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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas com alta prevaléncia nos
dias atuais. A Terapia com fotobiomodulacdo (TFBM) tem se mostrado uma alternativa
promissora no tratamento da asma, oferecendo beneficios significativos em comparacao
com os glicocorticéides, que sao frequentemente utilizados para controlar essa condicéo,
porém sem efeitos colaterais. Assim, o objetivo do estudo sera avaliar a durabilidade do
efeito da TFMB sobre a inflamacdo pulmonar em modelo experimental de asma. O
estudo serd composto por 7 grupos: Basal, OVA 72h, OVA 1s, OVA 2s, OVA+L 72h e
OVA+L 1s e OVA+L 2s. Os animais seréo sensibilizados com OVA (s.c.) nos dias 0 e
14. A Partir do dia 21 os animais receberam OVA por via orotraqueal 1 vez (Grupo OVA
72h), 3 vezes (Grupo OVA 1 s) e 6 vezes (Grupo OVA 2s). Os animais serao irradiados
apenas 1 vez com laser diodo, com os seguintes parametros: 660 nm, 100 mW, 3J de
energia,Largura espectral £ 20, Modo de operacéo continuo, Exposicéo radiante (J/cm?)
66,Area do feixe no alvo (cm?) 0,0045, Tempo de exposicéo 30 s,Frequéncia Unica, 3
Pontos de aplicacéo e técnica de aplicacdo de 1 cm de distancia. 1 hora apos o primeiro
desafio em cada grupo correspondente.Decorrido 24 horas do ultimo desafio os animais
seréo eutanasiados e o lavado broncoalveolar e o pulméao coletados para a quantificacao
celular e dos mediadores inflamatérios, bem como avaliacdo do muco e colageno nas
vias aéreas.

Palavras-chave: asma, inflamac&o pulmonar, laser em baixa intensidade, Terapia com
fotobiomodulacéo.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1.Asma

A asma € um sério problema de saude global que afeta todas as faixas etarias.
Sua prevaléncia estd aumentando em muitos paises, especialmente entre criancas.! A
asma € considerada uma doenca inflamatoria nas vias aéreas, levando a
hiperresponsividade das vias aéreas, obstrucéo, hiperproducdo de muco e remodelacao
da parede das vias aéreas.?3 A resposta inflamatéria causa lesdo dos tecidos, edema e
producdo de muco, o que pode resultar em obstrucdo do fluxo de ar. Além disso, a
hiperresponsividade das vias aéreas provoca uma contracédo exagerada do musculo liso
da traqueia e dos brénquios, levando a uma obstrucédo temporaria das vias respiratoérias.®
Sao indicativos de asma: um ou mais dos sintomas, dispnéia, tosse crbnica, sibilancia,
aperto no peito ou desconforto toracico, particularmente a noite ou nas primeiras horas

da manha 4.

Atualmente, a asma afeta uma parcela significativa da populacdo, sendo
considerada um problema de saude global. Estima-se que entre 1% e 18% da populacdo
mundial seja afetada, totalizando cerca de 339 milhdes de pessoas. Essa condi¢cao tem
um impacto significativo na vida dos pacientes, de seus familiares e dos sistemas de
salide.> A asma é a terceira ou quarta causa de hospitalizaces pelo SUS (2,3% do total),
conforme o grupo etario considerado.® Se as tendéncias atuais continuarem, estima-se
que podera haver mais 100 milhdes de asmaticos até 2025’. Estima-se que 0S custos
econdmicos associados a asma sejam classificados como um dos mais altos entre as
doencas cronicas devido a utilizacéo significativa de cuidados de saude associados a

essa condicdo.?

Os custos da asma sdo em grande parte devido a doenca descontrolada e
provavelmente aumentardo a medida que sua prevaléncia e gravidade aumentam.® Em
todos os paises, as decisdes sobre 0 uso de novas terapias sdo baseadas ndo apenas
em avaliacoes de seguranca e tolerabilidade, mas também, cada vez mais, em

evidéncias de custo-beneficio.10



12

Embora a causa exata da asma nao seja completamente conhecida, ela envolve
uma combinacéo de fatores genéticos e ambientais que afetam o sistema imunolégico e
respiratorio. Como resultado da interacdo entre fatores genéticos, componentes
celulares com comportamento diverso do normal e modulagdo ambiental, mecanismos
imunes anormais, modulados por numerosas citocinas, resultam nas alteracbes e
disfuncbes observadas na asma.'’ Acaros da poeira doméstica (HDM),
Dermatophagoides spp., estdo associados a resposta alérgica em até 85% dos pacientes

com asma em todo o mundo.!?

Os modelos de animais utilizados para investigacdo das doencas respiratérias
alérgicas induzidas por Ovalbumina (OVA) e aeroalérgenos tém sido amplamente
utilizados para elucidar mecanismos imunolégicos e ndo imunoldgicos envolvidos na
patogénese da asma e da rinite.'®> O protocolo utilizado foi baseado no estudo de
Rigonato-Oliveira et al., 20194, que demonstrou a eficacia desse modelo na inducédo de
inflamac&o pulmonar alérgica crénica. O procedimento consiste em sensibilizar os
animais com injecbes de OVA, seguido de exposicOes repetidas ao antigeno via
orotraqueal. Isso resulta em uma resposta inflamatoria similar a observada em humanos,
com recrutamento de eosindfilos, producédo de citocinas inflamatérias e remodelamento

do tecido pulmonar

As células do tipo Th2 dominam sobre as células do tipo Thl, promovendo fibrose
subepitelial e hiperplasia das células musculares lisas das vias aéreas 1®, As citocinas
geradas desta inflamacao Th2, incluindo interleucinas IL-4,IL-5,IL-13, s&o reconhecidas

como intimamente associadas aos mecanismos patogenéticos da asmaté-’.

7

Para que os linfécitos sejam ativados, € necessario que o0 antigeno seja
identificado pelas células dendriticas, que atuam como apresentadoras de antigenos. Na
superficie dessas células, estdo presentes as moléculas do MHC (complexo principal de
histocompatibilidade), que se ligam aos receptores de antigenos nos linfocitos. Os
linfécitos T CD4 reconhecem as moléculas MHC da classe Il (figura 1), sendo divididos
em dois subgrupos, Thl e Th2, de acordo com as citocinas que produzem. Entre as

citocinas mencionadas, a IL-4, juntamente com a IL-13, estimula a producao de IgE pelas
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células B (1618 Além disso, essas citocinas, em conjunto com outras, aumentam a
secrecdo de muco, promovem a superexpressao de células caliciformes e contribuem

para a hiperresponsividade das vias aéreas (Figura 1).

Sensibilizagdo antigénica Fase aguda Fase cronica Remodelamento

Broncoconstricio
Aumento da produgio de muco

Apresentacio de antigeno e mudanga para perfil TR

Figura 1. Fisiopatologia da asma. Fases e sintomas apresentados na asma. Fonte:
Adaptado de Nature Reviews Immunology [Internet]. Nature Reviews Immunology; [cited
2024 Aug 27]. Available from: https://www.nature.com/nri/journal-



https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
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Essa tabela destaca o papel das interleucinas no contexto da asma, enfatizando os
efeitos especificos nas células-alvo associadas ao perfil TH2.

Tabela 1 — Interleucinas e seus efeitos nas células-alvo na asma (perfil TH2)

NOME| FONTE CELULAS-ALVO EFEITOS NAS CELULAS-ALVO
IL-4 |Células |Mastdcitos, Células T, Células|- Diferenciagdo de células T em
Th2 B, Macréfagos células Th2
- Fator de crescimento de células
B
- Producéo de IgG1 e IgE
IL-5 |Células |Eosindfilos, Células B - Crescimento, diferenciacdo e
Th2 ativacao de eosinofilos
- Producéo de IgA
IL-9 |Células T|Mastdcitos, Células NK - Sobrevivéncia e secrecdo de
citocinas pelas células T
- Crescimento e ativacdo de
mastocitos
IL-13 |Células [Células B, Mondcitos,|- Producéo de IgE
Th2 Fibroblastos, Células epiteliais |- Aumento da producdo de muco
- Sintese de colageno
- Inibe a producéo de citocinas proé-
inflamatorias
IL-10 |Células [Macrofagos, Células B, Células|- Inibe a producéo de citocinas de
Th2 Th1l, Células dendriticas Thl (IFN-y, TNF-, IL-2)
- Inibe a producéo de IL-12 por
macrofagos
- Diminui a expressdo de MHC
classe Il em células dendriticas
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As células Th2 também podem estimular a producéo de IgE por meio da interacédo
com as células B. Em seguida, a IgE se liga a receptores de alta afinidade para IgE (FceR1)
presentes nos mastocitos, e a ligacdo cruzada da IgE na superficie dos mastdcitos por
alérgenos especificos leva a ativagdo dos mastocitos e a liberacdo de mediadores, como
histamina, fator ativador de plaquetas, prostaglandinas e leucotrienos. O aumento da IL-4
e alL-13 induzem metaplasia de células caliciformes e producédo de MUC5AC, favorecendo

a producdo de muco nas vias aéreas asmaticas. 19,

Compreende-se que a estimulacdo de alérgenos das vias aéreas em pacientes com
asma leva a um aumento dos linfocitos Th, com predominancia de Th2. No entanto, a asma

resulta de um desequilibrio entre Thl e Th2 (0,

Estudos indicam que os sistemas reguladores evitam a expressado excessiva das
respostas Thl e Th2, com a IL-10 desempenhando um papel importante nesse processo.
Apesar de ser inicialmente classificada como uma citocina Th2, sabe-se, hoje, que a IL-10
€ produzida por uma ampla gama de tipos celulares: células dendriticas, mondcitos,
macrofagos, células T (CD4+, CD8+ e NK; linfécitos T regulatérios CD4+ CD25+),

neutréfilos e células epiteliais?!-22,

A IL-5, secretada pelos linfécitos Th2, desempenha um papel essencial nos
eosindfilos, influenciando sua ativagdo, maturacdo e sobrevivéncia @3, A secrecdo de
citocinas Th2 nas vias aéreas pode promover um padrao inflamatério eosinofilico e
mastocitario, bem como mudancas estruturais tipicas do fenotipo asmatico®4. No processo
asmatico, também h& uma resposta do sistema imunoldgico inato, onde o alérgeno se liga
diretamente a IgE presente na membrana dos mastocitos localizados na mucosa e

submucosa dos brénquios, o que resulta na liberacdo de mediadores inflamatérios.

Durante a inflamacéao crbnica, ha proliferacédo das células epiteliais e miofibroblastos,
além de um acumulo de colageno e proteoglicanos na membrana basal, o que leva ao
espessamento dos brénquios. O acumulo de eosindfilos ativados nas vias aéreas gera
guimiocinas pré-inflamatérias e enzimas citoliticas, incluindo a proteina catiénica
eosinofilica (ECP) e proteina basica principal, que provocam ruptura da integridade do

epitélio causando diretamente a hiper-reatividade das vias aéreas® .
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A patogénese da asma envolve uma elevacdo na expressdo de diversas proteinas
relacionadas a inflamacao, como citocinas, quimiocinas, enzimas responsaveis pela sintese
de mediadores inflamatorios, além de receptores e moléculas de adesado celular. Os
principais objetivos do manejo da asma s&o alcangar um bom controle dos sintomas e
reduzir o risco de futuras complicacées relacionadas a doenca?. O tratamento da asma deve
incluir o controle dos fatores de risco modificaveis, além do uso de medicamentos que
variam de acordo com a frequéncia e gravidade dos sintomas e a funcdo pulmonar. Os
broncodilatadores b2-agonistas de curta acdo sdo as medica¢cdes de escolha para o alivio
dos sintomas da asma, enquanto os b2-agonistas de longa acdo sdo farmacos que,
associados a terapia de manutencéo com corticosteroides inalatorios, atuam para o melhor

controle dos sintomas(©9,

Os (glicocorticbéides sao amplamente utilizados no tratamento de doencas
respiratérias, especialmente na asma e na Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC),
devido a sua potente acéo anti-inflamatéria. A maioria desses medicamentos se enquadra
nas trés categorias principais a seguir: 1) medicamentos de controle de longo prazo; 2)
medicamentos de alivio rapido; e 3) agentes biol6gicos. Medicamentos de controle de longo
prazo reduzem a inflamacdo das vias aéreas que leva a sintomas crénicos e incluem
terapias como ICSs, LABAs, LAMAs, modificadores de leucotrienos, teofilina e cromolina?’.
Além disso, os glicocorticbides ajudam a melhorar a funcdo pulmonar e a reduzir a

frequéncia e gravidade dos sintomas respiratorios.

Os glicocorticéides podem provocar osteoporose transitéria, aumentando o risco de
fraturas 6sseas devido a inibicdo da formacédo 6ssea e ao aumento da reabsorcédo 6ssea?®.
Outro efeito adverso comum é a supressao do sistema imunoldgico, tornando os pacientes
mais suscetiveis a infeccdes®. Portanto, € essencial monitorar atentamente os pacientes
em tratamento com glicocorticoides para minimizar esses riscos e ajustar a terapia

conforme necessario.

Nesse sentido, a Terapia com fotobiomodulagdo (TFBM) tem se mostrado uma
alternativa promissora no tratamento da asma, oferecendo beneficios significativos em

comparacao com os glicocorticoides, que sao frequentemente utilizados para controlar essa
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condicao. A TFBM utiliza luz de baixa intensidade para estimular as células, promovendo a
reducdo da inflamacéo e a modulacéo da resposta imunoldgica sem os efeitos colaterais

associados aos glicocorticoides.

1.2.Terapia com Fotobiomodulagéo (TFBM)

Em 1967, a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) era utilizada pelo
pesquisador hingaro Endre Mester, que observou melhora na cicatrizacdo de feridas e
aumento no crescimento de pelos em experimentos com ratos?®. Além do laser
monocromatico coerente, descobriu-se que o diodo emissor de luz (LED) também poderia

ser utilizado com parametros comparaveis para obter os mesmos efeitos biologicos.

A TFBM é baseada na aplicacao de luz de baixa intensidade nos tecidos. Essa luz é
absorvida por cromoforos celulares especificos, especialmente a citocromo C oxidase,
localizada na mitocéndria que gera aumento de ATP pela acdo dos cromoforos na cadeia

de transporte de elétrons®°,
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Cicatrizagdo, Tratamento de Morte de Regeneragdo do nervo Reparo de lesdes na
Reparagdo tecidual, inflamagdes bactérias periférico, melhora a medula espinhal e no
Prevengdo da morte agudas e cronicas cromogeénicas - fungdo nervosa, cérebro Tratamento de
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pele. dor. etc. capilar... Parkinson

Figura 2. llustracdo do esquema de interacdo do laser com a célula. Fonte: Adaptado
de Tuchin VV. Tissue Optics and Photonics: Light-Tissue Interaction Il. J Biomed Photonics
Eng. 2016;2(3):030201.

Alguns estudos tém utilizado a LLLT na area clinica e como resultado tém observado
melhora nos parametros espirométricos, reducéo da concentracdo de éxido nitrico exalado,
melhor controle da exacerbacdo da asma e consequente reducdo no uso de
medicamentos31:3232, Ainda ndo se conhecem com exatiddo os efeitos sistémicos da terapia
com LED, mas acredita-se que possa haver um impacto na inflamacdo e nas células
imunoldgicas de tecidos ndo adjacentes ao local tratado. Acredita-se que produz um efeito
analgésico ao diminuir os niveis de mediadores da dor, como prostaglandinas, beta-
endorfinas, interleucina 1-beta e fator de necrose tumoral-alfa, bem como ao melhorar a

microcirculacao local3334,

Os mecanismos pelos quais a TFBM induz efeitos sistémicos ainda ndo sao
totalmente elucidados. No entanto, h4 evidéncias de que a TFBM possa modular a resposta

inflamatoéria sistémica e influenciar células imunes em tecidos distantes do local de
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irradiacdo. Propostas mecanisticas incluem o aumento da produgédo de ATP mitocondrial,

a liberacédo de 6xido nitrico e a modulacéo de espécies reativas de oxigénio 6.

"A versatilidade terapéutica da terapia com fotobiomodulacédo pode ser atribuida a
presenca da citocromo C oxidase, uma enzima intrinseca a cadeia respiratéria mitocondrial
e sensivel a luz, em todas as células eucaridticas. Essa enzima atua como um fotoaceptor
enddgeno, desencadeando uma cascata de eventos bioquimicos que mediam os efeitos

benéficos da terapia com luz 3.

A durabilidade dos efeitos do laser no tratamento da inflamacéo é influenciada por
varios fatores, incluindo a intensidade da luz, a dose aplicada, e a frequéncia das sessoes.
Pesquisas ja conduzidas revelam que a TFBM promove a reducado da inflamacao por meio
da melhora na funcdo mitocondrial e a diminuicdo da producdo de mediadores

inflamatdrios38.

Um numero crescente de estudos em modelos experimentais de doencas
inflamatorias pulmonares tem mostrado que a terapia com laser de baixa intensidade pode
ser uma opc¢ao terapéutica complementar, com baixo custo e sem efeitos colaterais.
No entanto, ainda ndo ha um protocolo bem definido em relagéo a dosagem ideal para essa

terapia.

Fotobiomodulacéo e doencgas pulmonares

Estudos indicam que a TFBM pode reduzir a inflamagéo brénquica e melhorar a
funcao pulmonar ao atuar nas mitocondrias, aumentando a producéo de ATP e promovendo
a recuperacdo celular 38, Além disso, a TFBM tem mostrado potencial para diminuir a
hiperreatividade das vias aéreas e a producdo de mediadores inflamatérios, contribuindo

para um alivio sintomatico e mais duradouro .

A terapia com Fotobiomodulacao (TFBM) tem demonstrado potencial na modulacéo
de processos inflamatdrios, conforme evidenciado em diversos estudos. Em modelos
experimentais de asma, a TFBM reduziu significativamente a infiltracdo de células

inflamatorias (neutrodfilos, eosinofilos, linfocitos T) e a producdo de citocinas pro-
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inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-13) no Lavado broncoalveolar (LBA), concomitante ao aumento
da citocina anti-inflamatoria IL-10. Além disso, a FBM atenuou alguns parametros da asma,

incluindo hiperreatividade bronquica e remodelamento das vias aéreas:.

Em modelos experimentais de doencas pulmonares inflamatérias, TFBM tem
mostrado capacidade de regular a resposta inflamatoria. No modelo de asma induzida por
HDM, a TFBM (660 nm, 100 mW, 1J e 3J) reduziu o numero de neutrofilos, eosinofilos e
linfocitos T no pulmé&o, além de diminuir os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13, e aumentar a IL-10
no LBA. A terapia também diminuiu a infiltracdo de eosindéfilos peribrdnquicos, a deposicao

de colageno, a broncoconstricdo e o espessamento das vias aéreas 4.

A TFBM (660 nm, 30 mW, 5,4J) atenuou a hiperresponsividade bronquica em modelo
de asma, associada a reducdo da expressdo de RhoA e da inflamacédo pulmonar.
Observou-se diminuicdo de eosindfilos, eotaxina, ICAM-1, citocinas Th2 e STAT6. Esses
resultados sugerem que a TFBM modula a via RhoA/STAT, reduzindo a inflamacéo
pulmonar 4°

Em modelo de DPOC induzido por fumaca de cigarro, a terapia com
fotobiomodulacéo (660 nm, 30 mW, 3J/cm?) reduziu a inflamag&o pulmonar, caracterizada
pela diminuicdo de células inflamatérias e de citocinas pré-inflamatérias (IL-18, IL-6, IL-17,
TNF-a) no LBA. Adicionalmente, a TFBM atenuou o remodelamento pulmonar, com
reducdo da producédo de muco, depésito de colageno e do alargamento alveolar. Esses
efeitos foram acompanhados por diminuicdo da expressao do receptor P2X7 e aumento da
producéo de IL-10 4.

Em modelo experimental de DPOC induzido por fumaca de cigarro, a TFBM (660
nm, 30 mW, 180s) reduziu significativamente a inflamac&o pulmonar, caracterizada pela
diminuicdo de células inflamatoérias e de diversas citocinas e quimiocina (IL-18, TNF-a, IL-
6, IFN-y, MCP-1, GM-CSF, KC/CXCL1, LTB4) e aumento da citocina anti-inflamatéria IL-
10. Além disso, a TFBM atenuou o remodelamento pulmonar, com reducédo do depdsito de
coldgeno e muco, e modulou a resposta imune, caracterizada por reducéo de células T
CD4+ e CD8+ efetoras e aumento de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+ e CD4+IL-
10+) 42,
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Diversos trabalhos indicam que o laser desempenha um papel importante na agao
anti-inflamatéria sobre as células. Em modelos experimentais de doencas inflamatorias
pulmonares, a TFBM. Estudos sugerem um aumento de células T reguladoras
(CD4+CD25+Foxp3+) produtoras de IL-10 dentro do pulm&o que essas células agem
suprimindo células T efetoras (CD4+STAT-4+), conhecidas por produzir IFN-y3%. Além
disso, observou-se uma diminuicdo na producdo de muco, eosindfilos peribrénquicos,
deposicao de colageno, indice de broncoconstricdo, e no espessamento das vias aéreas e
da musculatura brénquica 3637,

Um estudo in vitro demonstrou que a TFBM modula a resposta inflamatoria em um
modelo de sobreposi¢cdo asma e DPOC (ACO), reduzindo significativamente a expressao
de citocinas pré-inflamatérias e aumentando a producéo da citocina anti-inflamatéria (IL-
10). Esses achados sugerem que a TFBM pode exercer um efeito anti-inflamatério e

imunomodulador, oferecendo uma nova perspectiva para o tratamento da ACO 3.

Considerando que os efeitos da TFBM sobre o processo inflamatério tém se
mostrado promissores em estudos relacionados a asma, é fundamental que novas
pesquisas experimentais sejam conduzidas para avaliar a durabilidade desse efeito em
doencas pulmonares. Nesse contexto, essa terapia pode representar uma Opgao
terapéutica adicional, com custos acessiveis e sem efeitos colaterais, para pacientes com

asma.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a durabilidade do efeito da terapia com fotobiomodulacdo em modelo
experimental de inflamacé&o alérgica pulmonar, nos tempos de avaliacdo com 72 horas, 7

dias e 14 dias, apds o tratamento com laser.
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2.2.0Dbjetivos Secundéarios

e Avaliar a inflamacdo pulmonar através da contagem de células totais e

diferenciais no LBA;

e Quantificar a liberacéo de citocinas (IL-1pB, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e
IFN-y) no sobrenadante do LBA,;

e Avaliar a producdo de muco e deposicdo de colageno nas vias aéreas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Previamente ao inicio dos experimentos, o projeto do estudo foi submetido a
apreciacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) AN006/2013 da Universidade
Nove de Julho. Seguimos os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA/Junho de 1991.

Foi utilizado camundongos Balb/C, fémeas (maior quantidade disponivel no biotério),
pesando aproximadamente 20-25 gramas, com idade de 6 semanas, os animais foram
obtidos do biotério de criagdo da Universidade Nove de Julho e mantidos em condi¢des
controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12h escuro) e temperatura

(22°C — 25°C) no biotério de experimentacdo da Universidade Nove de Julho.
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3.2 Desenho do estudo
O protocolo foi dividido em duas etapas, utilizando 50 camundongos. Ambas as etapas
com o mesmo protocolo experimental, os grupos foram divididos como o Basal, OVA 72h,

OVA 1s, OVA 2 s, OVA+L 72h, OVA+L 1s e OVA+L 2s, escolhidos de forma aleatoria.
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Figura 3. Fluxograma com os grupos experimentais. Fonte: prépria

3.3 Tamanho da amostra

Foram utilizados 50 camundongos (Balb/C) fémeas para o projeto, com o tamanho
amostral calculado com base nos estudos de Silva et al. (2014) e de Brito et al. (2022)4042,
A amostra foi dividida em dois conjuntos experimentais, de forma a permitir a realizagéo do
protocolo experimental em momentos distintos. Na primeira parte do estudo, os animais

foram distribuidos em 7 grupos experimentais: o grupo basal foi composto por 8 animais, e
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0S outros grupos contaram com 7 animais cada.

3.4 Randomizacgéo

Neste estudo foi utilizado a randomizacé&o de forma que os animais foram distribuidos

e escolhidos aleatoriamente para compor 0S grupos.

3.5 Cegamento

O pesquisador do presente estudo conduziu todo experimento como também a

realizacdo da avaliacdo de todas as analises.

3.6 Procedimentos Experimentais

3.6.1 Modelo de inflamacgédo pulmonar alérgica créonica usando Ovalbumina (OVA)

O procedimento para indugdo de inflamacdo alérgica pulmonar crénica usando
Ovoalbumina (OVA), foi baseado no estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al 2019 4, e
constituiu as seguintes etapas: primeiro os animais foram sensibilizados com injecéo
subcutanea (s.c) de 4 ug de OVA (Sigma) juntamente com solucdo de Alum gel nos dias 0
e 14 e a partir do dia 21 os animais foram submetidos ao desafio orotraqueal com 10 ug
de OVA, 3 vezes por semana durante 5 semanas (Grupo 2s), 4 semanas (Grupo 1s) e 3
semanas (Grupo 72h). Para esse procedimento o0s animais serdo submetidos a
imobilizagdo adequada em uma posicdo que permite 0 acesso apropriado a via de
administracao, para aplicacdo da anestesia com injecao intramuscular (i.m.) de xilazina 2%
(0,06mI/100g) + cetamina 10% (0,08mI/100g). Minutos ap0s sera realizada a instilacao de
OVA (Figura 4).
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Sensibilizacdo com injecdo Administragao orotraqueal
subcutanea (s.c)

Figura 4. Demonstracao de sensibilizacdo e administracao orotraqueal (0.t.) de OVA.

3.6.2 Terapiacom FBM

A TFBM foi baseada no estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al 2019 14, entdo os
animais foram irradiados com um laser de diodo CW Continuous Wave (Onda Continua)
(Figura 5), com poténcia de 100 mW e comprimento de onda de 660nm irradiando uma
area de 0,045 J/cm2 com 3J de energia. Uma hora apds o primeiro desafio (Grupo OVA+L),
0s animais receberam aplicacdo pontual em trés regies: uma abaixo da traquéia, e as
outras duas em cada lobo pulmonar (direito e esquerdo — Figura 6). Apés a primeira
irradiacdo com laser os animais continuaram a receber o desafio antigénico com OVA até

o dia da eutandsia (72h, 1 ou 2 semanas).

Tabela 1. Parametros dosimétricos do laser em baixa intensidade.



Energia Radiante (J) 3J
Comprimento de onda (nm) 660
Largura espectral + 20
Modo de operacgéo Continuo
Poténcia radiante média (mW) 100 mW
Exposicéo radiante (J/cm?) 66
Area do feixe no alvo (cm?) 0,045
Tempo de exposicao (s) 30s
Frequéncia Unica
Pontos de aplicacéao 3 Pontos

Técnica de Aplicacao

1cm distancia
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Figura 5. Laser de diodo utilizado no protocolo experimental. Marca: MMO Optics/
Modelo: TF Premier PLUS.



Figura 6. Pontos de aplicacao do laser em baixa intensidade.

3.6.3 Grupos Experimentais
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Figura 7. Desenho experimental.
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3.7 Eutanasia

Cada grupo foi submetido a aplicacdo da anestesia com injecdo intraperitoneal (i.p.)
de xilazina 2% (0,06ml/100g) + cetamina 10% (0,08mI/100g), comumente utilizada na
experimentacdo com roedores. A substancia foi administrada minutos antes da
exsanguinacao, utilizando uma seringa de 1mL e agulha hipodérmica 25x5 mm. Apos as
coletas, todos foram acondicionados e descartados como lixo hospitalar (ou residuo de

servico de saude).

3.8 Desfecho

3.8.1 Avaliacéo da inflamacé&o pulmonar no lavado broncoalveolar (LBA)

ApOs anestesia os animais foram traqueostomizados e canulados e os pulmdes
lavados com 3 x 0,5 ml de tampao fosfato salino (PBS).

O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1600 rpm a 4°C por 5 minutos. O
sobrenadante sera armazenado a -70°C para analise das citocinas por meio de ELISA. O
botdo celular foi ressuspendido em 1 ml de tampéo fosfato salino (PBS) e utilizado para a
determinacdo do numero de células totais no LBA realizado por meio de contagem na
Camara de Neubauer. (LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; DE
OLIVEIRA et al.,, 2010)*4546Q restante do material ressuspendido foi utilizado para
preparacao de laminas de cytospin. Foram utilizados 200ul de amostra de cada animal para
contagem diferencial das células, centrifugadas por 10 minutos, 450 rpm no equipamento
de modelo Cytospin-2, Shandon Intruments Sewickley, PA. As laminas foram coradas
atraveés da técnica de coloracao Instant Prov: 1) colocar as laminas na cuba corante Instant
Prov I, deixar por 10 segundos, retirar e deixar escorrer por 5 segundos. (2) Colocar as
laminas na cuba corante Instant Prov Il, deixar por 10 segundos, retirar e deixar escorrer
por 5 segundos. (3) Colocar as laminas na cuba corante Instant Prov lll, deixar por 20
segundos, retirar, deixar escorrer por 5 segundos e lavar as laminas em agua corrente.

Apos a coloracdo 300 células foram contadas para a determinacéo da contagem diferencial.
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3.8.2 Avaliagéo dos niveis de citocinas no LBA por ELISA

Os niveis de IL-1, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y no sobrenadante do LBA
foram avaliados através do kit Biolegends e R&D Systems. O ELISA € abreviatura para
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay(ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima). A

guantificacéo das citocinas foi realizada de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

3.8.3 Avaliacdo do remodelamento das vias aéreas através da histomorfometria

Os pulmdes foram fixados em formaldeido 10% sob presséo constante de 20 cmH20
por 24h. O material foi colocado em parafina para confec¢ao das laminas histolégicas para
posterior marcacao especifica pela técnica de histoquimica (Theodoro et al., 2017).

Com o intuito de avaliar os efeitos da terapia sobre a proporcéo de fibras colagenas
na parede das vias aéreas e producao de muco, os pulmdes esquerdos foram coletados,
fixados em formalina 10% e embebidos em parafina, cortes de 4um de espessura seréao
realizados e as laminas coradas com Picrossirius para detec¢éo das fibras de colageno,
acido periodico de schiff (PAS) para deteccdo de muco. Foram analisadas 15 vias aéreas
de cada animal. A andlise quantitativa foi realizada através da técnica morfométrica e os
parametros morfoldgicos foram avaliados através do software Image Pro Plus (verséo 4.5,
NIH, Maryland, EUA).

3.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 5.0 (EUA) com
distribuicdo paramétrica, foram submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo teste
de Newman-Keuls para comparacao entre os grupos. Os niveis de significancia foram
ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos foram elaborados utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.0 (EUA).
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4. Desfecho
No painel A observamos que os grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s),
apresentam um aumento significativo no total de células recuperadas do LBA em relacdo ao grupo
Basal. Por outro lado, verificamos que os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s), apresenta uma redugao
significativa no total de células recuperadas do LBA comparados aos respectivos grupos OVA (Figura
8A).
Ja no painel B, notamos aumento significativo do nimero de eosindfilos recuperados do LBA
nos grupos OVA (72h, 1s e 2s) quando comparados ao grupo Basal. Por outro lado, os grupos
OVA+PBM (72h, 1s e 2s), demonstraram uma reducdo significativa na contagem de eosinéfilos

recuperados do LBA em relagdo aos respectivos grupos OVA (Figura 8B).

A
100 -
E mm Basal
T 80- - mm OVA
= Em OVA+PBM
w 60- -
[1=]
5
Al 40_
Il @ L]
= ®
g 20 -
l_
0=
Basal 72h 1s 2s
B
20 =
mm Basal
E 45 =3 OVA
q-— AR
=] = OVA+PBM
Ll LTy
w 10 =
=]
s
2 o
= 5 [
gz 5 o
w
0=

Basal T2h 1s 2s



31

Figura 8. Durabilidade do efeito da TFBM sobre o niimero de células totais (A) e eosinofilos (B)
recuperadas do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA 72h, OVA 1s
e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo
desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com
laser, sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio). Os resultados foram
expressos em média £ SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relagdo ao grupo Basal; f

p<0,001 em relacdo ao respectivo grupo OVA.

Na figura 9 (Painel A), observamos aumento significativo nos grupos OVA em todos os tempos
estudados (72h, 1s e 2s) na contagem de macréfagos recuperados do LBA em relacdo ao grupo
Basal. Com rela¢do aos grupos OVA+FBM (72h, 1s e 2s), ndo verificamos diferenca significativa em

nenhum dos grupos avaliados.

No painel B, verificamos aumento significativo nos grupos OVA (72h, 1s e 2s), no niumero
de linfécitos recuperados do LBA em comparagao ao grupo Basal. Por outro lado, observamos uma
reducdo significativa na contagem de linfécitos recuperados do LBA nos grupos OVA+FBM em todos

os tempos estudados (72h, 1s e 2s) quando comparados aos respectivos grupos OVA (Figura 9B).
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Figura 9. Durabilidade do efeito da TFBM sobre o nimero macréfagos (A) e linfécitos (B)
recuperadas do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA 72h, OVA 1s
e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo
desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com
laser, sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio). Os resultados foram
expressos em média + SEM de 5-8 animais por grupo. ** p<0,01; *** p<0,001 em relacdo ao grupo

Basal; f p<0,001 em relacdo ao respectivo grupo OVA.
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A figura 10 (Painel A), verificamos aumento dos niveis de IL-4 no sobrenadante do LBA dos
grupos OVA (72h, 1s e 2s) em todos os tempos analisados em relagao ao grupo Basal. Por outro lado,
verificamos reduc¢do dos niveis dessa citocina no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+PBM (72h,

1s e 2s) quando comparados aos respectivos grupos OVA.

No painel B, observamos aumento dos niveis de IL-5 no sobrenadante do LBA nos grupos
OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em comparag¢ao ao grupo Basal. Por outro lado,
os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) apresentam reducao significativa dos niveis de IL-5 em relacdo

aos respectivos grupos OVA (Figura 10B).
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Figura 10. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os niveis de IL-4 (A) e IL-5 (B) no sobrenadante
do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA 72h, OVA 1s e OVA 2s
(animais desafiados com OVA e sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio),
OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com laser,
sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio). Os resultados foram expressos em
média £ SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relagdo ao grupo Basal; D p<0,05; f p<0,001

em relacdo ao respectivo grupo OVA.

Na figura 11, observamos aumento nos niveis de IL-1B (Painel A), TNF-a (Painel B) e IL-17
(Painel C) no sobrenadante do LBA nos grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s)
em relagdo ao grupo Basal. Por outro lado, verificamos reducdo significativa nos niveis de IL-1B
(Painel A) e IL-17 (Painel C) no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) quando
comparados aos respectivos grupos OVA. No entanto, ndo verificamos nenhuma diferenca
significativa nos niveis de TNF-a nos grupos OVA+FBM em nenhum dos tempos avaliados (Figura

11B).
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Figura 11. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os niveis de IL-1b (A), TNF-a )B) e IL-17 (C) no
sobrenadante do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA 72h, OVA
1s e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo

desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com
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laser, sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio). Os resultados foram
expressos em média + SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em rela¢do ao grupo Basal; D

p<0,05; f p<0,001 em relacdo ao respectivo grupo OVA.

Ndo verificamos nenhuma diferenca estatistica nos grupos OVA em nenhum periodo
avaliado com relagdo aos niveis de IL-10 no sobrenadante do LBA (Figura 12A). No entanto,
observamos aumento significativo de IL-10 no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+FBM em todos

os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em relagdo aos respectivos grupos OVA.

Ja na figura 12 (Painel B) verificamos aumento significativo nos niveis de IFN-y no
sobrenadante do LBA nos grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em comparacdo
ao grupo Basal. Por outro lado, os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) apresentam niveis reduzidos de

IFN-y no sobrenadante do LBA em relacdo aos respectivos grupos OVA.
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Figura 12. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os niveis de IL-10 (A) e IFN-g (B) no sobrenadante
do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA 72h, OVA 1s e OVA 2s
(animais desafiados com OVA e sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio),
OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com laser,
sacrificados apds 72h, 1 semana e 2 semanas do ultimo desafio). Os resultados foram expressos em
média £ SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relacdo ao grupo Basal; D p<0,05; f p<0,001

em relacdo ao respectivo grupo OVA.
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UNINOVE

Protocolo de Pesquisa referente ac Projeto n® ANODS 2013

Tiule do Projeto: Efeito da ferapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) em modelos
experimentais de doencas pulmonares crénicas

J

]

Objetivos: Avaliar o efeito da lerapia com LBP sobre mecanismos moleculares e celulares da
inflamagao pulmonar em modelo de asma e DPOC.

Método: No presente projeto visamos estudar alguns parametros em animais com asma e
DPCO submetidos a lerapia com LBP. O protocolo utiizado para a inducao da asma sera
administrar OVA subcutanea (dias 0 e 14) e OVA intranasal (3 vezes/semana, por 5 semanas)
ou House Dust Mie intranasal (dias 0, 7. 14, 21, 28, 35 e 42) Nos dias 43 (OVA) e 50 (HDM). cs
animais serfo sacrificades para andlse funcional e morfolégica do pulmao. O protocolo utiizado
para 8 ndugio da DPOC sera submeter camundongos CS7TBLES por 60 dias (2 vezasidia) &
inadagao de fumaga de cigarro. No dia 61, os animais serdo sacrificados para analise funconal e
morioldgica do pulm3o. Em ambos os modelos, serfo estudados par@metros funcionais e
esiruturais, como a liberagio de cilocinas e quimiocinas (IL-4, IL-S, IL-10, IL-13, MCP-1, TNF-a,
IL-18, IL-€ e IL-10) e acOomuio de muco & colégeno . Ainda, serd avallado a participacao dos
fatores de transcricio STATG, GATAS e STAT4 e NF-«B (intacto e fosforilado), das MMP-S e
MMP-12, TIMP-1 e TIMP-2Z bem como. a avaliagdo da meca@nica pulmonar e
hiperesponsivdade das vias aéreas, em ambos modelos expenmentais.

Animais (procedéncia, raca, linhagem, nimerc de animails, peeo, sexo):

Camundongo isogénico | Balb/C 8 sem 20g 560 Macho
Camund C578L/%5 | Bsam 20 356 Macho
TOTAL: 916

O uso de Babvc para a ndugdo do modelo de asma com OVA e HDM vém sendo amgplamenie
utilizado. Ja para o modelo experimantal de DPOC, utiizaremos camundongos C578LS, pois
trabalhos na iteratura mostram que esse animal responde muito mehor para fumaca de cigamo.

Asma Experimental

Basal (n30 manpulades, n=5), 2. OVA (sensibiizados e desafiados com OVA - 4ug e 10ug;
n=5), 3. OVA + Laser anles (sensibiizados e submetfidcs 3 laserierapia e posteroments
desafiados com OVA: n=5), 4. OVA + Laser depois (sensibilizados e desafiados com OVA e
submetidos & laserterapia; n=5). O gupo basal € OVA ndo se repetirBo em fodos os
expenmenitcs {10 animais), os grupos OVA+laser antes e OVA+laser depois, n= 10 x & tempcs
expenmentais = 60 + 10 (Basal € OVA) = 70 x 4 tipos de experimento (LBA, histclogia, cliometria
de fluxo & mecinica puknmonar) = 200 animais
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Basal (nd0 manipulados; n=5), 2 HDM (sensibilizados e desafiados com House Dust Mite- 100
mg, n=5), 3. HDM + Laser antes (sensbilzados e submebidos a laserterapia e posteriomenie
desafiados com HDM, n=5), 4. HDM + Laser depois (sensibilzados e desafiados com HOM e
submetidos & laserterapia; n=5). O grupo besal & HDM néo se repetirdo em todos os
experimentos (10 animais), os grupos HDM+laser antes @ HOM+laser depois, n= 10 x 6 empos
experimentais = 60 + 10 (Basal e HDM) = 70 x 4 tipos de experimento (LBA, histologia, citometria
de fluxo e mecinica puimonar) = 280 animais

DPOC Experimental

1. Basal (ndo manipulades; n=5), 2. DPOC (inalados por 60 diss com fumaga de cigamo; n=12),
3. DPOC+ Laser (inalados por 60 dias com fumaga de cigarro sendo que no dia 45 serfo
submetidos 4 laserteraple; n=12). O grupo basal ¢ DPOC ndo se repetirdo em lodes 08
experimentos {17 animais). O grupo DPOC + Laser, n= 12 x 6 tempes experimentals = 72 « 17
(Basal @ DPOC) x 4 fipos de experimento (LBA, histologia, citometria de fluo e mecinica
pulmonar) = 358 animais

Os grupos expanmentas (DPOC e DPOC+iaser) 1ém um n malor (12), pois 0s resultados sdo
muito varigvess. (Robert F, Foronjy, Abdoulaye J. Dabo, Cifford C. Taggan, Sinead Weldon, and
Paa:k.somm ty Respiratory Syncytial Vieus Infections Enhance Cigarette Smoke Induced COPD
in :

One.; 9(2): €30567, 2014)

Justificativa para a utilizagio dos animais em diferentes experimentos:

1. Os animais que sardo utlizados para a avallagao da mecanica e hiperresponsividadepulmonar
ndo podem ser utilzados para reaizaco do lavado broncoalveolar, pois 08 insulosrespiratinos
induzidos por diferentes volumes de ar, causam estresse nas células pulmonares, allerando de
mangira muito importante os resullados de celulandade no lavado bronco-alveolar Portanto, para
a avaliagao da mecanica pulmonar serdo necassanos 32 anmais, sendo Sanimas em cada
grupo experimental.

2. Os animais que sero utlizades para a avallagho do lavado bronco-alveolar ndo podemser
uliizados para & hislogia € himunohisioquimica, uma vez gque o procedimento de
lavadobronco-aiveciar "descola” as oslulas dos pulmoes alleranco 0S resulacos da analse

histoldgica.
3. Os animais que serdo utlizados para & avaiagho da expressio dos receplorespurinényicos
nos pulmdes e drgaos Infoldes por westemn blotling devem ser exclusivos para essefim, uma vez
que a tanko a realzagdo da mecanicahiperresponsividade pulmonar, quanto olavado bronoo-
alveolar alleram a expressio dessas sensiveis proleinas (P2X7, P2Y2 ¢ P2Y6) nos puimbes

4. Goslaria de ressallar que esse nimero de anmas é para 4 anos de projelo.

Condigdes de alojamento e nutricdo: Os animais serdo oblidos do biotédo de criacdo da
Universidade Nove de Juho @ mantdos em condighes controladas de umidade (S0%-80%),
luminosidade (12h dar/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de experimentagéo
da Universidade Nove de Julho

Medidas para evitar estresse efou dor nos animais: Ndo Ié descngio

Procedimento Anestesico e/ou Analgésico (nciuv doss e vas ds admvistragao) anestesa
com ketamina (100mgikg) e xilazina (10mg/kg) via ip
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Eutandsla; anestesia com kelamina (100mgiyg) ¢ xilazina (10mghg) via ip seguida da
exsanguinagio pela sorta abdomna

Pertinéncia ¢ valor cientifico do estudo proposto: Apesar de existir uma grande quantidade
de estudos mostrando os efeitos do LBP scbre células em dferentes situacbes metabdlicas, &
importante ressaltar que as informagdes sobre 0 mecanismo de aglo dos efeilos do laser de
balxa poléncia sobre fecidos biolgicos ndo s3o conclusivas, mas sim, inconsistentes e
escassas. Por isso, estudos que permitam compreander qual o po de sinalzagio celular
desencadeada pelo laser, se fazem pertinentes. A partir da compreensao da sinalzagao calular
do LBP e de sua respectiva dosimetria, serd possivel estabslecer de fato a eficicia da ‘erapia
laser para diferentes doengas, incluindo @ asma e DPOC. Vale destacar que ndo exisiem
trabahos acerca da Terapia com LBP e DPOC

Data de inicio: 20082014
Data de Termino: 20/08/2018

Apresentado a este Comité para anélise ética, foi considerado:

wuq:mquwmmmmmwos(mm
() Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagbes sugendas,
e iniciar a coleta de dados somente apds a aprovagao do projeto por este Comité.

() Nao-Aprovado

Comentario:

- Cabe 30 pesquisador elaborar e apresentar a0 CEUA-UNINOVE, o relatdrio final sobre a
pesquisa (Lei Procadimentos para o Uso Cientifico de Arimais - Lai N° 11.794 -8 de outubro de
2008).

Solicitamos 0 envio anual de informagdo a0 CEUA com relagdo a0 nimern de animas
ulilizados.

Sdo Paulo, 24 de junho de 2014

\Kl‘”‘a.u —
Prof. Dra. Kitia Oe Angelis

Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
UNINOVE
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CHECKLIST

Topico

Desenho do
estudo

Tamanho da
amostra

exclusdo

NO
item

2a

Pag. que
consta esse
item no seu
projeto

Recomendagao

Para cada experimento, descrever os detalhes
resumidos do desenho do estudo:

- Os grupos comparados, incluindo o(s)

grupo(s) controle. Se um grupo controle ndo

for usado, deve ser justificado. 25
- A unidade experimental (ex: um Unico

animal, uma ninhada ou uma gaiola de

animais)

Especifique o nlmero de animais alocados

em cada grupo, e o nimero total em cada
experimento. Indique também no fluxograma o

namero total de animais utilizados. 25

25

Expligue como © tamanho da amostra foi

amostral, caso ele tenha sido realizado.

(sugerido incluir a escolha do nimero de

animais com base nas andlises a seram 25
reakzadas.

- . — _
inclus30 e exclus®o de animais (ou unidades
experimantais) durante o experimento. e de
dados durante a andlse Especfique 52 estes
mmosfuamdeﬁ‘ndosaprm Se nenhum
critério foi definido, dedlare explictamente.

dadas nio foram incduidas na andlise e
explique por que foram excluidos. Caso ndo
haja exclusfes. declare explicitamemne.

O que fazer: estabelecer os grupos
experimentais que serio usados no
estudo, nimero de animais por grupos e
periodos de analise.

Como fazer: criar um fluxograma contendo
o namero total de animais a serem
utilizados, a distribui¢do dos animais em
grupos experimentais e niUmero por grupo,
incluir os periodos de analise.

Ex:

Grupo Grupo 1 Grupo 2
controle tratado tratado

O que fazer: completar o fluxograma

Como fazer: incluir o nimero total de animais
a serem utilizados, a distribuicdo dos animais
em grupos experimentais e nimero por grupo,
incluir os periodos de analise.

Grupo 1
tratado (nex

O que fazer: explicar o calkculo

Como fazer: induir a férmula sugerida pelo
Prof Deana

O que fazer Verificar se existem criterios de
inclus30 e exclus30 dos anamais Nos grupos
m.‘ |Elm. -

Como fazer: Incluir os critérios de incusao e
exclus3o. se aplicavel.



Topico

Desenho do
estudo

Tamanho da
amostra

Criterios de
inclus3o e
exclusi3o

NO
item

2a

Pag. que
consta esse
item no seu
projeto

Recomendagio

Para cada experimento, descrever os detalhes
resumidos do desenho do estudo:

- Os grupos comparados, incluindo o(s)

grupo(s) controle. Se um grupo controle ndo

for usado, deve ser justificado. 25
- A unidade experimental (ex: um Unico

animal, uma ninhada ou uma gaiola de

animais)

Especifique 0 nimero de animais alocados

em cada grupo, e o nimero total em cada
experimento. Indique também no fluxograma o

nimero total de animais utilizados. 25

25

Expligue como o tamanho da amostra foi

amostral, caso ele tenha sido realizado.

(sugerido incluir a escolha do nimero de

animais com base nas andlises a serem 25

- . v _
inclus30 e exclusdo de animais (ou unidades
m)dmomﬁm_ede
dados durante a andlse Especfigue 5= estes
mw'losfmamdeﬁmdosapnon Se nenhum
critério foi definido, dedare explictamente.

Pnra@ndamw relste
quaisquer animais, unidades expermentais ou
dadas n3o foram induidas na andlise e
expligue por que foram excluidos. Caso nao
haja exclusbes. declare explicitamente.

O que fazer: estabelecer os grupos
experimentais que serdo usados no
estudo, nimero de animais por grupos e
periodos de analise.

Como fazer: criar um fluxograma contendo
o nimero total de animais a serem
utilizados, a distribuigdo dos animais em
grupos experimentais e nimero por grupo,
incluir os periodos de analise.

Ex:

Grupo Grupo 1 Grupo 2
controle trata tratado

O que fazer: completar o fluxograma

Como fazer: incluir o nimero total de animais
a serem utilizados, a distribuicdo dos animais
em grupos experimentais e nimero por grupo,
incluir os periodos de analise.

O que fazer: explicar o calkculo
Como fazer: induir a férmula sugerida pelo
Prof Deana

O que fazer Verificar se existem critérios de
inclus30 e exclus30 dos anMmais Nos grupos
m-‘ |Elm. -

Como fazer: Inclur os criténos de indusao e
exclus3o, se aplicavel.
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Para cada grupo expenmental, incluindo os

grupos controles, descreva os procadimentos,

com detalhes suficientes, para permitir que 30
outros repitam o preczdimento realizado,

Paaadaeq:mmwﬂmdo incluindo

- Estatisticas resumidas/descritivas para cada
grupo experimantal, com uma medida de
variabiidade, quando aplicavel (ex: midia e 32
desvio- padrao, ou mediana e amplitude)
- Se aplicavel, o tamanho de efeito com um
intervalo de confianca

O que fazer: runrasrlonmooasobteos
ptocedtwwosunluzadosdefom'adetahada

Como fazer: ncluir de forma detalhada:
- O que foi fieito (cirurgia. intervenc3o), como
foi feito (procedimento, referéncia seguida) e 0
wefolmhzado(nwasereaoemes)

- Quando e com que frequéncia - Onde
(incluindo detalhes de quaisquer periodos de

aeimmo)
- Porqut (Jushﬁque 0s procedimentos);
lndwuneine(mnumsdowm
desde alocacio em grupos, periodos de
andise e tratamentos utilzados)

- == —

Ex Optooedmanrgoopanmae
de les3o medular foi baseado no estudo de
Fulano et al 2000, consistiu das seguintes
etapas, patatdfouusadapm;adeunndelo
ommmomaswdemadua;aomhsu
2 vezes na semana e a analises realizadas
nos momentos: inicial, apos XX e XX dias.

O que fazer: incluir de forma detalhada a
Como fazer: descrever adequadamente os

resultados, a escolha dos testes estatisticos e
de como os dados foram expressos

Ex dados expressos em médias e emo
padr3o, teste ANOVA one way e pds teste
Tukey. incluir valor de P (signficinca)
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