photon interacts with an atom or molecule and the entire
energy of the photon is transferred to the atom or molecule. Absorption is quantified by the absorption
coefficient (u,), which is related to the probability of this interaction in a unit of length. The scattering
interactions can change both direction and energy of photons (inelastic), or only the direction (elastic
scattering). Visible and near IR light interacting with biological tissue give rise mainly to elastic
scattering. The scattering depends on size, shape and refraction index of the scattering center and on the
wavelength of the incident light. To quantify elastic scattering two parameters are necessary: the
scattering coefficient (us), which express the probability that scattering occurs, and the anisotropy factor
(9), which is defined as the average cosine of the scattering angle. The total attenuation coefficient is p, =
Hat Hs.

Knowledge of the penetration and distribution of light inside biological tissues is a hard problem
because absorption and scattering depend on wavelength, tissue biochemistry and anatomy [16].
Numerical methods as Monte Carlo simulation [17] can be used to calculate light distribution inside
tissues. Due to inhomogeneity of biological tissues, transport theory, a heuristic approach based on energy
conservation, is more useful than Maxwell equations to analyze light distribution inside biological
medium [16]. The amount of photons in a position 7 propagating in a given direction s is described by the
radiative transport equation:

Biophotonics: Photonic Solutions for Better Health Care lll, edited by Jirgen Popp,
Wolfgang Drexler, Valery V. Tuchin, Dennis L. Matthews, Proc. of SPIE Vol. 8427, 842728
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where L(7,5) is the radiance and p(§,s’) is the phase function that describes the angular distribution for a
single scattering event.

Here we present an experimental study that was carried out to determine light penetration and
distribution inside the animal heads, during transcranial rat brain illumination. The imaging technique
allows us to determine light fluence inside skin, bone, brain and to obtain a relative attenuation coefficient
for each tissue [18].

2. MATERIAL AND METHODS

Two diode laser sources were used in this experiment (A =808 nm e A =660nm), main
characteristics of these sources are presented in table 1. A neutral variable filter was used to regulate light
intensity and a high resolution camera (14.7 Mega pixels) captured photons scattered from the sample.
The camera lenses were adjusted to focus in the surface of the sample. As the sensitivity of the camera is
very low for NIR, exposure time was 4.0 s for NIR light and 10 ms for red light. Short period illumination
generated speckle patterns to red illuminations.

Table 1: Characteristics of laser sources.

Angular
Source A (nm) Power (mW) aperture of the Spot size (mm)
beam (°)
Red 660 30 30 1.40
NIR 808 30 30 1.40

Adult rats (Rattus Novergicus) were anesthetized, decapitated and their heads were shaved. The
heads were surgically sectioned by a sagittal cut, 2.3 mm away from mid plane. This section of rat’s head
was illuminated with red and NIR lasers in points above three anatomical structures: hippocampus,
cerebellum and frontal cortex (positions relative to the bregma were: - 3.3 mm, - 6.0 mm, + 2.5 mm,
respectively). The illumination spots were 2.0 mm away from the plane surface of the sagittal cut. A
coronal cut of the heads (-3.3mm from bregma) was also made to allow the visualization of
hippocampus through another direction. Illumination spots to coronal sever were 2.3 mm away from the
mid plane and 2.0 away from visualized surface (figure 1).

Figure 1: Sagittal (left) an coronal (right) cuts of a rat head. The arrows indicate illumination spots (left:
hippocampus, cerebellum and frontal cortex, and right: hippocampus).

2.1 Experimental method

The light scattered by each sample passed through the filter and was captured by the high resolution
camera which was positioned perpendicularly to the laser beam (figure 2). The images produced by the
scattered light and captured by the camera were analyzed with the software ImageJ 1.44. Intensity
profiles, in laser beam direction (z), provide information about tissue optical properties. Profiles of
scattered intensities in the laser direction were obtained from the images which are in 8-bits format, so
they have 256 gray-levels (gl).
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Figure 2: Set up of the experiment, laser illuminates the sample and scattered light is captured by the camera.
Arrow in the image indicates where the light intensity (measured in gray levels in the image — gl) profile shown in the
graph was measured.

2.2 Analyzing the images

Light scattered at 90° by homogeneous samples shows an intensity profile with a steep growth near
the illumination spot, followed by an exponential attenuation [19]. In this experiment we illuminated
three different tissues: skin, cranial bone and brain. The profiles of scattered intensities in the laser
direction show peaks after each tissue boundary and, far from the edges, they show an approximately
exponential attenuation. The peaks are higher for tissues that scatter more light. This way, one can scale
tissue scattering coefficients with the corresponding peak intensity. We calculated the exponential
coefficients for brain tissue profiles.

Brain is a complex organ with different kinds of neurons and glia. Shape, density, myelination and
biochemical composition of cells exert major influence on brain tissue optical parameters. Profiles helped
us to identify different brain regions allowing us to make a map of brain tissue optical parameters. It is
possible to extract iso-intensity curves from the images.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The images shown in figure 3 were produced with scattered light: NIR (A =808 nm) at top, red
(A = 660 nm) at bottom; and from left to right: hippocampus, cerebellum, frontal cortex and coronal view
of hippocampus. Comparing images produced with NIR and red light one is able to notice that NIR
penetrates deeper than red light. It suggests that NIR is more indicated to LLLT in inner parts of the brain.
The tissue boundaries and the differences of attenuation inside the brain are qualitatively clear in the
pictures.

Analyzing intensities profiles of NIR-light images (figure 4) one can see that there is a peak in the
scattered light profile corresponding to the skin layer. The peak width depends on the thickness of skin in
that point, and indicates the high scattering coefficient of skin. The bone layer gives rise to a valley in the
profile indicating low scattering coefficient, or frontal scattering. The valley width is proportional to
cranial thickness in that point. The following peak in the region related to the brain is an indication of
high scattering coefficient () for this tissue. Profiles of red-light (figure 5) images are similar to NIR-
light ones but attenuation is larger and speckle pattern of the images diminishes the smoothness of the
profiles.
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Figure 3: Images of transcranial illumination. Images of NIR illumination are at the top and red illumination ones
are at the bottom. From left to right: hippocampus, cerebellum, frontal cortex and coronal view of hippocampus.
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Figure 4: Profiles of transcranial illumination in different point. NIR (A = 808 nm) illumination.
Far from the entrance, light attenuation is approximately exponential:

1(z) = Ie™Ht# )
So, we can obtain p by:

In 1@

He = _y 3)

The light captured by the camera, at z, is proportional to 1(z).. Each region of the brain has specific
optical properties, so it changes the exponential coefficient. Comparing profiles, far from boundaries (z
from 3.5 to 10.0 mm), we found differences in exponential coefficient for each point (hippocampus,
cerebellum and frontal cortex), in sagittal cuts (figure 6); and differences for each direction (sagittal and
coronal) in hippocampus (figure 7). As p; are proportional to exponential coefficients, we normalized
them, making the highest value to be equal to 1, in arbitrary units (a.u.). Almost all values of ,, are
independent, showing the strong dependence of p; with brain’s region. Nevertheless, . are statistically
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equal (*) to cerebellum and hippocampus (coronal). Comparing L, to red and NIR illuminations, we can
see clearly that red light is more attenuated to all these brain’s sub-structures (figure 8).
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Figure 5: Profiles of transcranial illumination in different spots. Red (A = 660 nm) illumination.
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Figure 6: Exponential fitting of profiles far from boundaries to obtain p, (sagittal cuts).
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Figure 8: Normalized  for red and NIR wavelengths in different brain spots. Attenuation is statistically the equal
(*) for red light in cerebellum and hippocampus (coronal),

4. CONCLUSIONS

NIR penetrates deeper in a transcranial illumination, skull is not a major attenuator tissue, different
parts of brain have different attenuation coefficient; these are useful information to trancranial LLLT.
Analyze intensity profiles of images from tissues is a simple and powerful method to study quantitatively
and qualitatively optical properties.
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ABSTRACT

Over the last few years, low-level light therapy (LLLT) has shown an incredible suitability for a wide
range of applications for central nervous system (CNS) related diseases. In this therapeutic modality light
dosimetry is extremely critical so the study of light propagation through the CNS organs is of great
importance. To better understand how light intensity is delivered to the most relevant neural sites we
evaluated optical transmission through slices of rat brain point by point. We experimented red
(A =660 nm) and near infrared (L =808 nm) diode laser light analyzing the light penetration and
distribution in the whole brain. A fresh Wistar rat (Rattus novergicus) brain was cut in sagittal slices and
illuminated with a broad light beam. A high-resolution digital camera was employed to acquire data of
transmitted light. Spatial profiles of the light transmitted through the sample were obtained from the
images. Peaks and valleys in the profiles show sites where light was less or more attenuated. The peak
intensities provide information about total attenuation and the peak widths are correlated to the scattering
coefficient at that individual portion of the sample. The outcomes of this study provide remarkable
information for LLLT dose-dependent studies involving CNS and highlight the importance of LLLT
dosimetry in CNS organs for large range of applications in animal and human diseases.

Keywords: low-level light therapy dosimetry, low-level light therapy in central nervous system,
scattering and absorption coefficients, light interaction with brain, brains diseases, traumatic brain injury,
rat brain.

1. INTRODUCTION

Nowadays LLLT is being used in branches of medicine that require inflammation reduction, pain
relief, healing, tissue regeneration or tissue death prevention [1]. It is broadily accepted that LLLT
promotes DNA and RNA synthesis, leading to protein production. The most accepted hypothesis to
explain the effectiveness of photobiomodulation in almost all tissues is the increase of production of ATP
in the mitochondria after photon absorption by cytochrome-c-oxidase (COX). The absorption spectra of
COX has a broad peak at near infrared (NIR) region, approximately 830 nm, and another peak near
665 nm (red). These absorption peaks are in a region of light spectra known as optical window because
light is not strongly attenuated by biological tissues in this region [2].

Remarkable results have been found in Neurology, especially with Transcranial LLLT, a
noninvasive treatment for serious brain diseases or injuries [3]. Transcranial LLLT improves motor
recovery after strokes in rats [4] and in humans [5]; reduces significantly recovery time in Traumatic
Brain Injury (TBI) [6] with little evidence of side effects [7]. Encouraging results of transcranial LLLT
were found in some degenerative CNS diseases as familial amyotrophic lateral sclerosis [8], Parkinson’s,
and Alzheimer’s diseases [9, 10]. Single neuron light stimulation [11] is connected to pain relief.

Measurements of optical properties of rat brain can expand the knowledge of mechanisms of light
based therapies, like LLLT and photodynamic therapy (PDT), as one can better estimate the light fluence
in a specific region of the rat brain. The knowledge of optical properties of specific regions of the brain
can also support data obtained by light based diagnostic tools like optical coherence tomography (OCT)
and optoacoustic tomography (OAT) [12].

The light-tissue interaction gives rise to a large number of effects. Some of them are used to
diagnose like optothermal and optoacoustic effects and loss of coherence. On the other hand,
photochemical reactions are responsible for Biochemical changes which lead to photobiomodulation,
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phosphorescence, fluorescence and so on. Despite this myriad of effects light crossing the interior of
biological tissue interacts, basically, in two ways: absorption and scattering [13].

The absorption occurs when a photon interacts with an atom or molecule and the entire energy of the
photon is transferred to the atom or molecule. Molecules have specific absorption spectra, which depend
on the chemical bounds. The absorption spectrum of a given tissue depends of absorption spectrum of
every molecule which compound the tissue. Absorption is quantified by the absorption coefficient (u,),
which is related to the probability of this interaction in a unit of length.

The scattering interactions can change both direction and energy of photons (inelastic scattering), or
only the direction (elastic scattering). Visible and NIR light interacting with biological tissue give rise
mainly to elastic scattering. The scattering depends on size, shape and refraction index of the scattering
center and on the wavelength of the incident light. To quantify elastic scattering two parameters are
necessary: the scattering coefficient (us), which expresses the probability that scattering occurs, and the
anisotropy factor (g), which is defined as the average cosine of the scattering angle. The total attenuation
coefficient is p = p, + s [14].

Knowledge of the penetration and distribution of light inside biological tissues is an important task
to improve LLLT dosimetry. Unfortunately it is a hard problem since absorption and scattering depend on
wavelength, tissue biochemistry and anatomy [15].

Historically there are two approaches to the problem of multiple scattering: the analytical approach
and the radiation transport theory (RTT). The analytical approach starts from Maxwell's equations and the
properties of absorption and scattering of particles to obtain statistical quantities such as average
intensities. In another way the RTT deals heuristically with the transport of energy by a turbid medium. A
differential equation to describe RTT is equivalent to the Boltzman equation used in the kinetic theory of

[16].
gases i (;7’ g)
ds

This equation can be solved exactly for simple geometries and under certain ranges of
concentrations of scatterers and absorbers. The numerical solution of this equation is the basis for
software based on Monte Carlo simulation calculating distribution of light in turbid media.

Here we present an experimental study, which show images of samples of specific parts of rat brain
illuminated with red (A =660nm) and near infrared (A =808 nm). The differences among optical
properties like absorption, and scattering gives rise to differences in light transmission at substructures of
the brain. We carried out experiments to determine light radiance through rat brain slices [17].

2. MATERIALS AND METHODS

Two diode laser sources were used in this experiment (A =808 nm e A =660 nm), and the main
characteristics of these sources are presented in table 1. The angular apertures of the beams were 30°
producing a broad beam (figure 1). A neutral variable filter was used to regulate light intensity, and a high
resolution camera (14.7 Mega pixels, 56 pixels/mm) was used to capture photons transmitted through rat
brain slices. The camera lenses were adjusted to focus on the surface of the sample.

= parl(F,§)+Z—c; [ p(5.8)1 (7,5 )acy "
4

Figure 1: Image of the broad beam without sample, 660 nm (left), 808 nm (right).
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Table 1: Characteristics of laser sources.

Angular
Source A (nm) Power (mW) aperture of the
beam (°)
Red 660 30 30
NIR 808 30 30

Adult Wistar rat (Rattus Novergicus) were anesthetized euthanized, decapitated and had their brains
removed. The brains were sectioned by sagittal cut producing two slices with 2.0 mm thickness (figure 2).
Each slice is considered a parallel plane of turbid material. The slice A is the part of the brain delimited
by middle plane and a plane 2.0 mm away from that. And the slice B is delimitated by planes 2.0 and
4.0 mm away from the middle

Figure 2: The sample, slice A (left), slice B (right).

Each sample was throughout illuminated by the broad light beam and the light transmitted through
the slices was acquired by the camera positioned in the geometry shown in figure 3. The images produced
by the transmitted light and captured by the camera were analyzed with the software ImageJ 1.44. Profiles
of the gray levels in the image were traced. The signal was obtained from images in 8-bit format - 256
gray-levels (gl) from black to white [18]. As the sensitivity of the camera is very low for NIR exposure
time was 4.0 s for NIR light and 10 ms for red light.

Sample Attenuator

Figure 3: Setup of the experiment, laser illuminates the sample and transmitted light is captured by the camera.
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3. RESULTS

The images shown in figures 4to7 correspond to the transmitted light of both lasers NIR
(™ =808 nm) and red (A = 660 nm) through the slices A and B. The tissue boundaries and the differences
of attenuation inside the brain are qualitatively clear in the pictures. Since the light incident on the
samples was not uniform and the multiple scattering makes some blur at the image we cannot ensure that
the intensity at a given point (x,y) obeys Lambert-Beer equation (2). On the other hand, differences on
transmitted light can qualitatively ensure that there are strong differences among sub-structures of rat
brain optical properties.

I -2
1€z =1,¢e" @

Where 1(z) is the intensity in a deep z, Iy is the intensity at the surface (z = 0) and . is the
attenuation coefficient.

The light captured by the camera, at (X, y), is proportional to the intensity, I(x,y), shown in gray-
level (gl) scale. We traced profiles of intensity changing x position and keeping y constant. We did it for
four y positions (2, 4, 6, 8 mm away from the top of the sample) in each picture. We do not show the
boundaries in the profiles since the thickness of these regions are not uniform.
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Figure 4: Red (660 nm) laser light transmitted througt slice A (left). Profiles of intensitis in the x direction in the
positionsy =2, 4, 6, 8 mm from the top of the sample (right).

Figure 4 shows an image generated by red light transmitted through the slice A. We can see
clearly that intensity differs for different regions of the brain crossed by the light. In particular in the
cerebellum image there are abrupt variations of transmitted intensity point by point. These differences are
evidenciated with peaks in the profiles of intensity shown.
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Figure 5: Red (660 nm) laser light transmitted througt slice B (left). Profiles of intensitis in the x direction in the
positions y = 2, 4, 6, 8 mm from the top of the sample (right).
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The transmitted intensity is smaller in slice B than in slice A. We can see it because the image in
figure 5 is darker than the image in the figure 4. In the profile of slice B (x = 8 mm, y = 6 mm) we can see
a peak meaning low attenuation at this region.
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Figure 6: Infrared (808 nm) laser light transmitted througt slice A (left). Profiles of intensitis in the x direction in the
positions y = 2, 4, 6, 8 mm from the top of the sample (right).

Figure 6 shows a image generated by infrared light transmitted through the slice A. Comparing
the profiles of light transmitted throught slice A we can see clarly that infrared light is less attenuatted
than red lignt. We can see that both present peaks in same points, nevertheless tipical values of peaks for
NIR light are two times more intense.
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Figure 7: Infrared (808 nm) laser light transmitted througt slice B (left). Profiles of intensitis in the x direction in the
positionsy = 2, 4, 6, 8 mm from the top of the sample (right).

In the profile of slice B (y = 2 mm) the intensity is too low when compared with other regions.
The illumination by the top of the head is common in experiments for trancranial rat brain LLLT.
Depending of the targeted area, it would be advisable the illumination by other region in order to avoid
the strong attenuation at this area.

4. CONCLUSIONS

Studing the images and the profiles we can conclude that sub-structures of brain have different
attenuation coefficient and NIR light is less attenuated in the brain than red light. The knowledge of
attenuation properties of the whole brain can provide useful information to improve trancranial LLLT
dosimetry.

In order to obtain a better contrast of images and differentiate better the brain’s sub-structures we
have to study thinners slices. To increase resolution we have to use a more uniform source of light.
Analyze intensity profiles of images from tissues is a simple and powerful method to study quantitatively
and qualitatively optical properties.
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HIGHLIGHTS

® Building a set of low-cost von Frey Filaments for pain assessment.
® The calibration showed home-made von Frey Filaments are precise and accurate.
® Animal response to home-made and commercial von Frey filaments are similar.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articlﬁ history: Background: A von Frey filament (VFF) is a type of aesthesiometer usually made of nylon perpendicularly
Received 20 January 2014 held in a base. It can be used in paw withdrawal pain threshold assessment, one of the most popular tests
Received in revised form 7 April 2014 for pain evaluation using animal models. For this test, a set of filaments, each able to exert a different

Accepted 15 April 2014 force, is applied to the animal paw, from the weakest to the strongest, until the paw is withdrawn.

New method: We made 20 low cost VFF using nylon filaments of different lengths and constant diameter
Keywords: glued perpendicularly to the ends of popsicle sticks. They were calibrated using a laboratory balance
;:?nFer\%S;iirgsm scale. Building and calibrating took around 4 h and confirmed the theoretical prediction that the force
Home-made von Frey filament exerted is inversely proportional to the length and directly proportional to the width of the filament.
Validation Results: The calibration showed that they were precise and accurate. We analyzed the paw withdrawal
threshold assessed with the set of home-made VvFF and with a high quality commercial set of 5 monofil-
aments VFF (Stoelting, Wood Dale, USA) in two groups (n=5) of healthy mice.

Comparison with existing methods: The home-made VFF precisely and accurately measured the hind paw
withdrawal threshold (20.3 £0.9 g). The commercial vFF have different diameters while our set has the
same diameter avoiding the problem of lower sensitivity to larger diameter filaments.

Conclusion: Building a set of VFF is easy, cost effective, and depending on the kind of tests, can increase
precision and accuracy of animal nociception evaluation.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Pain is one of the most researched areas of medicine. It is a con-

S sequence of the increasing life expectancy of the world population,
* Corresponding author at: Laboratory of Radiation Dosimetry and Medical the high costs and the side effects of analgesics (Chau et al., 2008)
Physics, Institute of Physics, Sdo Paulo University, Rua do Matdo, Travessa R, 187, A . DR A L e
Cidade Universitaria, S3o Paulo, Zip Code: 05508-090, Brazil. Tel.: +55 11 30916993. Notwithstanding, in times of world recession and financial crises
E-mail address: marcelovictor@usp.br (M.V.P. de Sousa). one of the first sectors to feel the scarcity of funding is experimental

http://dx.doi.org/10.1016/j.jneumeth.2014.04.017
0165-0270/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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science investigations. Moreover, there are an increasing number of
new laboratories, the majority in developing countries, particularly
in the BRICS group (Brazil, Russia, India, China, and South Africa).
Nevertheless funding for these laboratories is restricted and the
building of homemade equipment is usual. One of the most fre-
quently used devices for pain evaluation is the von Frey filament
(VFF). A set of commercial VFF costs approximately 500 USD, how-
ever, in this study we will show how someone can easily handcraft
a very precise and accurate set of VFF for less than 5 USD.

1.1. Relevance of pain tests using von Frey filaments

Animal models are very important to test new medications or
procedures, especially for pain management. However, pain cannot
be directly monitored - it can only be estimated by examining the
response to a specific stimulus like mechanical stimulation with vFF
(Pitcher et al., 1999; Le Bars et al., 2001). To perform von Frey noci-
ception tests the filament is applied at the “end point” of response.
In animals, these tests are usually performed at the hind paw, and
paw withdrawal, sustained retraction, licking and/or flinching are
considered as a response to the stimulus (Lambert et al., 2009;
Mogil et al., 2001).

The vFF have a broad scope of application such as pain evalua-
tion in conscious animals with neuropathic lesions (Luo et al., 1999;
Martinez-Caro and Laird, 2000), anesthetized animals (Krauspe
et al., 1992), headache studies performed either with humans
(Cooke et al., 2007) or with rats (Oshinsky and Gomonchareonsiri,
2007; Oshinsky et al., 2012) and also to evaluate nociception after
central nervous system modulation (Burstein et al., 1998; Bartsch
et al., 2004).

Trauma and surgery frequently induce nerve injury, resulting
in permanent or temporary disturbances in pain perception. To
identify nerve injury, to grade its severity, to monitor its recov-
ery, to facilitate the transfer of information between medical units
and to prepare medico-legal reports, it is useful to have tests suit-
able for daily clinical practice and able to be universally carried out
(Poort et al., 2009; Robinson et al., 1992). These tests can be per-
formed with home-made VFF as they are low cost and they can be
easily crafted and calibrated in medical units. In addition, a super-
ficial area of anesthesia (or hypo/hyperesthesia) can be mapped by
applying the von Frey filament stimulus within the lesion and the
surrounding areas in small steps until a sensation is felt (Stubhaug
et al, 1997).

1.2. Pain evaluation with von Frey filaments

The most used series of commercial von Frey filaments was
developed by Semmes et al. (1960) for mapping tactile sensation
in patients with brain damage. There are several methodologies
of pain assessment with vFF, although, there is no clear evidence
that one is superior. Some methods are based on nociceptive scales
(Ho Kim and Mo Chung, 1992; Takasaki et al., 2001): a set of 3 or
4 different filaments representing the type of stimuli (e.g., touch,
pain, strong pain) is applied to the animal, and the percentage of
responses to 5-10 applications of each stimulus is tabulated. This
methodology is important for mapping an area affected by neuro-
logical damage, surgery or peripheral neuropathy.

Most of the researchers use the VFF to estimate the pain thresh-
old in animals. Various methodologies are available, and in the
simplest one, the test begins with the application of the weak-
est filament of the series to the animal body region. If the animal
does not remove the body part from the stimulus a stronger fil-
ament is used in a sequence. The pain threshold is considered
the force of the filament which causes the withdrawal (Tal and
Bennett, 1994). Another approach uses the up-down method, start-
ing the test with the strongest filament, and going down with the

forces successively, until the animal does not react accordingly, and
the corresponding filament force determines the pain threshold
(Bennett, 1993).

A third methodology begins with a middle force filament. When-
ever a positive response to a stimulus occurs, the next weaker
von Frey filament is applied, and whenever a negative response
occurs, the next stronger force is applied. The pain threshold is
determined by the first change in response (Chaplan et al., 1994).
A fourth methodology starts similarly, but the testing contin-
ues for five additional stimuli after the first change in response
occurs (Li et al., 2000). The pattern of responses is converted to
a 50% von Frey threshold using the technique described by Dixon
(1980).

1.3. Von Frey filaments

The physiologist Maximilian von Frey was a pioneer in the
study of pain in the late 19th century. To develop these studies
he designed a set of filaments each with a different stiffness to
evaluate pain sensitivity to touch in humans (Schmidt et al., 1997).
These original filaments were made with animal hairs like pig bris-
tles or wispy hairs from a squirrel’s tail. With the evolution of the
technique, the animal fibers were replaced with manufactured fil-
aments, giving rise to better accuracy and reproducibility. These
devices are based on Euler’s buckling law, a law of physics which
states that an elastic fiber with constant diameter, with one of
its ends pressed vertically to a surface such as the skin, and the
other end fixed, exerts a constant force. Before the filament starts
to bend, the force can be increased, but after bending, the vertical
force is constant. The force is directly proportional to the stiffness,
directly related to the thickness of the filament and inversely pro-
portional to its squared length (Fruhstorfer et al., 2001; Mogil et al.,
2001).

An important parameter of the commercial filaments is the
grade or number (M), which is very often confused with the applied
force (F). The set of filament numbers create a logarithmic scale
(Levin et al., 1978), which is given by:

M = log(10F)

This parameter is important not only for performing the experi-
ment but also to calibrate and compare equivalent sets of filaments.
The vFF can be easily calibrated with a laboratory balance to deter-
mine the applied force and consequently the filament number
(Levin et al., 1978; Lambert et al., 2009). In this article we will refer
to the force in gram-force (gf), which is a unit of force numerically
equal to the weight in grams. The SI derived unit for force is the
newton (N). Therefore, 1 gf is approximately 9.8 mN.

We aimed to demonstrate that homemade von Frey filaments
(HmvVFF) can be customized to allow a broad range of applications
since their bending forces can be precise and accurately controlled.
As they are low-cost and easily crafted, HmvFF are adequate for
laboratories with low budget or for ones that are not specialized
in pain assessment. Clinicians can also benefit from HmvFF, since
they can allow quantification of the progression of a nerve injury
as well as its treatment, using a cost effective device.

Hence, the objective of this study was to describe how to build,
test and validate a set of HmvFF, comparing the results with a com-
mercial set. We show that this equipment produces reliable results
and consequently can be used for nociception assessment in animal
models. The tests chosen to make the comparison with an animal
model were the paw withdrawal threshold with HmvFF and the
nociception score both with a set of high quality commercial vFF
and with the HmvFF set developed here.
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Fig. 1. Picture of the HmvFF, with enlarged detail for the tips. Table showing average + SD of bending force of HmvFF with one, two or three associated filaments and lengths
from 30 to 100 mm. Graph of force divided by number of associated filaments vs. length when fitted by a second order polynomial function (R? =0.975).

2. Material and methods
2.1. Animals

All animal procedures were approved by the Subcommittee
on Research Animal Care of the Massachusetts General Hospital
(protocol # 2010N000202) and met the guidelines of the National
Institutes of Health. Adult male BALB/c mice (weight 20-24g;
Charles River Laboratories, Wilmington, MA) were used in this
study. The animals were housed at five mice per cage and were
maintained on a 12-h light-12-h dark cycle with access to food and
water ad libitum.

2.2. Construction of HmvFF and commercial vFF

The HmvFF construction was carried out with low-cost mate-
rials that are easy to find in common suppliers. Therefore, we
used nylon monofilament fishing line (0.35 mm diameter, Scien-
tific Anglers™ Full Sinking Fly Fishing Line) to make the tips of
the HmvFF. The monofilament line was cut with scissors in differ-
ent lengths. The supports for the filaments were made by popsicle
sticks (CreateArt) with dimensions of 1.0cm x 11.2cm x 0.3 cm.
Nylon filaments and popsicles sticks were glued using Loctite®
495™ syper Bonder® Instant Adhesive.

The commercial vFF (Stoelting, Wood Dale, USA) series is a stan-
dardized set of filaments, all of constant length but varying in
diameter. Each filament is individually calibrated by the manufac-
turer to deliver its targeted force within a 5% standard deviation.
The support is similar to a plastic pencil. The filaments are retrac-
tile and made of flexible plastic. Therefore, they are durable and
biocompatible.

2.3. Designing and calibrating von Frey filaments

We easily handcrafted 20 low cost VFF with nylon tips glued
perpendicularly to the endpoint of popsicle sticks (Fig. 1). In order
to obtain a range of forces we made the VFF with different lengths,
but the same diameter. Some HmvFF have two (or three) nylon
filaments glued together only by the endpoint to duplicate (or trip-
licate) the force. We were careful to make the end point with only

one nylon filament to ensure the same area was always touching the
animal. The forces exerted by HmvFF were calibrated with a weigh-
ing scale (Andrews, 1993). The average forces + standard deviation
of 10 measurements are shown in Fig. 1.

According to Euler’s equation, the bending force of the filament
is inversely proportional to the squared length (L) and is directly
proportional to the number of associated filaments. The HmvFF
forces divided by the number of associated filaments were fitted by
a second order polynomial function as predicted by Euler’s equa-
tion (Fig. 1). The whole process of handcrafting and calibrating took
around 4 h and the material used was less expensive than five dol-
lars.

2.4. Assessment of pain sensation using von Frey filaments

The mice were placed individually in a cage
(10cm x 20cm x 15cm) whose floor was constructed with
meshed metal wire (squares of 5mm x 5mm). Noxious stimulus
was obtained when a commercial VFF of bending forces of 10,
15, 26, 60, 100 gf, or a HmvVFF of bending forces raging from 7.6
to 27.3 gf (Fig. 1) were pressed perpendicularly upward, through
the cage floor, against the plantar hind paw skin and held for
approximately 3 s until it slightly buckled.

Stimuli with the same filament were applied five times to the
hind paw at intervals of several seconds. The responses to these
stimuli were ranked as follows: 0, no response; 1, move paw away
from vFF; and 2, immediate flinching or licking of the hind paw. A
nociceptive score, based on Takasaki et al. (2001), of each animal
was calculated as the sum of the responses to the five stimuli. This
gives rise to a scale that ranges from O (no response for all noxious
stimuli) to 10 (high response for all noxious stimuli). The nocicep-
tive score of the whole group was the average of the individual
scores.

The assessment of pain threshold is more direct: the animals
were placed and noxiously stimulated in the same way as described
above. However, for this test, the mice were successively stimulated
starting with the weakest to the strongest filaments. The sequence
of stimuli was stopped when the mouse reacted with immediate
flinching or licking of the hind paw. The force of the last used
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Fig. 2. Healthy mice sensitivity to commercial vFF with different bending forces
and diameters. * and # means statistical difference of 26 gf filament against 10 gf
and 100 gf filaments, respectively (p <0.05).

filament was considered the pain threshold. The group pain thresh-
old was the average of individual thresholds.

2.5. Statistical analyses

The mean hind paw withdrawal thresholds and nociceptive
scores were analyzed using one-way ANOVA and Tukey’s test. The
mean + deviation (SD) withdrawal threshold and nociceptive score
values between different groups or within the same group at dif-
ferent time points were considered significantly different when
P<0.05.

3. Results

In this section we compare the mice behavior during the evalu-
ation of pain with commercial and homemade von Frey Filaments.

3.1. Assessment of pain in healthy mice

One group of mice (n=5) was tested with commercial vFF and
other (n=5) with the set of HmvFF. Preliminary tests, with com-
mercial vFF of bending forces of 10, 15, 26, 60, 100 gf, were made
and we observed that the animals’ response increased from 10 to
26 gf and after that it started to decrease until the 100 gf. This was a
non-expected behavior which happened due to the increase in the
contact area of the filament. Therefore we chose 10 gf and 26 gf vFF
to produce the painful stimulus since the former had the lowest
sensitivity and the latter the highest (Fig. 2).

There was no statistically significant variation in the nociceptive
scores between the five evaluations during the 6 h of evaluation,
for both sets of filaments (Fig. 3). The nociceptive scores for mice
tested with 10 and 26 gf commercial vFF and with 7.6 and 10.7 gf
HmvFF were 1.54+0.6, 6.3+0.2, 1.754+0.4 and 5.44+0.8, respec-
tively. The sensitivity of the animals to the 10.7 gf HmvFF is as high
as to the 26 gf commercial vFF. This can be explained when the cor-
responding pressures (force/area) are compared instead of forces.
The pressures applied by 10 and 26 gf commercial vFF or 7.6 and
10.7 gf HmvFF, are 8.2, 12.0, 8.5 and 12.0 mN/mm?, respectively.
Therefore, filaments which apply approximately the same pressure
evoke the same level of response no matter if they are commercial
or homemade von Frey Filaments.

For mice tested with the set of HmvFF the minimal pain thresh-
old was 20.2 + 2.9 gf. Similar to the nociceptive score test, there was

101 —=— 10 gf vFF
0] —e— 26 gf VFF
S 81 —A—10.7 gf HMVFF
a i/—”i‘i&\&_ —v— 7.6 gf HMVFF ;
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Fig. 3. Average £ SD of nociceptive score and pain threshold of mice. Nociceptive
scores were equivalent for 26 gf vFF and 12 gf HmvFF since they apply similar pres-
sure (higher than 10 gf vFF). There was no statistical difference for five tests over 6 h
(p<0.05).

no statistically significant variation of the pain threshold during the
6 h of evaluation (Fig. 3). Both behaviors are important evidences
for the reproducibility and constancy of the animal response to the
HmvFF. Pain threshold does not decrease after successive applica-
tions, so we can infer that HmvFF stimuli are not harmful, otherwise
a hyperalgesic state could lead to a decrease in pain threshold. It did
not increase either, showing that the animal did not become used
to the test. In addition, we repeated this test five times a day dur-
ing seven consecutive days and there was no statistical difference
in the pain threshold for all these tests.

The response to the commercial vFF was constant too, thus con-
firming that both commercial and home-made VFF give the same
results regarding to the constancy of the animal behavior. Itis worth
noting that the standard deviations obtained for the pain thresh-
olds (HmvFF) are small values (forces around 2 or 3 gf), showing the
good sensitivity of the set of filaments we built, and the possibility
of obtaining a fine evaluation to distinguish pain conditions.

4. Discussion

The purpose of this study was to suggest an easy way of building
a set of HmvFF, as an alternative to commercial ones. The projected
HmvFF consists of wood sticks with nylon filaments firmly glued
to them. The difference in bending force was obtained due to the
different lengths of the nylon filaments. We showed how to easily
handcraft these low-cost HmvFF. The filament calibration can be
done using a weighing scale, a common laboratory device. The set
of HmvFF is well suited to test mice paw withdrawal response in
normal conditions. Furthermore, the reproducibility of the test with
HmvFF was very good: the results did not change during the first
6 h of tests or even after 35 tests over seven consecutive days of
evaluation.

Direct comparisons of nociceptive score obtained by stimuli of
HmvFF and commercial vFF which apply the same pressure were
similar. Therefore, HmvFF can reproduce the results of commercial
one. The coefficient of variation (standard deviation divided by the
mean), is similar for pain threshold, measured using HmvFF, and
the nociceptive scale, measured using commercial vFF. Therefore,
both can produce results with the same relative precision. However,
HmvFF can be tailored in a broader range of forces to determine a
different interval of pain thresholds, and with smaller force incre-
ments between successive filaments. Therefore they are useful for
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pain evaluation of mice and other laboratory animals in normal or
hypo/hyperesthesia conditions. The data suggest that HmvFF can
improve the paw withdrawal reflex measurement since they can
be customized to have slightly different bending forces.

5. Conclusion

Sets of HmVFF are accurate, precise, and cost-effective and can
be easily handcrafted for specific applications. They are versatile
either for different kinds of tests, since they can reproduce the tests
made with commercial vFF or for the distinct conditions of the sub-
jects, since the animal can be in a normal or hypo/hyperesthesia
state.
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Anexo A

Photopathology Core
Wellman Center for Photomedicine

Massachusetts General Hospital

HISTOPATHOLOGY Protocol #31
Immunofluorescence Staining
For Paraffin Sections

Reagents

Target Retrieval Solution, 10X, (DAKO, Cat#S1699)
Super PAP Pen: Fisher, Cat# NC9888126

Goat serum, Sigma, cat# G9023-10ML

Bovine Serum Albumin (BSA), Sigma, cat# A2153-10G
Triton X-100, Sigma, cat# X100-100ml

10x TBS, VWR, cat# 82021-504

20X TBS, Tween-20, VWR, cat# 100219-916

In-house made Protein blocking and Ab dilution solution: 10% Goat
serum, 3% BSA

9. 1X TBS (prepared from 10X)

10.0.1% Triton X-100 in 1X TBS (prepared from100%)

© N o O A~ WD PRE

Day 1
Slides preparation

1. Bake slides in 60°C oven for 1 hr (for deparaffinizing) then cool
down the slides at room temperature for 10min. This step can be
done days before.

2. Label the slides for IHC experiment (during cool down).

3. Deparaffinization, Rehydrate

CitriSolv 3 X 8 min (dip few times within the 8 min)

100% ETOH 2 X 2 min
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95% ETOH 1 X2min
70% ETOH 1 X2 min
NOTE: Never let the slides to dry out once they are rehydrated.

4. Pre-heat water bath to 98°C during the Deparaffinization, Rehydrate

steps
5. Prepare Ag retrieval solution during CitriSolv step:

DAKO Target Retrieval Solution (S1699, 10X----> 18ml into 162ml
dH20, pH 6.0 - 6.2)

6. Wash
Dip slides 5 times in 3 changes of dH20, then start wash in clean dH20

Distilled water 3 X 2min

. Antigen Retrieval
Water Bath method:

e Place slide rack into room temperature 1X Target retrieval
Solution and place this slides container into the pre-heated 98 °C
water bath. Loosely cover the container to prevent the steam H20
fall into the container.

e Incubate the slides in 95-99 °C water bath for 30min.

e Cool down the sample after 30min Ag retrieval:

[ Take out the slides container from the hot water bath

(KEEP the slides inside the container).

il. Cool down on bench for 10 min (DO NOT take slides out
of the Ag retrieval solution)

iii. Cool down in cold running water (using a water bath) for 5
min (DO NOT take slides out of the Ag retrieval

solution, DO NOT run water into the slide container)
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8. Wash
Dip slides 5 times in 3 changes of dH20, then start wash in clean dH20

Distilled water 3 X 2min

9. Permeabilization: if needed for intracellular biomarkers.

Incubate slides with 0.1% Triton X-100 TBS for 15 min (at room
temperature)

0.1% TBS-Triton X-100: add 1ml of Triton-100 into 1L of 1x TBS,

10.Wash
Dip slides 5 times in 3 changes of dH20, then start wash in clean dH20

Distilled water 2 X 2 min
TBS 1X 2 min

11.Protein Blocking:
i.  Tap off the wash buffer and wipe off access TBS around tissue.
ii.  Circle around tissue with PAP pen on the slides. Using color marker
pen to circle around the tissue on the bottom of the slide
iii.  Cover tissue sections with Protein blocking solution and incubate for
30-60 min. (Do not blocking for too long. Too long blocking might
increase the background)

12.Prepare primary Ab dilution on ice during protein blocking step using
protein blocking solution.

13.Primary Ab incubation: Tap off protein blocking solution--> wipe off
access solution --> cover tissue sections with primary Ab. Incubate
overnight at 4°C in a moisture chamber. Place enough Ab to cover the
entire tissue.

Note: never let the tissue to dry out during staining.
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Day2:

Take out the slides from 4°C and allow slides to equilibrate to room

temperature for 15-30min.

14.Wash:
i. Tap off primary Ab --> dip slides 5 times in 3 changes of
dH20 then start wash in clean buffer.
ii. Wash with TBS 4x 5min
iii. Tap off the wash buffer and wipe off access TBS around
tissue. Incubate with blocking reagent for 10 min
15.Dilute secondary Ab on ice using protein blocking solution during
blocking step. All the steps from now on should be performed in dark
or dim light condition.
16.Tap off protein blocking solution--> wipe off access solution ---> Cover
with fluorescent conjugated secondary Ab and incubate in dark for
30min — 40min in moisture chamber at room temperature (usually 1:200
dilution).
17.Wash:
i. Tap off primary Ab --> dip slides 5 times in 3 changes of
dH20 then start wash in clean buffer.
ii. Wash with TBS 4 x 5min
14. Dip slides 5 times in dH20

15. Mount coverslips using DAPI mounting media (Invitrogen ProLong
Gold Antifade Reagent with DAPI, 5 x 2ml, Cat# P36935).

16. Acquire fluorescent images using confocal or other fluorescent

microscope.
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Hematoxylin and Eosin Staining (H&E, Paraffin Sections)

1. CitriSolv

100% ETOH
95% ETOH
70% ETOH
50% ETOH

abhwm

(op}

. Tap water
. Running tap water

\l

(ee]

. Hematoxylin 2

9. Tap water:
10. Running tap water

11. 0.5% Acid Alcohol

12. Tap water:
13. Running tap water

14. Lithium carbonate

15. Tap water:
16. Running tap water

17. 70% ETOH

18. Eosin-Y
day)

19. 70% ETOH
20. 95% ETOH
21. 100% ETOH

22. CitriSolv

2 X 8 min (deparaffin)
2 X 2 min (rehydrate)
2 min
2 min
2 min

4 dips in 2 changes

3 min

15 min (stain nuclei) or 20 min for hard to stain
tissue

Filter each day to remove oxidized particles

4 dips in 2 changes
3 min

1 dip (remove excess blue stain)

4 dips in 2 changes
3 min

6 dips (bluing agent) 1:1 diluted with dH20
before use

4 dips in 2 changes
3 min

2 min

4 min or 6 min for hard to stain tissue (filter each

6 dips (to clear) (discard each day)
2 x 2 min (discard the 1* 95% ETOH each day)
3 X2 min

3 x 3 min (clearing)
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Reagents for H&E staining:

Hematoxylin 2
Vender: Richard-Allan Scientific

www.rallansci.com Tel.: 800-522-7270
Recorder # 7231
1 Pint/473 ml
R4/05 927723110
Lot 103196
( No catalog # found)

Eosin-Y
Vender: Richard-Allan Scientific

www.rallansci.com Tel.: 800-522-7270
Recorder # 7771
1 Pint/473 ml
R4/05 92903116
Lot 98936
( No catalog # found)

0.5% Acid Alcohol: (as in Histologic Staining Methods, Lee G. Luna, p38)

HCI (Hydrochloric acid) (Concentrated, 37%) 5ml
70% Alcohol 1,000 ml

Lithium carbonate (Saturated solution):

Lithium carbonate 5gm
Distilled water 500 ml
1) Stirring overnight ---—> filtering with filter paper

2) 1:1 diluted with dH20O before use
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ANEXO B
Photopathology Core
Wellman Center for Photomedicine, Massachusetts General Hospital
HISTOPATHOLOGY

ATP = Luciferin/Luciferase protocol

Reagents:
- ATP standard (biovision)

- Cell titer Glo Luminescent [promega] - (luciferin + luciferase) - mix 10 ml of
the liquid from the white flask into the powder from ambar flask.

- 96 wells White plate

- Plate reader

Experiment:

1- Schedule your time on the plate reader agenda

2- Dilute 10uL ATP standard in 90puL of distilled water (DW) - this is the sample
that you will use to do your Standard Curve. Pipette everything in duplicate!

Opl ATP 3itue | o) AT 3kue 110, sample A 2L | 10| sample A 20ulLue
2ul ATp ullic o) ATPp HBulluc 10ul sample B2 | 10y sample B 4utuc

4ul ATP 28lkue | 4 ATp 88L1e | 40| sample C2E | 1Qpl sample C 2tue
pul ATP 22lkue g ATp #ulkie | 40y sample D 2L | 10| sample D 2uitue
gul ATp 22ltuc | g, aTp d2ulkuc | 40| sgmple E 2 | 10y] sample E 4uttue

10ul ATP 2lkie | 1o ) ATp 40ulLuc
IMPORTANT!!! - last thing to put is the cell titer (Luciferin/Luciferase).

OBS: If you going to measure the ATP in vitro, remember to separate the
medium from the cells. Then apply the Luciferin directly into de cells and into
the medium wells.

3- Incubate the plate for 10 minutes in room temperature and covered with
Aluminum foil.

4- Read the plate on 570 nm.
- Remember that ATP takes longer to be read.

- Your results must be into the gap of the minimum and maximum of the stand
ard curve.
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