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RESUMEN (en espafiol)

Durante la dltima década, la estimulacién cerebral no invasiva se ha convertido en un
modo de neuromodulacién altamente empleado al ser capaz de inducir cambios en la
plasticidad neuronal con ausencia de dafos. Dentro de este enfoque no invasivo, una nueva
variedad de técnicas ha emergido presentando un futuro prometedor. Entre dichas nuevas
herramientas, se encuentran las técnicas de neuromodulacién éptica cuya base es la
utilizaciéon de luz y la interaccion de esta con el tejido para modular su actividad. Asi pues,
la fotobiomodulacién (FBM) surge como una herramienta prometedora definida como la
aplicacion de la luz roja o cercana al infrarrojo para estimular, curar, regenerar y proteger
tejidos lesionados, en proceso de degeneracién o en riesgo de muerte. Sus beneficios
son logrados gracias a la absorcién de la radiacion por parte de la citocromo ¢ oxidasa,
enzima localizada en el interior de la membrana mitocondrial y que participa en la generacién
de energia. Actualmente la FBM esta siendo empleada en la investigacion y en el tratamiento
de multiples patologias de afectacién principalmente encefélica. Los estudios evidencian la
eficacia su eficacia en tres tipos principales de afecciones cerebrales: los eventos
traumaticos, las enfermedades neurodegenerativas y los trastornos mentales. Sin
embargo, son escasas las investigaciones dedicadas a examinar el efecto de la FBM en el
desarrollo postnatal, etapa critica en el desarrollo cerebral en mamiferos, debido a la alta
expresion dinamica de genes y los cambios en la metilacion del ADN.

Considerando todo lo planteado anteriormente, los objetivos de este trabajo han sido, en
primer lugar revisar las investigaciones publicada acerca de los efectos de la FBM en la
modulacién de los procesos cognitivos y el tratamiento de los trastornos psicoldgicos. En
segundo lugar, estudiar los efectos de la FBM con una longitud de onda de 810 nanémetros
en la funcion cerebral y en la ejecucién conductual de roedores jovenes sanos de ambos
sexos cuyo sistema nervioso contindia en proceso de desarrollo. Para ello, se evaluo6 el efecto
de la FBM en el metabolismo oxidativo cerebral y en la expresion de genes de activacion
temprana, asi como también el posible efecto de la radiacién en la densidad de células gliales
(astrocitos y microglia), indice de dafo cerebral. A nivel conductual, se examind el posible
efecto de la FBM en la memoria de referencia espacial con una tarea de elevada dificultad, en
las conductas de tipo ansioso, en la coordinacién y la capacidad locomotora y en la
preferencia por la novedad social. Finalmente, como objetivo adicional, se estudio el efecto de
la FBM en sujetos adultos sanos controles y en sujetos adultos sanos sometidos a una tarea
de aprendizaje reverso, indice de flexibilidad cognitiva.

Nuestros resultados mostraron que, en primer lugar, la literatura cientifica existente arroja
efectos positivos de la FBM en la modulacion de las funciones cognitivas en sujetos sanos y
en el trastorno de multiples desérdenes psicoldgicos, siendo de suma importancia la eleccion
de los parametros de estimulacion. Por otro lado, a nivel experimental, tras la aplicacion de la
FBM no se encontraron cambios en la actividad metabdlica oxidativa ni en la expresion de
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genes de activacion temprana en el cértex prefrontal ni en el hipocampo de los sujetos
jévenes. Ademas, no se reportaron cambios en la proporcion de astrocitos y microglia en
machos jévenes tras el uso de la FBM. A nivel conductual, la aplicacion de la FBM mediante
el método de inmovilizacion mostré, en el caso de los machos jévenes, una mejoria del grupo
radiado y del grupo control de dispositivo (sometido a las mismas condiciones que el grupo
radiado, pero con el dispositivo apagado) en la adquisicion de la memoria de referencia
espacial junto con una reduccién de la actividad metabdlica oxidativa cerebral en el grupo
radiado con respecto el grupo control en el hipocampo y en los nucleos talamicos. En el caso
de las hembras, no se encontraron mejorias en el aprendizaje, exhibiendo, sin embargo, el
grupo radiado y el grupo control dispositivo, un aumento de la actividad metabdlica cerebral
en diversas regiones del sistema limbico, ademas de un efecto especifico de la radiacién en
la amigdala y en la corteza retrosplenial agranular durante la realizacion de la tarea. Por otro
lado, no se encontraron efectos del uso de la FBM en las conductas de tipo ansioso, ni en la
locomocién de sujetos machos jévenes, pero si en la preferencia por la novedad social,
existiendo una reduccion de esta en los sujetos radiados al compararse con el grupo control.
Finalmente, los estudios con sujetos adultos mostraron que, tras la aplicaciéon de la FBM en
animales sanos, existia una reduccion de la actividad metabdlica cerebral en numerosas
regiones del sistema limbico y, ademas, la aplicacion de la FBM en tareas de aprendizaje
reverso conducia, de la misma manera, a una disminucién de la actividad metabdlica
acompanada de una reduccion en las latencias de escape.

RESUMEN (en Inglés)

During the last decade, non-invasive brain stimulation has become a highly employed mode of
neuromodulation due to its ability to induce changes in neuronal plasticity with a lack of
damage. Within this non-invasive approach, a new variety of techniques have emerged
showing a promising future. Among these new tools, optical neuromodulation techniques that
are based on the use of light and its interaction with the tissue to modulate its activity, are
included. Thus, photobiomodulation (PBM) emerges as a promising tool defined as the use of
red or near-infrared light to stimulate, heal, regenerate and protect tissues that are injured,
degenerating or at risk of death. Its benefits are achieved due to the absorption of radiation by
cytochrome c oxidase, an enzyme located inside the mitochondrial membrane and involved in
energy generation. Currently, PBM is being used in research and in the treatment of several
pathologies that mainly affect the brain. Studies show its efficacy in three main types of brain
conditions: traumatic events, neurodegenerative diseases and mental disorders. However,
little research has been devoted to examining the effect of PBM on postnatal development, a
critical stage in mammalian brain development, due to the high dynamic gene expression and
changes in DNA methylation.

Considering all of the above, the aims of this work have been, firstly, to review the published
research on the effects of PBM in the modulation of cognitive processes and the treatment of
psychological disorders. Secondly, to study the effects of an 810 nanometer PBM on brain
function and behaviour of young healthy rodents of both sexes whose nervous system are still
in development. For this purpose, we evaluated the effect of PBM on brain oxidative
metabolism and the expression of early activation genes, as well as the possible effect of
radiation on glial cells’ density (astrocytes and microglia), brain damage index. Regarding the
behaviour, we examined the effect of PBM on a difficult spatial reference memory task, on
anxiety-like behaviours, coordination and locomotor ability, and preference for social novelty.
Finally, as an additional objective, we studied the effect of FBM in healthy adult controls and
healthy adult subjects subjected to a reversal-learning task, index of cognitive flexibility.

Our results showed that, firstly, the current scientific literature shows positive effects of PBM in
the modulation of cognitive functions in healthy subjects and several psychological disorders,
being the stimulation parameters highly important. On the other hand, at the experimental
level, after the application of PBM no changes were found in oxidative metabolic activity nor in
the expression of early activation genes in the prefrontal cortex nor in the hippocampus of
young subjects. In addition, no changes in the density of astrocytes and microglia were
reported in young males after PBM use. At the behavioural level, the application of PBM using
the immobilization method showed, in the case of young males, an improvement in the
acquisition of the spatial reference memory in the irradiated group and in the device control




group (subjected to the same conditions as the irradiated group, but with the device turned
off), along with a cerebral oxidative metabolic activity reduction in the irradiated group in
comparison to the control group in the hippocampus and in the thalamic nuclei. In regard to
the females, no improvements in learning were found, showing, however, an increase in brain
metabolic activity in several regions of the limbic system in the irradiated group and in the
control group, as well as a specific effect of radiation in the amygdala and in the dysgranular
retrosplenial cortex during the performance of the task. On the other hand, no effects of PBM
were found on anxious behaviour, nor on locomotion activity in young male subjects, but there
was a reduction in the preference for social novelty in the irradiated subjects compared to the
control group. Finally, studies with adult subjects showed that, after the application of PBM in
healthy animals, there was a reduction in brain metabolic activity in several regions of the
limbic system and, in addition, the application of PBM in the reverse learning tasks led, in the
same way, to a decrease in metabolic activity along with a reduction in escape latencies.
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Abreviaturas

ACCC: ntcleo accumbens core
ACSH: nticleo accumbens shell
AD: talamo anterodorsal

AM: talamo anteromedial

AV: talamo anteroventral

ACG: corteza cingulada anterior
APL: corteza prelimbica anterior
ANOVA: analisis de varianza
AP-1: proteina activadora-1
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CeA: amigdala central
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INS: Sociedad Internacional de Neuromodulacion
IR: células inmunorreactivas
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LaA: amigdala lateral

LASER: amplificacion de la luz mediante la emision
estimulada de la radiacion

LED: diodo emisor de luz

LLLT: terapia laser de bajo nivel o de baja intensidad
LO: corteza orbitofrontal lateral

LS septum lateral

M: masa

m: metros

Abreviaturas
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Redox: reaccion de reduccion-oxidacion
ROS: especies reactivas de oxigeno
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pum: micrémetros
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Introduccion

1.1 Técnicas de neuromodulacion cerebral

El estudio del sistema nervioso tiene un inicio tardio en la historia de las ciencias. Desde su
comienzo, los numerosos avances cientificos han permitido comprender gran parte de la estructura y
del funcionamiento encefalico. Dichos hallazgos han propiciado, a su vez, el creciente interés en el
desarrollo y la investigacion de técnicas para modular o influir en la actividad cerebral, emergiendo una
nueva rama en las ciencias, la neuromodulacion. Esta nueva rama cientifica es uno de los campos
biomédicos con mayor crecimiento e interés actual y desde la Sociedad Internacional de
Neuromodulacion (INS, por sus siglas en inglés correspondientes a International Neuromodulation
Society) es definida como “campo de la ciencia, de la medicina y de la bioingenieria que abarca
tecnologias implantables y no implantables, eléctricas, Opticas o quimicas, con el fin de mejorar la
calidad de vida y el funcionamiento de los seres humanos” (H. S. Smith y Pilitsis, 2014). El término
engloba cualquier tipo de intervencion que interactiie en algun nivel con el sistema nervioso y permita
modificar su funcién con el fin de obtener un beneficio (Arle y Shils, 2011). El desarrollo de la
neuromodulacion actual estd siendo impulsado gracias a nuestro rapido avance en la comprension de
las aplicaciones clinicas y experimentales de los mecanismos artificiales de estimulacion o depresion

de la actividad cerebral en modelos humanos de salud-enfermedad (Lewis et al., 2016).

En la actualidad, la neuroestimulacion es utilizada clinicamente para el tratamiento de diversas
afecciones neurologicas tales como la enfermedad de Parkinson, el temblor esencial, el dolor cronico y
la epilepsia. Desde el campo de la neuropsiquiatria, ha brotado un especial interés por el uso de estas
técnicas y han emergido como opcidn terapéutica disponible en el manejo de la depresion resistente al
tratamiento y en el trastorno obsesivo-compulsivo (Lewis et al.,, 2016). Las técnicas de
neuroestimulacion son comunmente divididas en dos amplias clasificaciones, técnicas invasivas y
técnicas no invasivas. Las técnicas invasivas requieren de sedacion y de intervencion quirtrgica para
su correcta aplicacion mientras que las técnicas no invasivas utilizan dispositivos que no requieren de
su implantaciéon para su correcto uso, no es necesario la utilizacién de sedantes o anestésicos y,
generalmente, son aplicadas siguiendo protocolos intermitentes (Razza et al., 2021). Dichas técnicas de
neuromodulacién varian en funcion del contexto clinico, la localizacion y el tamafio preciso de las
regiones diana y del objetivo que se desee alcanzar (Lewis et al., 2016). Sin embargo, entre la variedad
de técnicas y enfoques, en términos generales, se podria concluir que la neuromodulacioén cerebral
implica la neuroestimulacion cortical y/o subcortical con el objetivo de eliminar las dificultades que

impiden un funcionamiento cerebral 6ptimo y merman la calidad de vida (H. S. Smith y Pilitsis, 2014).

Durante la ultima década, la estimulacion cerebral no invasiva se ha convertido en un modo de
neuromodulacion altamente empleado, al ser capaz de inducir cambios en la plasticidad neuronal con
ausencia de dafios (Hassanzahraee et al., 2018). Algunas de las técnicas no invasivas mas utilizadas son
la estimulacion transcraneal por corriente continua o la estimulacion magnética transcraneal, las cuales

se aplican principalmente en el ambito de la neurorrehabilitacion (To et al., 2018). Dentro de este
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enfoque no invasivo, una nueva variedad de técnicas de neuromodulacion ha emergido presentando un
futuro prometedor. Entre estas nuevas herramientas se encuentran las técnicas de neuromodulacion
oOptica cuya base es la utilizacion de luz y la interaccion de esta con el tejido para modular su actividad
(Doronina-Amitonova et al., 2015). Este campo emergente ha experimentado una enorme aceleracion
durante la ultima década con la introduccion de nuevas y potentes técnicas como son la optogenética
(empleo de neuronas diana modificadas genéticamente y activadas por luz visible), la estimulacion
mediante el uso de infrarrojos, la estimulacion optica potenciada por macroparticulas y una gran

variedad de herramientas fotoquimicas (Hart et al., 2019).

El uso de la luz como fuente de modulacion del sistema nervioso cobra especial sentido al contar
nuestro organismo con cé¢lulas naturalmente sensibles a la luz tales como son los fotorreceptores (conos
y bastones), asi como las células ganglionares de la retina. Sin embargo, cabe destacar que se conoce
hace mas de un siglo que la luz no solo influye en dichos elementos sensibles, sino que también es capaz
de modular la actividad de otras células neuronales y no neuronales que no presentan pigmentos
proteicos sensibles a la luz (Jiang et al., 2022). Ante la importancia que la fuente luminica adquiere, al
ser capaz de modular nuestros sistemas, no es de extrafar, entonces, que el uso de las radiaciones
luminicas haya emergido como una nueva herramienta en el &mbito de la neuromodulacion y haya

despertado un especial interés en la comunidad cientifica.

1.2 Radiacion éptica

La luz es una fuente de vida, energia y bienestar la cual esta presente en gran parte de los eventos
que ocurren en la tierra. La Comision Internacional de Iluminacion (CIE, por sus siglas en francés
correspondientes a Commission Internationale de I’Eclairage) define la luz como “cualquier radiacion
capaz de excitar el sistema visual humano” mientras que desde la Sociedad de Ingenieros de
Iluminacién (/ES, por sus siglas en inglés correspondientes a l/luminating Engineering Society) es
definida como “energia radiante que es capaz de excitar la retina y de producir una sensacion visual en

humanos” (Bertani et al., 2021; Sliney, 2016).

Una de las propiedades mas curiosas de la luz es su doble naturaleza como particula (masa) y
como onda (energia). Asi pues, desde la fisica cuantica se ha identificado al foton como la unidad, la
particula constituyente de la luz, carente de masa y de carga eléctrica. Dichas particulas se encuentran
en el espacio en un movimiento oscilatorio constante lo que hace que asuman las caracteristicas de onda
electromagnética (Bertani et al., 2021). Las radiaciones electromagnéticas presentes en el universo son
clasificadas segin su longitud de onda, medida en nanometros (nm), y su frecuencia, medida
habitualmente en hercios (Hz), y todas ellas, en su conjunto, forman lo que se conoce como el espectro
electromagnético. Dentro de este espectro, la regién de la luz que es visible por el ojo humano esta
formada por radiaciones electromagnéticas cuyas longitudes de onda en el vacio se encuentran en un

rango entre 380-780 nm, con frecuencias comprendidas entre 790 y 435 terahercios (THz). Las ondas
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con longitudes inmediatamente inferiores a este espectro de luz visible son conocidas como radiacion
ultravioleta (100-400 nm) mientras que las radiaciones con longitudes superiores, las cuales se
extienden desde los 780 nm, limite con el color rojo visible, hasta el milimetro (mm), se conocen como
radiacion infrarroja (Bertani et al., 2021; Bjorn, 2015). Dicho conjunto de radiaciones desde el inicio
de la region ultravioleta hasta el final de la region infrarroja es conocido como radiaciones Opticas y
presenta una naturaleza no ionizante, de baja energia (Sowa et al., 2013) (Figura 1). Cuando estas
radiaciones chocan con un cuerpo material, adquieren un comportamiento diferente siendo refractadas
o absorbidas en distintas proporciones en funcion de las caracteristicas del objeto receptor y de la
naturaleza de la radiacion. Este mecanismo es, en realidad, la base de la percepcion visual del ser
humano, asi como también de otras formas de interaccion entre la radiacion optica y el cuerpo humano
(Bertani et al., 2021). Asi pues, la radiacion optica es capaz de causar dos tipos de reacciones en los
tejidos biologicos, las reacciones fotoquimicas y las reacciones térmicas. Cabe resefiar que dicho efecto
unicamente puede ser alcanzado cuando la radiacion optica es absorbida por del tejido y depende en
gran medida de los parametros fisicos de la radiacion (por ejemplo, su longitud de onda), la cantidad de
radicacion absorbida y, por ultimo, de las caracteristicas Opticas y bioldgicas del tejido expuesto

(Mansdorf, 2019).

Radiaciones épticas

>

100 nm 380 nm 780 nm 1.000 nm

Ultravioleta Infrarrojo

Luz visible

Figura 1. Imagen ilustrativa del especto electromagnético.

Las fuentes de radiacion optica son divididas en fuentes naturales, eléctricas y tecnologicas
(subproductos de procesos tecnoldgicos) (Mansdorf, 2019). La luz solar es la fuente natural de radiacion
optica, la cual esta formada por todas las radiaciones del espectro dptico (7% radiaciones ultravioleta,
43% radiaciones correspondientes a la region visual y 50% radiaciones infrarroja) (Mansdorf, 2019).
Los efectos de la luz sobre los organismos bioldgicos son en la actualidad ampliamente conocidos. Su
funcidon en los sistemas y procesos biologicos puede observarse con claridad en ciclos como el
circadiano, suefio-vigilia o en la absorcion de vitaminas, entre otros (Dompe et al., 2020). Dada la
funcidn esencial que la luz ejerce en el organismo, ha propiciado que esta haya sido utilizada durante

muchos afios y en la actualidad, tal y como se menciond anteriormente, como agente terapéutico. Asi
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pues, la radiacion optica natural ya fue empleada en la antigliedad en lugares tan diversos China, Egipto,
India, Roma y Grecia como base de la helioterapia (exposicion a la radiacion solar con fines
terapéuticos) y de la fototerapia (empleo de radiaciones Opticas para el tratamiento de enfermedades)
(Liebert et al., 2019). La radiacion Optica no es solo obtenida a través de la luz del sol sino que también
puede ser generada artificialmente mediante otras fuentes tales como laseres, lamparas, calentadores
radiantes, etc., los cuales son capaces de emitir radiaciones opticas con longitudes especificas (Sliney,
2016). La primera fuente de luz artificial data del afio 1894 cuando su inventor, Heinrich Lahmann,
construy6 por primera vez un dispositivo de luz ultravioleta para el tratamiento de los trastornos
dérmicos (Sowa et al., 2013). Poco tiempo después, en 1903, Niels Ryberg Finsen recibi6 el premio
Nobel de Fisiologia y Medicina por su contribucion en el tratamiento de la tuberculosis cutanea
mediante luz ultravioleta y de la viruela mediante luz roja y sentd las bases de la helioterapia y
fototerapia modernas utilizadas para tratar la viruela, la tuberculosis de la piel, los huesos y las
articulaciones (Liebert et al., 2019; Sowa et al., 2013). En la actualidad, dicha fototerapia es utilizada
en el ambito clinico de manera habitual para tratar trastornos de diversa indole, como alérgicos,
dermatologicos, reumatoides, respiratorios, cardiovasculares, neonatales, pediatricos y psiquiatricos y
sigue siendo considerada terapia de primera linea para el tratamiento del trastorno afectivo estacional,
para el desajuste del ritmo circadiano y para los trastornos del suefio, entre otros (Liebert et al., 2019;

Sowa et al., 2013).

Tras la obtencion del premio Nobel, la continuacion en el estudio de los efectos luminicos y sus
beneficios reportados propiciaron en 1960 la “revolucion del ambito Optico” fomentada, en gran
medida, por la construccion del primer dispositivo laser cuyo funcionamiento fue basado en el “efecto
de la emision estimulada” propuesto en 1917 por Albert Einstein (Ramezani et al., 2022; Sliney, 2016).
Dicho dispositivo fue denominado con el término laser procedente de la palabra “LASER” en ingl¢s, la
cual es un acroénimo de las siglas “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”, es decir,
amplificacion de la luz mediante la emision estimulada de la radiacion (Ibarra Villalon et al., 2018).
Este hito revitalizo el interés de los cientificos por la estimulacion optica de las células nerviosas
llevandose a cabo la primera demostracion de estimulacion laser en neuronas a principios de los afios
70 (Jiang et al., 2022). Desde ese momento hasta la actualidad, la tecnologia 6ptica ha experimentado
un significativo progreso que ha propiciado el desarrollo de distintos tipos de lentes y filtros y la
aparicion de diodos emisores de luz (LED, por sus siglas en inglés correspondientes a Light-Emitting
Diode) los cuales proporcionan luz no coherente, a diferencia de la radiacidon coherente por parte de los
laseres, y una mayor eficiencia energética (Sliney, 2016). La introduccion en el ambito cientifico,
entonces, de nuevos dispositivos opticos permitid la emision amplificada de radiaciones con longitudes
de ondas y parametros especificos (Dompe et al., 2020). En la actualidad, dichos dispositivos contintian
siendo herramientas basicas y son empleados ampliamente en multiples aspectos de la vida cotidiana,

asi como también en aplicaciones industriales, militares, astronomicas, medicas, etc. (Ramezani et al.,
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2022). Asi pues, su principal aplicacion en biologia es en la espectrofotometria de masas, mientras que
en los campos biomédicos se emplean también para la eliminacion de células cancerosas, la fijacion de

retinas desprendidas, o la ejecucion de microdisecciones, entre otros usos (Bjorn, 2015).

Cabe destacar que no todas las longitudes de onda del espectro electromagnético son validas para
alcanzar el efecto biologico deseado. La penetracion de la luz en el rango visible y en el rango inicial
del infrarrojo, también conocido como infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas en inglés correspondientes
a Near InfraRed) (700-1.000 nm), esta adecuadamente caracterizado en la mayoria de los tejidos
bioldgicos, incluyendo el cerebro (Golovynskyi et al., 2018). Es por ello que, desde las ultimas dos
décadas, ha emergido un especial interés por el uso de la luz roja visible y la luz NIR dada la amplia
variedad de efectos terapéuticos beneficiosos que ha reportado en multiples campos biomédicos y en la
investigacion biologica (Salehpour et al., 2018a). Esto ha propiciado el surgimiento de lo que se conoce
en la actualidad como fotobiomodulacion (FBM), originalmente “Photobiomodulation (PBM) 'y, mas
concretamente, ha emergido una nueva modalidad de tratamiento, la cual ha sido introducida en los
campos de la neurologia, la psicologia y la psiquiatria, entre otros, conocida como terapia de

fotobiomodulacién (TFBM) (Salehpour, Cassano, et al., 2019).

1.3  Fotobiomodulacion (FBM)
1.3.1 Origende la FBM

El uso de las radiaciones Opticas ha estado siempre presente en la historia de la humanidad. No
obstante, el origen de la que se conoce en la actualidad como FBM data del afio 1967 y fue reportada
por primera vez desde la Universidad de Budapest por el clinico Endre Mester (Serrage et al., 2019).
Endre Mester trataba de replicar un experimento descrito por Paul Edward McGuff, el cual habia
utilizado el novedoso laser de rubi para el tratamiento de tumores experimentales implantados en
hamsteres. A pesar de que el laser utilizado por el clinico Mester era de potencia menor e insuficiente
para tratar cualquier tipo de tumor, este observé cambios en los animales tratados (Hamblin, 2018a). Al
aplicar un laser de baja potencia con una longitud de onda de 694 nm en el lomo sin pelo de los ratones,
existia un mayor crecimiento de pelo y una mayor cicatrizacion de las heridas en comparacion con los
animales no irradiados y denomino a este fenomeno como “fotobioestimulacion” (Serrage et al., 2019).
En 1970 se inici6 el tratamiento con luz laser roja de baja intensidad, conocido a partir de ese momento
como terapia laser de bajo nivel o de baja intensidad (LLLT, por sus siglas en inglés correspondientes a
Low-Level Laser Therapy), para estimular la cicatrizacion de heridas y para la reduccion del dolor y de
la inflamacion en diversas afecciones ortopédicas (Hamblin, 2016b; Kim, 2014). A partir de ese
momento, el interés por su uso se incrementd exponencialmente. Tanto es asi que la Administracion
Nacional de Aeronautica y el Espacio (NASA4, por sus siglas en inglés correspondientes a National
Aeronautics and Space Administration) desarrolld, alrededor de la década de los 90, un dispositivo LED
para mejorar la atencion médica de los astronautas en misiones espaciales (Whelan, 2000). Dicha

introduccion de los dispositivos LEDs propicio que la LLLT pasara a denominarse terapia con luz de
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bajo nivel o baja intensidad, ya que se confirm6 que el uso de laseres no era absolutamente necesario y
que el uso de LEDs también era valido para la consecucion del efecto biologico deseado (Hamblin,
2016b). Tras décadas de confusion entre diferentes términos (LLLT, laser frio, laser suave, baja
potencia, baja intensidad, etc.), recientemente, se han acufiado los términos de FBM y TFBM, segtin se
trate del proceso cientifico o de la terapia (Hamblin, 2019a; Serrage et al., 2019). Dichos términos son
preferidos por la comunidad biomédica y han sido adoptados por multiples razones: en primer lugar, no
existia un acuerdo sobre el significado de “baja” utilizada en las diferentes denominaciones; por otro
lado, tal y como se menciono anteriormente, la introduccion de los dispositivos LED hizo que se
excluyera el término laser y, finalmente, la mayor comprension de los efectos de esta técnica propiciaron

que el término modulacion fuese mas adecuado (Hamblin, 2019a).

1.3.2  Definicion de la FBM

La FMB es definida en términos generales como el proceso que implica la transformacion de
la energia luminica en energia quimica, cinética o térmica para alcanzar un resultado fisiologico deseado
(Berman et al., 2017). Desde el punto de vista biomédico, el consensuado término FBM describiria la
aplicacion terapéutica de la luz roja o NIR de para el tratamiento de multiples trastornos y enfermedades
(Liebert et al., 2019). Particularmente, Hamblin (2016b) define la FBM como el uso de la luz roja o
NIR para estimular, curar, regenerar y proteger tejidos lesionados, en proceso de degeneracion o en
riesgo de muerte. Los especialistas del campo biomédico iniciaron el uso de la FBM en el tratamiento
de numerosas condiciones cuando otros métodos no resultaron exitosos. Sin embargo, a pesar de su uso,
actualmente la FBM no es incluida como parte de la medicina convencional al no considerarse un

tratamiento estandar (Mussttaf et al., 2019).

La FBM ha realizado grandes progresos con el objetivo de obtener el reconocimiento de las
autoridades médicas, las revistas académicas, los medios de comunicacion, los clinicos, terapeutas y
organismos de la ciencia biomédica (Hamblin, 2016a). El tratamiento con FBM ha evolucionado a lo
largo de los afios y se esta desarrollando como una herramienta terapéutica sofisticada. Sus tratamientos
terapéuticos se basan en tres principios: minimizar la inflamacion, el edema y los trastornos crénicos
de las articulaciones, dirigiéndose al cerebro, la piel, las articulaciones, etc.; promover la curacion de
heridas de los tejidos superficiales y profundos y, por ultimo, el tratamiento de los trastornos
neurolégicos y del dolor (Mussttaf et al., 2019). Este cambio de percepcion inducido en los tltimos
aflos puede atribuirse a diferentes factores, siendo el mas significativo el progreso alcanzado en la
comprension de los mecanismos de accion a nivel molecular, celular y tisular (Hamblin, 2016a). Dicho
avance se ha observado también en la emergencia y el creciente desarrollo de sociedades profesionales
y cientificas cuyo objeto principal es la FBM tales como la Asociacion Mundial de terapia con laser
(WALT, por sus siglas en inglés correspondientes a World Association of Laser Therapy) y la Asociacion

estadounidense de fototerapia (NAALT, North American Association for Light Therapy) (Hamblin,
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2016a). En la actualidad muchas enfermedades y afecciones de distintos campos médicos se han visto

beneficiadas por los efectos de la FBM (Dompe et al., 2020; Ross y Ross, 2009).

Recientemente la FBM se ha propuesto como una tratamiento innovador y potencial para tratar
una amplia gama de trastornos neurologicos y psiquiatricos. Su uso directo en el sistema nervioso
central (SNC) se inici6 al emplearse por primera vez para tratar de prevenir el dafio neurologico a largo
plazo tras la induccién de un ictus agudo (Hamblin, 2019b). Los trabajos pioneros del grupo Uri Oron,
en Israel, demostraron que la aplicacion de un laser NIR sobre la cabeza de diferentes modelos animales
de ictus isquémico llevaba a la consecucion de efectos beneficiosos (Hamblin, 2019b). En la FBM
transcraneal, debido a la transmision parcial de los fotones a través del cuero cabelludo y del craneo,
unicamente una pequefia cantidad de energia luminosa llega a la superficie cortical. No obstante, dicha
cantidad es apropiada para garantizar efectos celulares, neurofisiologicos y terapéuticos (Salehpour,
Mahmoudi, et al., 2019). Por el momento, el método de la irradiacion transcraneal mediante FBM es un
método experimental. Los estudios limitados realizados en humanos han mostrados resultados
alentadores en el tratamiento de ictus, lesiones cerebrales traumaticas, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzhéimer, trastorno depresivo mayor, etc. (M. Yang et al., 2021) y es cada vez mas

comun su empleo en los centros especializados en FBM (Salehpour, Mahmoudi, et al., 2019).

1.3.3  Mecanismo de accion

La FBM resultaba, tal y como se menciono previamente, cuestionada. El cambio de percepcion
que se ha producido durante los tltimos afios puede atribuirse a multiples factores, siendo el mas
importante el progreso en la comprension de sus mecanismos de accion a nivel molecular, celular y

tisular (Hamblin, 2016a).

La FBM implica la transformacion de energia luminosa en otros tipos de energia para alcanzar
el resultado fisiologico deseado (Berman et al., 2017). Su accién se basa en la primera ley de la
fotoquimica, también conocida como ley de Grotthus-Draper, la cual establece que las reacciones
fotoquimicas dependen de la absorcion de la luz por parte de un sistema (Serrage et al., 2019). En otras
palabras, los fotones de la luz deben ser absorbidos por un enlace o por una molécula dentro del tejido
para poder asi iniciar un proceso quimico o fisico y alcanzar un efecto bioldgico (Hamblin, 2019b). Se
ha demostrado que numerosas moléculas celulares poseen la capacidad de absorber diferentes
longitudes de onda presentes en las radiaciones opticas. La explicacion mas aceptada hasta la actualidad
sobre los efectos beneficiosos de la FBM ha sido la “teoria de la citocromo ¢ oxidasa (CCO)”,
establecida en gran medida por la investigadora Tiina Karu en 1987 (Serrage et al., 2019). Tiina Karu
planted que en todas las células eucariotas esta presente una molécula (fotoaceptor) naturalmente
fotosensible que reacciona a la FBM, la CCO, enzima localizada en el interior de las mitocondrias
(Karu, 2014). La CCO es la cuarta unidad (complejo IV) de la cadena respiratoria de transporte de

electrones localizada en el interior de la membrana mitocondrial. Dicha enzima es la responsable de
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catalizar la reduccion final del oxigeno molecular (O,) en dos moléculas de agua (H»O), utilizando los
electrones generados en el metabolismo de la glucosa, y del bombeo de protones fuera de la matriz
(Hamblin, 2018a). Dicho bombeo genera, a su vez, energia que permite la sintesis de adenosin trifosfato

(ATP), principal molécula de energia del organismo (Hamblin, 2016b, 2018a).

Las investigaciones sugieren que la interaccion luz-enzima se produce principalmente en los
centros de cobre de la CCO. Sin embargo, se desconocen con exactitud los procesos que ocurren dentro
de la cadena de transporte de electrones o de la CCO durante la radiacion luminica (Serrage et al., 2019).
Se han propuesto multitud de hipdtesis para tratar de explicar los efectos encontrados: la fotodisociacion
del 6xido nitrico (NO), los cambios en las propiedades redox de la CCO con aceleracion en la
transferencia de electrones, la generacion de superdxido y los cambios bioquimicos relacionados con el
calentamiento transitorio de los fotorreceptores irradiados (Serrage et al., 2019). Una de las hipotesis
mas apoyadas para explicar el aumento de actividad de la CCO ante la luz seria la propuesta de la
fotodisociacion del NO. EI NO es una molécula capaz de inhibir la actividad de la CCO al unirse a uno
de sus centros. Segun esta teoria, la luz absorbida por la CCO, seria capaz de disociar este NO
aumentando asi la tasa de respiracion y por consiguiente, la produccion de ATP (Hamblin, 2018a).
Recientemente, sin embargo, la mayoria de los estudios justifican los efectos de la FBM mediante la
aceleracion de la transferencia de electrones. Asi pues, estos mantienen que, tras la absorcion de los
fotones por parte de la CCO, se produciria la oxidacion de esta enzima aumentando el potencial de
membrana mitocondrial y acelerando el transporte de electrones. Dichos efectos conducirian a un
aumento en la sintesis de ATP y de NO, a un mayor consumo de oxigeno y mayor flexibilidad de la
membrana y a una breve generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés
correspondientes a Reactive Oxygen Species), entre otros efectos (Ramezani et al., 2022). Muchos de
estos mediadores secundarios implicados en el mecanismo de accién como son ROS o NO, serian
capaces, a su vez, de activar vias de sefializacion y factores de transcripcion, dando lugar a la expresion
de genes relacionados con la proliferacion y la migracion celular, la inflamacion y la apoptosis, ademas
de generar efectos a largo plazo (Hamblin, 2018a; M. Yang et al., 2021). Existirian adicionalmente
cambios en la liberacion de calcio de las mitocondrias y en el metabolismo de este elemento quimico

(Ramezani et al., 2022) (Figura 2).

Gran parte de los investigadores sugieren entonces que los efectos positivos de la FBM en el
cerebro podrian explicarse Unicamente por el incremento del flujo sanguineo cerebral, la mayor
disponibilidad y consumo de oxigeno, la mejora de la produccion de ATP y de la actividad mitocondrial.
Sin embargo, hay estudios que muestran como exposiciones breves a la luz consiguen efectos duraderos
(Hamblin, 2016b). En esta linea ya Tiina Karu introdujo el término ‘“sefializacion mitocondrial
retrograda” para explicar como una sola exposicion breve a la luz podia tener efectos en el organismo
que durarian horas, dias e incluso semanas (Hamblin, 2016a). Dicho efecto duradero, tal y como

describe Hamblin (2016b), tnicamente podria ser explicado por la activacion de vias de sefalizacion y
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factores de transcripcion que provocarian cambios en la expresion de proteinas cuyo duracion en el
tiempo seria considerable. Asi pues, las investigaciones centradas en el estudio de la FBM han mostrado
también otros efectos relevantes que parecen resultar tras el uso de esta técnica. Entre ellos destaca la
activacion del factor nuclear de transcripcion kappa B (NF- kB) el cual da lugar a la replicacion del
ADN mitocondrial y de genes de activacion temprana, la reduccion de la expresion de genes pro-
apoptdticos, y el aumento en la expresion de genes anti-apoptoticos y el incremento en la expresion de
factores neurotroficos (Henderson y Morries, 2017). Por tanto, la FBM seria capaz de reducir la
neuroinflamacioén y la gliosis, de promover la sinaptogénesis, la neurogénesis y de modular las ondas

cerebrales (Henderson y Morries, 2017; Nizamutdinov et al., 2020; Zomorrodi et al., 2019) (Figura 2).

sefializacion y
factores de

Figura 2. Imagen ilustrativa de las principales hipdtesis propuestas acerca de la accion de la FBM
en las células. ATP, adenosin trifosfato; CCO, citocromo c oxidasa; NF- kB, factor nuclear de
transcripcion kappa B; NO, oxido nitrico; ROS, especies reactivas de oxigeno.

En resumen, Hamblin (2016b) agrupa los posibles efectos beneficiosos derivados de la FBM
en tres grupos: a corto plazo (flujo sanguineo, linfatico, oxigenacién cerebral, ATP, etc.),
neuroprotectores (incremento proteinas antiapoptéticas, antioxidantes, menos excitotoxicidad,
inflamacion, etc.) y por altimo, efectos que ayudan al cerebro a repararse (neurotrofinas, neurogénesis

y sinaptogénesis).

1.3.4  Aplicaciones de la FBM
La FBM esta siendo empleada en la investigacion y en el tratamiento de multiples patologias

de afectacion principalmente encefalica. A dia de hoy, los estudios evidencian la eficacia de la FBM en
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tres tipos principales de afecciones cerebrales: los eventos traumaticos, las enfermedades

neurodegenerativas y los trastornos mentales (Salehpour, Berman, et al., 2021).

El estudio de los efectos de la FBM en sujetos con lesiones cerebrales ha mostrado efectos
positivos. La aplicacién de la FBM en modelos animales de accidente cerebrovascular produce una
mejoria en el funcionamiento general, asociada a un incremento de la proliferacion celular. Ademas, se
ha confirmado que su empleo permite la reparacion de nervios dafiados, la restauracion del flujo
sanguineo cerebral y la estimulacion de la neurogénesis, sinaptogénesis, migracion de neuronas, etc.
(Hamblin, 2018b; M. Yang et al., 2021). El uso de la FBM en humanos que han sufrido accidente
cerebrovascular, sin embargo, ha arrojado tmicamente una leve mejoria no significativa (M. Yang et
al., 2021). Por otro lado, su aplicacion en modelos de lesiones traumaticas ha mostrados una
disminucion de los sintomas asociados a la lesion, mejoras cognitivas y un incremento en la calidad de
vida (Morries et al., 2015). Ademas, se ha visto que la FBM es capaz de acelerar la velocidad de

regeneracion de los nervios y mejorar la supervivencia de las neuronas axotomizadas (Ramezani et al.,

2022).

El empleo de la FBM en las enfermedades neurodegenerativas ha reportado resultados
beneficiosos. Multiples estudios han mostrado una mejoria en las habilidades cognitivas, en el suefio y
en la calidad de vida, junto con una reduccién de la inflamacion cortical, del estrés oxidativo y un
aumento en la perfusion cerebral tras el uso de la FBM en sujetos con demencia (Salehpour, Khademi,
et al., 2021). Del mismo modo, estudios con modelos animales de Alzhéimer y Parkinson han
comprobado un aumento de la funcién mitocondrial, una reducciéon en la acumulaciéon de proteinas
especificas y del estrés oxidativo y una supresion de la inflamacién gracias a la FBM. Dichos cambios
se acompafiarian con mejoras en la funcion conductual y cognitiva, en la memoria y en el aprendizaje

espacial (Bathini et al., 2020).

Estos estudios, junto con otros que no se han incluido en este apartado , muestran como la FBM
parece inducir una amplia gama beneficios en multiples condiciones médicas sin ningln riesgo grave
de efectos adversos. Adicionalmente, también se ha estudiado en profundidad el posible empleo de la
FBM en el ambito de los trastornos psicologicos o psiquiatricos arrojando efectos positivos. Sin
embargo, todo parece indicar que los parametros seleccionados, las caracteristicas de la FBM, juegan

un papel esencial en la consecucion de dichos beneficios.

1.3.5  Periodo postnatal

El desarrollo del sistema nervioso depende de la interaccidon continua de numerosos procesos que
tienen su inicio en la etapa fetal. Algunos de estos procesos son completados previo al nacimiento
mientras que otros, sin embargo, continian en el periodo postnatal extendiéndose, incluso, hasta la edad
adulta (Tsujimoto, 2008). Durante dicha etapa, existe una enorme expresion dindmica de genes y

cambios en la metilacion del ADN que dan lugar a multiples efectos en la neurogénesis, sinaptogénesis
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y en la formacion general de los circuitos neuronales (Simmons et al., 2013). Todo esto hace que el
periodo postnatal sea considerado una fase critica para el desarrollo cerebral de los mamiferos. Tanto
es asi que, en estos primeros momentos de la vida, el cerebro es extremadamente vulnerable y su
desarrollo y funcionamiento pueden verse perturbados por las adversidades tempranas las cuales
podrian inducir cambios dramaticos en la plasticidad del cerebro y precipitar el desarrollo de trastornos

cognitivos y del estado de animo en periodos posteriores (Calabrese et al., 2013; Lopatina et al., 2021).

Los estudios realizados con modelo de roedor, concretamente con ratas, han mostrado como las
tres primeras semanas postnatales son esenciales para el desarrollo del sistema neural de estos animales
ya que se producen cambios radicales en la conectividad sinaptica, en la respuesta neuroendocrina y en
la expresion génica neural global (Simmons et al., 2013). En este periodo existe, ademas, un aumento
en los niveles de ARN mensajero y del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas
en inglés correspondientes a Brain-Derived Neurotrophic Factor) en multiples estructuras cerebrales,
los cuales se ven disminuidos en la fase de envejecimiento, y se han registrado modificaciones en varios
sistemas de neurotransmisores (Karege et al., 2002; Mengler et al., 2014; Miki et al., 2014). Asi pues,
los niveles adultos de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) de la corteza temporal son alcanzados
en el dia postnatal (DPN) 28 y existe un continuo incremento de los receptores de glutamato hasta el
DPN 50 (Miki et al., 2014). Cabe senalar que la longevidad de los roedores y, concretamente de las
ratas (Rattus norvegicus), las cuales han sido sujeto experimental en esta tesis doctoral, es de
aproximadamente dos afios. Al hacer referencia a periodos adultos se aludira en este trabajo al periodo
posterior a los dos meses de edad mientras que, si se refiere al periodo juvenil o a ratas jovenes, se

tratara de la etapa comprendida entre el DPN 18 y el DPN 41 (Bell, 2018).

Este periodo vital es caracterizado por la presencia de neurogénesis y gliogénesis, migracion y
diferenciacion celular y la rapida formacion de sinapsis junto con su remodelacion y eliminacion (V. S.
Chen et al., 2017; Miki et al., 2014). Asi pues, en el modelo de rata, el incremento mas rapido en la
densidad axonal se produce entre el DPN 6 y el DPN 18, seguido de un pico de desarrollo de las
denendritas entre el DPN 18 y el DPN 24 (Eayrs y Goodhead, 1959). El aislamiento de las fibras
nerviosas (mielinizacion) es mas marcado en esta etapa y se extiende mas alla de los dos meses de edad
(Mengler et al., 2014). Se ha visto, ademas, que el metabolismo energético celular estd madurando en
este periodo y no alcanza las caracteristicas de las mitocondrias adultas hasta alrededor del DPN 30
(Kalous et al., 2001). Sin embargo, todos estos procesos no se inician al mismo tiempo, sino que se ha
demostrado que las regiones cerebrales tienen tiempos de maduracion individuales, siendo la corteza
prefrontal (PFC) una de las mas tardias (Mengler et al., 2014; Tsujimoto, 2008). Por consiguiente, se
ha determinado que entre el DPN 25 y el DPN 35 se produce la especializacion, la maduracion
estructural, de las redes neuronales del PFC en el modelo de rata, maduracion relativamente tardia en

comparacion con otras estructuras corticales (Kolk y Rakic, 2022; Miki et al., 2014). Finalmente, la
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corteza cerebral de la rata no estaria completamente desarrollada hasta no alcanzar los tres meses de

edad aproximadamente (Mengler et al., 2014; Miki et al., 2014).

Todos estos procesos previamente mencionados, ademas de otros no recogidos aqui, permiten la
adaptacion de un cerebro inmaduro particularmente vulnerable al nuevo entorno en el que va a

desarrollarse y vivir (Calabrese et al., 2013).

1.3.6  Desarrollo y FBM

El empleo de la FBM en las primeras etapas del desarrollo constituye un nuevo campo de estudio
el cual esta atin por explorar y son escasas las investigaciones dedicadas a examinar el efecto de la luz
roja o NIR en el desarrollo prenatal o postnatal. Sviridova-Chailakhyan et al. (2008) estudiaron los
efectos de una luz artificial con un componente naranja-rojo sobre embriones de raton in vitro. Los
resultados mostraron una mayor estimulacion del desarrollo y una mejor preimplantacion embrionaria
en el grupo que habia sido radiado. En esta misma linea los estudios, de Buzza et al. (2018) pusieron de
manifiesto la capacidad de la FBM para modular el desarrollo de pollos en gestacion y, a dichos
resultados, el equipo de El-Hussein et al. (2019) afiadieron la consecucion de alteraciones irreparables

en el desarrollo de pollos tras el uso de dosis altas de laser

Del mismo modo, la aplicacion de la FBM en la etapa postnatal ha sido minimamente estudiada,
a pesar de que el estudio de Buzza et al. (2019) ha mostrado resultados prometedores. Este equipo
encontro que, tras la aplicacion de luz roja en un modelo de rata desde el DPN dos hasta el DPN 13, se
conseguia alcanzar un peso mas elevado y una apertura de ojos mas rapida, con ausencia de alteraciones
sanguineas, en el grupo radiado. Los resultados mostraban entonces, una maduraciéon mas temprana con

ausencia de dafios en los sujetos tratados con FBM.
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Como puede derivarse de la introduccion planteada, la FBM es una técnica relativamente reciente
la cual ha mostrado efectos beneficiosos en multiples campos biomédicos y ha arrojado resultados
positivos en una gran variedad de patologias y trastornos de diferente naturaleza. Su aplicacion en el
sistema nervioso central, utilizando diversos parametros de FBM, parece ser una herramienta optima
para modular la actividad cerebral y por consiguiente las funciones cognitivas y conductuales que de
esta se deriva. Por otro lado, el periodo postnatal se presenta como una etapa de alta plasticidad y
respuesta cerebral la cual podria ser un prometedor escenario de aplicacion de la TFBM. Dadas dichas
premisas presentadas, esta tesis doctoral tendra como objetivo principal el desarrollo de diferentes
estudios para tratar de aportar nuevos datos y de aumentar los conocimientos sobre los efectos de la
TFBM sobre la actividad cerebral y la conducta de sujetos con ausencia de patologias. Para ello, se han

planteado los subobjetivos que se presentan a continuacion:

1. Revisar las investigaciones publicadas hasta el afio 2019 acerca de los efectos de la FBM en la
modulacion de los procesos cognitivos y el tratamiento de los trastornos psicoldgicos para
analizar sus resultados y recopilar las caracteristicas de los parametros de FBM empleados
(Publicacion 1).

2. Evaluar los efectos de la FBM sobre el sistema nervioso central en desarrollo de machos y
hembras jovenes (periodo juvenil) con ausencia de patologias a través del estudio cerebral de
la actividad metabolica oxidativa y la activacion de genes tempranos (Publicacion 2).

3. Analizar la seguridad de la FBM sobre el tejido cerebral en desarrollo mediante el analisis de
la densidad de células gliales (microglia y astrocitos) en machos jévenes sanos (Publicacion en
preparacion).

4. Evaluar la memoria de referencia espacial mediante dos protocolos espaciales con distinto
grado de dificultad en machos y hembras jovenes (Publicacion 4).

5. Estudiar los efectos de la FBM sobre la ejecucion de una tarea de memoria de referencia
espacial con alto grado de dificultad, asi como sobre el sistema nervioso central en desarrollo
mediante el estudio del metabolismo oxidativo cerebral subyacente en machos y hembras
jovenes sin patologias (Publicacion en preparacion).

6. Examinar los resultados de la FBM sobre el sistema nervioso central en desarrollo a nivel
emocional, motor y social en machos jévenes (Publicacidn en preparacion).

7. Estudiar los efectos de la FBM sobre redes cerebrales funcionalmente no activas y sobre redes
cerebrales activas durante la realizacién de una tarea de aprendizaje reverso, mediante el

analisis de la actividad metabdlica cerebral en sujetos machos adultos (Publicacion 3).
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3.1 Revision sistemadtica

Para la consecucion del objetivo 1 (Publicacion 1) de la presente Tesis Doctoral, se llevo a cabo
una revision sistematica en la que se incluyeron todo tipo de documentos publicados hasta el 1 de enero
de 2020 cuya tematica principal fuera la intervencion de trastornos psicologicos y/o la modulacion de
las funciones cognitivas mediante FBM. Se utilizaron las palabras clave Low Level Light Therapy,; Low-
Level Light Therapy, Photobiomodulation Therapy, Photobiomodulation Therapies;, LLLT; Low Level
Laser Therapy, Low Level Laser Therapies;, Low-Level Laser Therapy, Low Power Laser Therapy,
Low-Power Laser Therapy,; Laser Biostimulation and Laser Phototherapy las cuales fueron empleadas
en las bases de datos Pubmed, Scopus, Google Scholar, Web of Science (WOS) y ScienceDirect. Una
vez realizada la busqueda, un total de 1.111 documentos fueron obtenidos los cuales, tras ser revisados
en profundidad y siguiendo los criterios de inclusion y de exclusion, unicamente 36 fueron finalmente

seleccionados (Publicacién 1).

3.2 Animales de experimentacion

Para la realizacion de los estudios experimentales llevados a cabo (Objetivos 2, 3, 4, 5 y 6) se
emplearon ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar, machos y hembras, jovenes, con edades
comprendidas entre los 23 y los 29/30 DPN. Los machos presentaban un peso medio de 61,04 gen la
finalizacion de los experimentos mientras que en el caso de las hembras el peso medio fue de 58,17 g.
Adicionalmente, fueron también utilizadas ratas adultas macho de la cepa Wistar con tres meses de
edad, cuyo peso medio a la finalizacion de los experimentos fue de 309,5 g (Objetivo 7). Los animales,
procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo y del Centro de Produccion y Experimentacion
Animal de la Universidad de Sevilla, fueron estabulados en grupos de cuatro o cinco sujetos por jaula
(55 x 38 x 22 cm) y ubicados en una sala con una temperatura constante de 22 + 2°C, una humedad
relativa de 65 = 75% y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (luz: 8:00-20:00 h; 20:00-8:00 h). La
manipulaciéon animal y los procedimientos realizados en este estudio fueron llevados a cabo de acuerdo
con la Directiva Europea 2010/63/UE y el Real Decreto 53/2013 (BOE-A-2013-1337) del Gobierno de

Espafia y aprobados por el Comité de Etica del Principado de Asturias.

La ejecucion de los procedimientos realizados se llevo a cabo en horario de mafana, entre las
8:00 h y las 14:00 h y, previo al inicio de cada estudio, los animales fueron habituados al investigador

y al procedimiento correspondiente en cada caso.

3.3 Diseiio de las investigaciones experimentales
El conjunto de estudios experimentales llevados a cabo en la presente tesis doctoral puede ser

dividido en dos grandes bloques cuyos disefios experimentales seran resumidos en este apartado.
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1) Estudio del efecto de la FBM en sujetos jovenes

El primer bloque se refiere a los experimentos centrales de esta tesis doctoral cuyo objetivo es
evaluar, tanto a nivel conductual como de funcionamiento cerebral, los posibles efectos moduladores
de la FBM tras su aplicacion en sujetos jovenes. Dichos experimentos seran descritos en el orden que

se muestra a continuacion para facilitar la comprension del lector:

I. Estudio del funcionamiento cerebral mediante el analisis de la actividad metabdlica y la
activacion de genes tempranos en las regiones prefrontales e hipocampales de ratas macho y
hembra sanas con edades comprendidas entre los 23 DPN y los 29 DPN tras la aplicacion de la
FBM. Para ello, se administr6 la FBM de manera manual durante 5 dias consecutivos (30
minutos/dia) tratando de alcanzar regiones frontales y, al finalizar dicho procedimiento, se llevo
a cabo la técnica histoquimica de la CCO y la inmunocitoquimica de la c-Fos para evaluar la
actividad metabdlica y la expresion de genes de activacion temprana, respectivamente (Figura
3). Grupos de machos y hembras: PBM, administracion de la FBM; PBMD, grupo control de la
técnica: mismas condiciones que el grupo MFBM, pero con el dispositivo luminico apagado; C,

grupo control basal.
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Figura 3. Diseiio experimental del estudio del efecto de la FBM en el funcionamiento cerebral de
jovenes de ambos sexos. La aplicacion de la FBM se realizo desde el DPN 24 al DPN 28,
realizandose la eutanasia en el DPN 29. Posteriormente, se analizo la actividad metabdlica y la
expresion de genes tempranos. DPN, dia postnatal; FBM, fotobiomodulacion;, TFBM, terapia de
fotobiomodulacion.

II.  Estudio de la seguridad de la FBM sobre el tejido cerebral mediante el analisis de la densidad
de células gliales (microglia y astrocitos), marcadores de cambios dafiinos en el sistema
nervioso, en ratas macho sanas con edades comprendidas entre los 23 DPN y los 29 DPN
(Figura 4). Grupos: MFBM-CG, administracion de la FBM; MDFBM-CG, grupo control de la
técnica: mismas condiciones que el grupo MFBM-CG, pero con el dispositivo luminico

apagado; MC-CG, grupo control basal.
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Figura 4. Diseiio experimental del estudio de la seguridad de la FBM en el cerebro de ratas macho
jovenes. La aplicacion de la FBM se realizo desde el DPN 24 al DPN 28, realizandose la
eutanasia en el DPN 29. Posteriormente, se analizo la densidad de células gliales (microglia y
astrocitos). DPN, dia postnatal; FBM, fotobiomodulacion, TFBM, terapia de fotobiomodulacion.

III.  Evaluacion de la memoria de referencia espacial mediante dos protocolos conductuales con
distinto grado de dificultad (“facil”/”dificil”’) en machos y hembras sanas con edades
comprendidas entre los 23 DPN y los 30 DPN. Para ello, se entrenaron ratas de ambos sexos
en dos protocolos de memoria de referencia espacial utilizando el MWM: protocolo facil en el
que se realizaban cuatro ensayos al dia durante cinco dias consecutivos y protocolo de mayor
dificultad (dificil) en el que se llevaban a cabo dos ensayos al dia durante siete dias consecutivos
(Figura 5). Grupos protocolo facil: M-MRF, machos; F-MRF, hembras. Grupos protocolo
dificil: M-MRD, machos; F-MRD, hembras.

(4 ensayos)
Memoria de referencia espacial facil

A

DPN T T T T T T 1

23 24 25 26 27 28 29 30
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MWM '

(2 ensayos)

/,—\ Memoria de referencia espacial dfficil h

Figura 5. Diseiio experimental de la evaluacion de la memoria de referencia espacial mediante dos
protocolos conductuales con distinto grado de dificultad (facil/dificil) en machos y hembras.
El protocolo facil comprendia cuatro ensayos al dia durante cinco dias (DPN24-DPN28)
mientras que el protocolo dificil constaba de dos ensayos al dia durante siete dias (DPN24-
DPN30). DPN, dia postnatal; MWM, laberinto acuatico de Morris.
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Analisis de los efectos de la FBM en la ejecucion de una tarea de memoria de referencia espacial
(protocolo dificil) y en la actividad cerebral subyacente, en una muestra de ratas macho con
edades comprendidas entre los 23 DPN y los 29 DPN. Para ello, se administré la FBM de
manera manual durante 5 dias consecutivos (30 minutos/dia) tratando de alcanzar regiones
frontales y, simultaneamente, se llevo a cabo el entrenamiento de dichos animales durante cinco
dias, dos ensayos al dia, en el MWM. Posteriormente, se realizo el analisis de la actividad
metabolica cerebral subyacente a dicho aprendizaje, mediante la evaluacion de la actividad de
la CCO (Figura 6). Grupos: MFBM-MR, administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion
del protocolo conductual; MDFBM-MR, grupo control de la técnica: mismas condiciones que

el grupo MFBM, pero con el dispositivo luminico apagado; MC3, grupo control basal.

Analisis de los efectos de la FBM en la ejecucion de una tarea de memoria de referencia espacial
(protocolo dificil) y en la actividad cerebral subyacente, en una muestra de ratas hembra con
edades comprendidas entre los 23 DPN y los 29 DPN. Para ello, se administré la FBM de
manera manual durante 5 dias consecutivos (30 minutos/dia) tratando de alcanzar regiones
frontales y, simultaneamente, se llevo a cabo el entrenamiento de dichos animales durante cinco
dias, dos ensayos al dia, en el MWM. Posteriormente, se realizo el andlisis de la actividad
metabodlica cerebral subyacente a dicho aprendizaje, mediante la evaluacion de la actividad de
la CCO (Figura 6). Grupos: FFBM-MR, administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion
del protocolo conductual; FDFBM-MR, grupo control de la técnica: mismas condiciones que

el grupo MFBM, pero con el dispositivo luminico apagado; FC2, grupo control basal.

TFBM
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Figura 6. Diserio experimental del andlisis de los efectos de la FBM en la ejecucion de una tarea de

memoria de referencia espacial (protocolo dificil) y en la actividad cerebral subyacente en
ambos sexos. La aplicacion de la FBM se realizo desde el DPN 24 al DPN 28, realizandose la
eutanasia en el DPN 29. Simultaneamente los animales se entrenaron en una prueba de memoria
de referencia espacial y finalmente, se analizo la actividad metabdlica subyacente. DPN, dia
postnatal; FBM, fotobiomodulacion;, MWM, laberinto acuatico de Morris;, TFBM, terapia de
fotobiomodulacion.
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VI.  Evaluacion de los efectos de la FBM sobre conductas de tipo ansioso, motoras y de
reconocimiento social en ratas macho con edades comprendidas entre los 23 DPN y los 29
DPN. Para ello, se administré la FBM de manera manual durante 5 dias consecutivos (30
minutos/dia) tratando de alcanzar regiones frontales. Durante los tltimos dias de tratamiento se
llevo a cabo la evaluacion de las conductas de tipo ansioso mediante el uso del laberinto en cero
elevado, el examen de la actividad y la coordinacion motora utilizando el rotarod y finalmente,
la evaluacion de la preferencia por la novedad social mediante el uso del test de las tres camaras
(Figura 7). Grupos: MFBM-AMS, administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion de los
paradigmas conductuales; MDFBM-AMS, grupo control de la técnica: mismas condiciones que
el grupo MFBM, pero con el dispositivo luminico apagado, MCC-AMS, grupo control

aprendizaje sometido a los mismos test conductuales.
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Figura 7. Diseiio experimental del estudio de los efectos de la FBM sobre conductas de tipo ansioso,
motoras y de reconocimiento social en ratas macho. La aplicacion de la FBM se realizo desde
el DPN 24 al DPN 28 y en los ultimos dias, DPN 28 y 29, los animales se sometieron al laberinto
en cero elevado, rotarod y el test de tres camaras. DPN, dia postnatal; FBM, fotobiomodulacion,
TFBM, terapia de fotobiomodulacion.

2) Estudio del efecto de la FBM en sujetos adultos

El segundo, y ultimo bloque, se refiere al estudio adicional realizado con el objetivo de evaluar
tanto a nivel conductual como de funcionamiento cerebral, los posibles efectos moduladores de la FBM

en sujetos adultos. Se llevo a cabo la investigacion que se describe brevemente a continuacion:

I.  Analisis de los efectos de la FBM sobre la actividad metabdlica cerebral de machos adultos
controles y de machos adultos entrenados en una tarea de aprendizaje reverso, indice de
flexibilidad cognitiva. Para ello, se aplicoé la FBM en el primer tercio encefalico de todos los

sujetos durante 5 dias consecutivos (60 minutos/dia). Simultineamente a la aplicacion de la
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técnica, parte de la muestra de este estudio fue sometida a un entrenamiento en una tarea de
aprendizaje reverso en el MWM. Finalmente se realizo el andlisis de la actividad metabolica
cerebral de todos los sujetos mediante la evaluacion de la actividad de la CCO (Figura 8).
Grupos: BC+PBM: administracion de la FBM simultaneo a la realizacion del protocolo de
aprendizaje reverso; BC: ejecucion del protocolo de aprendizaje reverso, control conductual del

grupo BC+PBM; C+PBM: administracion de la FBM; C: control basal del grupo C+PBM.
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Figura 8. Diseiio experimental del estudio de los efectos de la FBM en la actividad metabdlica
cerebral de machos adultos controles y de machos adultos entrenados en una tarea de
aprendizaje reverso. La FBM fue aplicada en todos los sujetos durante cinco dias. Los grupos
conductuales fueron sometidos a una tarea de aprendizaje reverso tras cuatro dias de
entrenamiento simultaneos a la aplicacion de la FBM. D, dia; FBM, fotobiomodulacion;, MWM,
laberinto acudtico de Morros; TFBM, terapia de fotobiomodulacion.

Para facilitar la comprension de las investigaciones llevadas a cabo, asi como de los grupos de
sujetos utilizados, el tipo de muestra y los objetivos en cada estudio, en la tabla 1 presentada a

continuacion, se resume la informacion esencial de cada trabajo.
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Tabla 1: Resumen de las investigaciones desarrolladas en la presente tesis doctoral.

Experimentos Muestra Estudio  Grupos/Sujetos Sexo Investigacion/
Objetivo
C:n=11
PBMD: n=10 Machos FBM: efecto en
PBM: n=10 actividad metabolica
1 cerebral y activacion
(P.2) C:n=10 genes tempranos
PBMD: n=10 Hembras (0bj. 2)
PBM: n=10
MC-CG: n=6 FBM: anélisis
I MDFBM-CG: n=6 Machos  astrocitos y microglia
MFBM-CG: n=6 cerebral (Obj. 3)
M-MRF: n=9 Machos MR dos grados de
111 M-MRD: n=9 dificultad
(P.4) (facil/dificil) (Obj. 4)
F-MRF: n=§ Hembras
F-MRD: n=13
Bloque I Jovenes
MC: n=10 FBM: efecto en MR
v MDFBM-MR: n=10 Machos protocolo dificil y en
MFBM-MR: n=11 actividad CCO
subyacente (Obj. 5)
FC:n=11 FBM: efecto en MR
v FDFBM-MR: n=12 Hembras protocolo dificil y
FFBM-MR: n=12 actividad CCO
subyacente (Obj. 5)
FBM: examen
MCC-AMS: n=8§ conductas ansiosas,
V1 MDFBM-AMS: n=§ Machos motoras y de
MFBM-AMS: n=8§ reconocimiento social
(Obj. 6)
C:n=7 FBM: anélisis
Bloque 11 Adultos | C+PBM: n=8 conductual y de CCO
(P. 3) BC: n=6 Machos en muestra control y
BC+PBM.: n=7 en muestra ejecutando

tarea de AR (Obj. 7)

AR: aprendizaje reverso; CCO: citocromo C oxidasa; FBM: fotobiomodulacion; Obj: objetivo; MR: memoria de referencia.
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3.4 Técnica de FBM

El procedimiento de aplicacion de la técnica de FBM, asi como algunos de los parametros
luminicos, sufrieron variaciones entre los trabajos recogidos en esta tesis doctoral con el fin de alcanzar
un modo éptimo de aplicacion y, adicionalmente, en algunos casos, fueron adaptados al tamafio y al
momento del desarrollo en el que se encontraban los individuos. Los factores comunes a todos ellos
fueron los elementos que formaban el sistema de estimulacion luminica: un generador que
proporcionaba la estimulacion a través de una red de cables, un interruptor que permitia iniciar la
administracion de la luz y finalmente, un estimulador que permitia el suministro de laser con un tipo de

onda pulsatil.

Previo a la aplicacion de la técnica, todos los animales pertenecientes a los grupos experimentales
FBM/PBM vy a los grupos control de la técnica (DFBM/PBMD), tanto jovenes como adultos, fueron
sometidos a un proceso de habituacion. Dicha habituacion, asi como el completo proceso de FBM, se
realizaron en el periodo matutino y su uso no conllevd ninguna alteracion en los animales siendo bien
tolerada por todos ellos. A continuacion, siguiendo los estudios presentados en el apartado 3.3, se

procedera a describir de manera detallada el modo de administracion en cada caso.

3.4.1 Protocolo de FBM en estudios con sujetos jovenes

Los animales jovenes de los grupos FBM/PBM y DFBM/PBMD de los estudios I, I, IV, Vy VI,
fueron sometidos a un protocolo de siete dias de FBM el cual se inicié en el DPN 22. Los primeros dos
dias fueron dedicados a la habituacion de los animales al experimentador y al procedimiento, y en los

cinco dias restantes se procedio a la aplicacion de la técnica.

En el primer dia de habituacion, se llevd a cabo la familiarizacion de los animales con el
experimentador a través del manejo y manipulacion de estos. A continuacion, se procedio a la rasuracion
del pelo y localizacion del area craneal deseada para la colocacion manual del dispositivo de FBM. La
region seleccionada fue el area localizada entre los ojos del animal, tratando asi de focalizar nuestra
intervencion en el cortex prefrontal de los sujetos. Finalmente, en el segundo y ultimo dia de habituacién
(DPN 23), los animales fueron habituados al procedimiento que requiere la FBM mediante el manejo,
inmovilizacion y colocacion del dispositivo apagado en la zona objetivo. Dicha habituacion al
dispositivo se realizé de manera manual en una sala contigua al bioterio, la cual fue utilizada durante el
resto de los dias para la continuacion del estudio. La investigadora era la encargada de inmovilizar
manualmente a cada sujeto de manera individual encima de una superficie blanda y de situar en la zona
de interés el dispositivo de radiaciéon apagado, tratando de reducir al maximo posible cualquier factor
estresante y evitando ocasionar cualquier dafio a los sujetos. Este dispositivo estaba formado por un
tubo circular (colimador) dentro del cual se encontraba el estimulador laser. Ademas, en la parte final
del colimador se encontraba una lente y una almohadilla que evitaba, si existiesen, problemas térmicos

al impedir el contacto directo del colimador con la piel del animal. La duracién y el proceso de
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habituacion al dispositivo se llevo a cabo de manera idéntica a la futura aplicacion de la técnica: cada
animal recibi6 tres sesiones de 10 minutos cada una, durante el periodo matutino, hasta alcanzar un total
de 30 minutos por animal. Entre cada sesion, el animal correspondiente era devuelto a su caja hogar

con el resto de sus congéneres y otro sujeto era tomado para continuar con la habituacion.

El dia posterior a la finalizacion de la habituacion de los animales se procedié a la aplicacion de
la TFBM durante 5 dias consecutivos (periodo comprendido entre los DPN 24 y DPN 28). El
procedimiento llevado a cabo fue idéntico al realizado durante el segundo dia de habituacion en los
sujetos pertenecientes al grupo control dispositivo (DFBM). En el caso de los grupos experimentales
(FBM), se introdujo una Unica variacion y fue que el dispositivo luminico se encontraba encendido
durante todo el procedimiento. Tal y como se describié anteriormente, los sujetos eran inmovilizados
de manera individual en una superficie blanda durante tres sesiones de 10 minutos cada una (30 minutos
por animal) y el dispositivo era situado entre los ojos, tratando de alcanzar el cortex prefrontal de los

individuos (Figura 9).

Figura 9. Modo de aplicacion de la FBM en sujetos jovenes. La FBM era aplicada entre los ojos del
animal mediante su inmovilizacion manual por parte de la investigadora durante cinco dias.

El laser suministrado a los grupos experimentales de FBM estaba constituido por una onda
continua cuya longitud era de 810 nm y un tamafio de haz de 0,0495 cm?. Durante cada sesién de 30
min, los animales recibian 36 ciclos de estimulacion en los cuales el dispositivo se encontraba 40
segundos (s) encendido y 10 s apagado, alcanzando un tiempo total de radiacion de 24 minutos. La
densidad de energia aplicada en estos ciclos era de 46,50 J/cm? con una potencia de salida de 40 mW y
una irradiancia de 65,60 W/m?. Aproximadamente, el 0,8% de la potencia aplicada alcanzaria el tejido

encefalico.

3.4.2  Protocolo de FBM en sujetos adultos pertenecientes al estudio 1.
Los animales adultos pertenecientes a los grupos C+PBM y BC+PBM del estudio I, fueron
sometidos a un protocolo de radiacion el cual presentaba variaciones, con respecto al resto de estudios,

en el modo de aplicacion y en los parametros a utilizar. Este protocolo tuvo una duracion de ocho dias,
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siendo los tres primeros dias dedicados a la habituacion de los animales y los cinco dias restantes a la

aplicacion de la terapia.

En el primer dia de habituacion, se llevo a cabo la familiarizacion de los animales con la
experimentadora a través del manejo y manipulacion de estos y se procedio a la estabulacion individual
de los sujetos. Dicha estabulacion se realizo en jaulas de metacrilato (55 cm x 45 cm x 45 cm) situadas
en una sala contigua al bioterio en las cuales los animales podian moverse libremente y disponian de
agua y comida ad libitum. Estas jaulas contaban con dos accesos, uno en la parte frontal que permitia
el contacto con el animal y otro en la zona superior a través del cual se introducia y se retiraba el

dispositivo de luz.

En el segundo dia de habituacion, se procediod a la rasuracion del cuero cabelludo de la zona de
interés siendo esta el primer tercio de la cabeza, region posterior a la zona ocular, tratando de alcanzar
regiones frontales. Tras la rasuracion del pelo, se continu6 con la adhesion de una pieza de velcro negra
en la zona de interés de la cabeza a la cual, durante los dias siguientes de terapia, fue conectado el
dispositivo luminico. El tercer y ultimo dia de habituacion, se examind el estado de los animales para

asegurar que la adhesion de la pieza no habia producido ningun tipo de dafio o de situacion estresante.

Durante los cinco dias siguientes, se procedio a la aplicacion de la TFBM. El suministro de luz
se realizd mediante la conexion directa del estimulador laser a la pieza de velcro situada en la cabeza
del animal, la cual presentaba una pequefia abertura que permitia el paso de la luz (Figura 10). Los
animales recibieron una hora de terapia al dia (10 am — 11 am) durante la cual se administraron 60 ciclos
luminicos en los que el dispositivo se encontraba 20 s encendido y 40 s apagado. La longitud de onda
utilizada fue de 1064 nm, la potencia de 30 mW y la densidad de energia de 20 J/cm?.
Aproximadamente, el 1,1% de la potencia aplicada alcanzaria el tejido encefalico. Durante la aplicacion
de la luz, los animales podian moverse por la jaula dado que el dispositivo contaba con un extenso cable
conectado al generador, que les permitia total libertad de movimientos. Al finalizar la hora de

tratamiento, el dispositivo era retirado del velcro.
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Figura 10. Modo de aplicacion de la FBM en sujetos adultos. La FBM era aplicada mediante la
conexion directa del estimulador laser a la pieza de velcro situada en la cabeza del animal, la
cual presentaba una pequeria abertura que permitia el paso de la luz, durante cinco dias.

3.5 Pruebas conductuales

En el desarrollo de la presente tesis doctoral se llevaron a cabo diversas pruebas conductuales

con el fin de conseguir los objetivos planteados.

En el primer bloque de estudios (muestra de animales jovenes) se evalud, en primer lugar, la
memoria espacial de referencia en dos condiciones distintas: en una muestra de machos y hembras
controles utilizando un protocolo con dos grados diferentes de dificultad (facil/dificil) (Estudio III,
publicacioén 4, objetivo 4) y en una muestra de machos y hembras tratados con la TFBM y sometidos a
un protocolo de memoria de referencia espacial dificil (Estudio IV y V, objetivo 5). Por ultimo, se
examino el efecto de la TFBM en conductas de tipo ansioso, motoras y de reconocimiento social en

machos jovenes (Estudio VI, objetivo 6).

En el caso del segundo bloque compuesto por una muestra de animales adultos, se llevo a cabo
una prueba conductual de aprendizaje espacial reverso con sujetos tratados con TFBM con el objetivo
de analizar si existia alguna alteracion en el aprendizaje de este paradigma tras el uso de la técnica
(Estudio I, objetivo 7). La descripcion de todas las pruebas realizadas se presenta en los apartados

siguientes.
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3.5.1 Laberinto acudtico de Morris (MWM)

Para la evaluacion de la memoria de referencia espacial en jovenes (Estudios III, IV y V;
objetivos 4y 5) y el aprendizaje de tipo reverso en adultos (Estudio I, objetivo 7), se utiliz6 el laberinto
acuatico de Morris (MWM). El MWM es un paradigma experimental desarrollado por Richard Morris
en 1983 como método de evaluacion del aprendizaje espacial en roedores (Morris, 1984). Dicha piscina
circular es actualmente uno de los métodos validados mas utilizados para la evaluacion de diferentes
tipos de memoria y aprendizaje espacial, tanto en sujetos adultos como en desarrollo (Tan et al., 2017,
Vorhees y Williams, 2006). A continuacidn, se describe pormenorizadamente el MWM vy el protocolo

conductual llevado a cabo en cada estudio.

3.5.1.1 Aparato

La evaluacion de las diferentes funciones cognitivas se llevo a cabo en un tanque cilindrico de
fibra de vidrio negra con un didmetro de 150 cm y una altura de 40 cm y colocado sobre una plataforma
a 35 cm sobre el suelo (Figura 11A). Esta piscina se rellenaba de agua, mantenida siempre a una
temperatura constante (22 £ 1 °C), hasta alcanzar una profundidad de 30 cm y en su interior se situaba
una plataforma de escape cilindrica negra de 10 cm de didmetro y 28 cm de altura la cual se mantenia
dos cm oculta bajo el nivel del agua. Adicionalmente, en la fase de habituacion de los animales, se
utilizaba la misma plataforma, pero en este caso, encima de esta era colocada una superficie blanca que
hacia a la plataforma visible. La piscina se dividia de manera virtual en cuatro cuadrantes imaginarios
(A, B, Cy D) en los cuales, en el caso de los ensayos con plataforma, esta era colocada en el centro de
uno de ellos. Excepcionalmente en el estudio III y IV perteneciente al bloque I, la piscina fue también
dividida imaginariamente en dos regiones adicionales, “zona focal” que correspondia a un area circular
de 20 cm de didmetro alrededor de la plataforma y “zona periférica” (Figura 11B). En el estudio IV del
bloque I se afiadié también una “zona central” la cual comprenderia el resto de la piscina que no formaba

la zona periférica, incluyendo la zona focal.

Zona periférica

Figura 11. Piscina de Morris empleada en los estudios de memoria de referencia y aprendizaje
reverso espacial. A) Vista general del tanque utilizado y su ubicacion en la sala. B)
Representacion de los cuadrantes virtuales en los que se divide la piscina. El elemento rojo indica
una rata situada en la plataforma de escape, dentro del cuadrante reforzado.
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El tanque estaba situado en el centro de una habitacion rectangular de 16 m? iluminada mediante
dos lamparas orientadas hacia las paredes las cuales proporcionaban 4.000 Ix de luz indirecta. Alrededor
de la piscina se colaban paneles negros que servian de soporte de multiples pistas distales con distintas
formas geométricas, volumenes y colores. Ademas, en el caso de los estudios con muestras de sujetos
jovenes con el objetivo de facilitar la orientacion en el espacio, se utilizaban unicamente dos paneles en
los que se colocaban dos pistas distales para que el resto de la habitacion fuera visible. En estas paredes
también se situaban objetos con diferentes colores, tamafios y volimenes para que sirvieran como
referencia. Todas las pistas permanecian inmutables durante todo el protocolo espacial. La conducta de
los sujetos era registrada mediante el uso de una videocamara cenital (Sony CCD-V88E, Esparia) situada
en el techo de la habitacion y conectada a un ordenador equipado con un sistema de seguimiento de
video computarizado (Ethovision XT 14.0, Noldus Information Technologies, Wageningen, Paises

Bajos).

Los protocolos empleados en los diferentes estudios compartian una serie de fases y variables
basicas las cuales se describiran a continuacion, y sera en los siguientes apartados donde se podra
encontrar la descripcion detallada de cada protocolo. Las medidas conductuales registradas como
variables dependientes en todos los estudios fueron la duraciéon o permanencia en cada uno de los
cuadrantes, en la zona focal y en la zona periférica (s), la latencia de llegada a la plataforma (s), la

velocidad total (cm/s) y la distancia recorrida por los animales (cm).

3.5.1.2 Fase de habituacion

Inicialmente, los grupos M-MRF, M-MRD, F-MRF y F-MRD (Estudio 1II), MDFBM-MR y
MFBM-MR (Estudio IV), FDFBM-MR y FFBM-MR (Estudio V) del bloque I y los grupos BC y BC+
PBM (Estudio I) del bloque II eran sometidos a una fase de habituacién que permitia a los sujetos
familiarizarse con el contacto del agua, la actividad de nado y la subida a la plataforma. Esta constaba
de cuatro ensayos en los cuales en el centro de la piscina se colocaba una plataforma con una superficie
blanca que sobresalia dos cm por encima del nivel del agua y permitia hacerla visible. En todos los
ensayos realizados durante los estudios, los animales eran siempre introducidos y colocados en la
piscina mirando hacia la pared. En cada ensayo de la habituacion, el sujeto era introducido en un
cuadrante diferente siguiendo un orden pseudoaleatorio. El tiempo de duracion méaximo de cada ensayo
era de 60 s, tiempo el cual si el animal no era capaz de encontrar la plataforma era guiado hasta esta.
Una vez en la plataforma, se le permitia permanecer alli durante 15 s, siendo posteriormente trasladado
a un cubo negro hasta el siguiente ensayo el cual comenzaba tras 30 s de espera. Al finalizar la

habituacion, los animales eran secados cuidadosamente y devueltos a sus respectivas jaulas.

3.5.1.3 Fase de adquisicion del aprendizaje de referencia espacial
Al dia siguiente tras finalizar la habituacidn, todos los sujetos de los grupos mencionados

anteriormente (M-MRF, M-MRD, F-MRF y F-MRD (Estudio III), MDFBM-MR y MFBM-MR
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(Estudio IV), FDFBM-MR y FFBM-MR (Estudio V), BC y BC+PBM (Estudio 1)) eran sometidos a un
protocolo de adquisicion del aprendizaje de referencia espacial de duracion variable en funcion del
estudio realizado. Cada dia de la fase de adquisicion, los animales recibian un numero de ensayos
determinados (numero variable dependiendo del objetivo del estudio) en los cuales la plataforma se
mantenia oculta, no visible, al permanecer dos cm por debajo del nivel del agua en el centro del
cuadrante D, denominado cuadrante reforzado u objetivo. La entrada a la piscina en cada ensayo se
realizaba siguiendo un orden pseudoaleatorio y el tiempo de duracion de cada ensayo, el tiempo en la
plataforma y el tiempo entre ensayos se mantuvo constante con respecto a la fase de habituacion, siendo
60 s, 15 sy 30 s, respectivamente. Tras finalizar los ensayos de esta primera fase, se llevaba a cabo un
ensayo de prueba o transferencia del aprendizaje en el cual la plataforma era retirada de la piscina y se
liberaba a los sujetos desde el cuadrante C, cuadrante opuesto al cuadrante reforzado (D) donde
permanecia la plataforma en los ensayos anteriores. La duracion de este ensayo de transferencia fue de
25 s tras los cuales el animal era sacado de la piscina y colocado en el cubo negro durante 30 s.
Finalmente, se realizaba un ensayo adicional, ensayo de recuerdo, con la plataforma oculta disponible
de nuevo en la posicion habitual (cuadrante D) para evitar la posible extincion del aprendizaje. Al igual
que en los ensayos anteriores con plataforma, los animales eran liberados cada dia desde distintos puntos
de la piscina siempre orientados hacia la pared y se les permitia nadar durante 60 s. Tras los ensayos de

cada dia, los animales eran secados cuidadosamente y devueltos a sus respectivas jaulas.

3.5.1.4 Protocolo de memoria de referencia espacial (bloque I)

Los sujetos jovenes pertenecientes al bloque I fueron sometidos a un protocolo de memoria de
referencia espacial cuya duracion y nimero de ensayos de adquisicion fue variable entre los diferentes
estudios realizados. El criterio de aprendizaje se mantuvo inmutable durante estos estudios,
considerandose alcanzado cuando, durante el ensayo de prueba o transferencia del aprendizaje, los
animales permanecian un tiempo significativamente mayor en el cuadrante objetivo (D) que en el resto

de los cuadrantes.

En el estudio III, los animales pertenecientes a los grupos M-MRF y F-MRF fueron sometidos
a un protocolo de adquisicion denominado “protocolo facil”. Este protocolo tenia una duracion total de
seis dias: un dia de habituacion el cual se realiz6 en el DPN 23 y cinco dias de adquisicion del
aprendizaje (DPN24-DPN 28). Cada dia se realizaban cuatro ensayos de adquisicion seguidos del
ensayo de transferencia y de recuerdo. Dicho protocolo fue escogido y denominado “facil” al ser un
protocolo habitual utilizado previamente en nuestro laboratorio y con una alta tasa de éxito en roedores
(Méndez, Méndez-Lopez, Lopez, Aller, Arias, y Arias, 2008; Méndez, Méndez-Lopez, Lopez, Aller,
Arias, Cimadevilla, et al., 2008) (Figura 12A). Los sujetos de los grupos restantes de este estudio 11,
M-MRD y F-MRD, realizaron un protocolo de adquisicion denominado “protocolo dificil”. En este
caso, unicamente se realizaban dos ensayos al dia en la fase de adquisicion, seguidos del ensayo de

transferencia y recuerdo, y la duracion total era de ocho dias (un dia de habituacion en el DPN 23 y
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siete dias de adquisicion (PND24-PND30)) (Figura 12B). En este protocolo se redujo el numero de
ensayos al dia con el objetivo de analizar si los animales en desarrollo eran capaces de alcanzar el
criterio de aprendizaje con un protocolo mas restrictivo en el que recibian un menor nimero de
reforzamientos al dia, al mismo tiempo que se afiadieron dos dias adicionales para examinar

minuciosamente su posible mejoria conductual a lo largo del estudio.

A)
DPN T I T T T T 1
23 24 25 26 27 28 29 30
Habituacién L )
MWM 4
Memoria de referencia espacial facil
4 ensayos/dia
B)
DEN T | T ] T T T 1
23 24 25 26 27 28 29 30
Habituacion L J
MWM Vo
Memoria de referencia espacial dificil
2 ensayos/dia

Figura 12. Protocolo de memoria de referencia espacial empleado en el estudio I1l con muestras de
machos y hembras jovenes. A) Protocolo facil: cuatro ensayos al dia durante cinco dias. B)
Protocolo dificil: dos ensayos al dia durante siete dias. DPN, dia postnatal; MWM, laberinto
acudtico de Morris.

Finalmente, los grupos MDFBM-MR y MFBM-MR (Estudio V) y los grupos FDFBM-MR y
FFBM-MR (Estudio V), al igual que los grupos M-MRD y F-MRD del estudio III, fueron sometidos a
un “protocolo dificil” de memoria de referencia espacial con dos ensayos al dia, pero, en este caso, la
duracion total del protocolo fue de siete dias (un dia de habituacion (DPN 23) y seis dias de adquisicion
del aprendizaje (DPN24-DPN 29)). Dicho “protocolo dificil” se redujo en el tiempo para hacerlo
coincidir con los dias del protocolo de FBM al que estos animales fueron sometidos. Asi pues, en ambos
protocolos las respectivas habituaciones se llevaron a cabo en el DPN23 y los cinco dias restantes
(PND24-PND28) de aplicacion de la FBM en los sujetos MFBM-MR y FFBM-MR o de colocacion
manual del dispositivo en los sujetos MDFBM-MR y FDFBM-MR, se realizaron simultaneamente

coincidiendo con los cinco dias del protocolo de memoria de referencia espacial (Figura 13).
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Habituacién FBM
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Figura 13. Protocolo de memoria de referencia espacial empleado en el estudio IV y V con muestras
de machos y hembras jovenes, respectivamente. Todos los sujetos fueron sometidos al protocolo
dificil: dos ensayos al dia durante seis dias, coincidiendo con los cinco dias de aplicacion de la
técnica de fotobiomodulacion. DPN, dia postnatal; FBM, fotobiomodulacion; MWM, laberinto
acudtico de Morris.

3.5.1.5 Protocolo de aprendizaje espacial reverso (bloque II)

Los sujetos adultos del bloque II pertenecientes a los grupos BC y BC+PBM del estudio I,
realizaron un protocolo de aprendizaje espacial reverso, indice de flexibilidad cognitiva, cuya duracion
fue de seis dias. El primer dia se llevo a cabo la habituacion al paradigma y los cuatro dias siguientes
los animales fueron sometidos a un entrenamiento de memoria de referencia espacial en el que se
realizaban cuatro ensayos al dia. El sexto y ultimo dia, se realizaba la prueba de aprendizaje espacial
reverso. En esta prueba, la plataforma visible se trasladaba del cuadrante reforzado (D), donde se
localizaba los dias anteriores durante el protocolo de memoria de referencia espacial, al cuadrante
opuesto, cuadrante (C), en el cual continuaba sumergida y oculta (Figura 14). Se llevaban a cabo ocho
ensayos en los que los sujetos eran liberados desde cada cuadrante de manera pseudoaleatoria y en los
cuales las condiciones experimentales se mantenian inmutables con respecto a la fase de adquisicion
del aprendizaje de referencia espacial. Al finalizar dichos ensayos, se realizaba un ensayo de
transferencia sin plataforma cuya duracion contintio siendo de 25 s, y la salida de los animales se
realizaba desde el cuadrante D (cuadrante anteriormente reforzado en el protocolo de memoria de
referencia). En este caso, el criterio de éxito fue una permanencia significativamente mayor en el
cuadrante objetivo (C) que en el resto de los cuadrantes. El grupo BC+PBM recibio la TFBM
coincidiendo, simultdineamente, con la habituacién al protocolo espacial y con los cuatro dias de

entrenamiento en el protocolo de memoria de referencia espacial.
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Figura 14. Protocolo de aprendizaje espacial reverso empleado en el estudio I con muestras de
machos adultos. Todos los sujetos fueron sometidos al protocolo dificil: dos ensayos al dia
durante seis dias, coincidiendo con los cinco dias de aplicacion de la técnica de
fotobiomodulacion. DPN, dia postnatal; FBM, fotobiomodulacion, MWM, laberinto acudtico de
Morris.

3.5.2  Laberinto en cero elevado

Las conductas de tipo ansioso de todos los sujetos del estudio VI-bloque I (MCC-AMS,
MDFBM-AMS, MFBM-AMS) se evaluaron utilizando el laberinto en cero elevado. Dicho paradigma
se basa en la preferencia de los roedores por los espacios pequefios, oscuros y cerrados y en su tendencia

a evitar espacios abiertos y bien iluminados (Zorzo, Méndez-Lopez, et al., 2019).

El aparato utilizado fue un laberinto circular fabricado en metacrilato negro, con un didmetro
de 81 cm y situado en una plataforma a 82 cm del suelo (Panlab, Barcelona, Espaiia). Esta formado
por cuatro pasillos o secciones de 65 cm de largo y 10 cm de ancho, dos de los cuales presentaban
paredes de 35 cm de alto que hacian que el pasillo estuviera cerrado y dos brazos restantes que se
encontraban abiertos. El aparato se situaba en el centro de una habitacion rectangular iluminada con dos
lamparas de 4000 1x y encima de este, una video cdmara cenital (Sony V88E, Esparia) conectada a un
ordenador equipado con un sistema de seguimiento de video computarizado (Ethovision XT 8,5, Noldus
Information Technologies, Wageningen, Paises Bajos) registraba la conducta de los animales (Figura
15). La sesion de evaluacion tuvo una duracion de cinco minutos en los cuales los animales eran
introducidos aleatoriamente en uno de los brazos abiertos de manera individual y se les permitia
moverse libremente. Tras finalizar este tiempo, el animal se devolvia a su jaula y el laberinto era
limpiado cuidadosamente con etanol 70% para eliminar posibles rastros de olor. Las variables
registradas fueron la duracidon total de la permanencia en los pasillos abiertos y cerrados (s), la
frecuencia o numero de entradas a los pasillos abiertos y cerrados, la velocidad media (cm/s), la

distancia total recorrida (cm) y, finalmente, el nimero de heces. El calculo del valor de ansiedad final
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fue corregido por la conducta exploratoria de cada animal mediante la ratio de la duracién total de la
permanencia (s) en los pasillos abiertos entre la raiz cuadrada del promedio del nimero de entradas en

los mismos, obteniendo entonces la ansiedad corregida (Sampedro-Piquero et al., 2013).

Figura 15. Laberinto en cero elevado utilizado para la evaluacion de las conductas de tipo ansioso.
A) Vista general del aparato utilizado y su ubicacion en la sala. B) Vista a través del ordenador
de la posicion de los animales (elemento amarillo) en los diferentes pasillos del laberinto.

3.5.3 Rotarod

El equilibrio, la actividad y la coordinacion motora de los sujetos MCC-AMS, MDFBM-AMS,
y MFBM-AMS del estudio VI- bloque I, se evaluaron utilizando el Rotarod. Dicho paradigma es usado
como herramienta basica para obtener una medida general de la habilidad locomotora en roedores

(Pritchett y Mulder, 2003).

El aparato utilizado estaba compuesto por una barra cilindrica giratoria situada de manera
horizontal la cual estaba dividida, mediante paredes de metacrilato blanco, en cuatro espacios,
compartimentos aislados y se encontraba conectada a un motor que permitia acelerar la velocidad del
giro de manera constante (7752- Ugo Basile, Italia). Este instrumento se encontraba situado en una

superficie plana elevada un metro desde el suelo en una habitacion iluminada.

La prueba se realizo en dos fases diferenciadas: en un primer momento, se programo el aparato
para que mantuviese una velocidad constante de cuatro revoluciones por minuto (rpm). Los animales
eran colocados en la barra orientados en la direccion contraria a donde se encontraba el experimentador
y se les permitia caminar libremente durante un maximo de 60 s. A continuacion, se continud con la
segunda fase en la que se introducia la variable aceleracion. En este caso, el animal se situ6 en la barra

con una velocidad inicial de cuatro rpm. Estas rpm se incrementaron de manera constante,
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aumentandose una rpm cada ocho minutos hasta alcanzar un total de 40 rpm. La duracion total de esta
segunda fase fue de cinco minutos. En ambas fases, se registro el tiempo que el animal era capaz de

permanecer en la barra y, en la segunda fase, ademas, se registraba la velocidad final alcanzada.

3.5.4 Test de tres camaras (Three chamber test)

El test de tres camaras, mas comtinmente conocido como Three Chamber test, es un paradigma
conductual utilizado para evaluar la preferencia de los roedores por la novedad social. Esta basado en
el Test de Interaccion Social de Crawley, pero con una importante modificacion del estimulo social
familiar, siendo en este caso, un congénere de la misma jaula que el animal que se esta evaluando (C.

J. W. Smith et al., 2015).

En nuestro trabajo, se evaluo la preferencia por la novedad social de los sujetos MCC-AMS,
MDFBM-AMS, y MFBM-AMS del estudio VI- bloque I siguiendo el protocolo descrito en el estudio
de Smith et al. (2015). El aparato estaba formado por un rectangulo de 59 cm largo y 39,5 cm de ancho
con paredes de metacrilato transparentes y se encontraba dividido en tres camaras diferentes de igual
tamario (59 x 19 cm) a las cuales se permitia el acceso a través de una pequefia abertura rectangular. La
camara central se encontraba vacia y se consideraba el punto inicial donde se situaba al animal por
primera vez, mientras que, en las dos camaras laterales, se situaban dos pequefios compartimentos
formados por barras traslucidas de metacrilato en los cuales se situaban los congéneres, animales que
servirian como estimulos. En uno de los compartimentos se introducia un sujeto familiar (conviviente
en la misma jaula que el sujeto evaluado) y en el otro compartimento un sujeto extrafio, no conocido
por el animal que realizaba la prueba, al habitar en una jaula diferente y al no haber entrado nunca en
contacto con este. Los compartimentos restringian los movimientos de los animales, al mismo tiempo
que permitian al individuo experimental investigar ambos estimulos. Los individuos utilizados como
sujetos familiares o extrafios fueron sujetos de mismo sexo y edad y la colocacion en los
compartimentos se realizo de manera aleatoria evitando asi, el posible sesgo de preferencia por un unico
compartimento. El aparato se localizaba encima de una superficie plana elevada un metro del suelo en
el centro de una habitacion rectangular iluminada con ldmparas de 4.000 Ix y encima de este, una video
cdmara cenital (Sony V8S8E, Esparia) conectada a un ordenador equipado con un sistema de seguimiento
de video computarizado (EthovisionXT 8,5, Noldus Information Technologies, Wageningen, Paises
Bajos) registraba la conducta de los animales. Para ello, el modelo virtual del test estaba dividido en las
tres camaras (central, izquierda y derecha) y, ademas, se delimitd dos zonas target o focales que
correspondian a un area circular de 15 cm de diametro alrededor de los dos compartimentos donde se

situaban los animales estimulos (Figura 16).

43



44

Materiales y métodos

Figura 16. Test de las tres camaras utilizado para evaluar la preferencia de los roedores por la
novedad social.

La evaluacion de la preferencia por la novedad social se realizo en una iinica sesion cuya duracion
fue de 10 minutos. Cada sujeto experimental era situado en la camara central y se le permitia explorar
libremente. En las dos camaras laterales, tal y como se describid anteriormente, se situaba un congénere
familiar y un congénere extrafio. Tras finalizar este tiempo, el animal se devolvia a su jaula y el
paradigma era limpiado cuidadosamente con etanol 70% para eliminar posibles rastros de olor. Las
variables registradas fueron la frecuencia, el numero de entradas a cada una de las camaras (central,
izquierda y derecha), la duracion de la permanencia en cada una de ellas (s), primera camara de entrada
escogida por el animal y latencia de entrada (s), frecuencia de interaccion con los sujetos estimulos,
duracion de la interaccion (s), velocidad (cm/s) y distancia recorrida (cm). La interaccion del sujeto
experimental con los sujetos estimulos fue definida como la orientacion de la nariz del animal a menos
de 2 cm de estos y su interaccion con ellos. Finalmente, el porcentaje del valor de preferencia por la
novedad social fue obtenido mediante la ratio de tiempo dedicado a explorar el sujeto extrafio (s) entre
el tiempo dedicado a explorar el sujeto extrafio mas el tiempo dedicado a explorar el sujeto familiar (s),
multiplicado todo ello por 100. La preferencia por la novedad social fue considerada cuando el
porcentaje anterior fue significativamente mayor que el azar, considerado con el valor del 50% (C. J.

W. Smith et al., 2015).

3.6 Obtencion del tejido

3.6.1 FEutanasia de los sujetos experimentales
La eutanasia de los sujetos se llevo a cabo mediante dos procedimientos diferentes en funcion
de la técnica posterior elegida para tratar el tejido. Asi pues, para evaluar la actividad metabodlica

oxidativa mediante la histoquimica de la citocromo c oxidasa (CCO) y para estudiar la activacion de
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genes de activacion temprana mediante la inmunocitoquimica de la proteina c-Fos realizado en los
estudios I, IV y V del bloque I y I del bloque II, los animales fueron eutanasiados mediante el método
de decapitacion con guillotina. Dicho sacrificio fue realizado al dia siguiente de finalizar la aplicacion
de la TFBM vy, en el caso de los estudios con evaluacion conductual, se realizé 90 minutos después de
la ultima sesion de la tarea de conducta realizada. Tras ello, el encéfalo fue rapidamente extraido, pesado
y congelado durante dos minutos en N-metibultano (Sigma-Aldrich, Espaiia) y almacenado,

seguidamente, a una temperatura de -40°C hasta el posterior seccionado.

Por otro lado, en el estudio II del bloque I con el objetivo de estudiar la densidad de astrocitos
y células de microglia mediante la inmunocitoquimica de la proteina glial fibrilar acida (GFAP, por sus
siglas en inglés correspondientes a Glial Fibrillary Acidic Protein) y la inmunocitoquimica de la Iba-1,
respectivamente, se llevo a cabo la eutanasia de los animales mediante el método de perfusion vascular.
Para ello, los sujetos fueron previamente anestesiados (ketamina 80 mg/kg; concentracion 100 mg/ml
y xilacina 10 mg/kg; concentracion 20 mg/ml) y se perfundieron vascularmente mediante el paso de
una solucion salina al 0,9% (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia) durante cinco minutos a través del sistema
circulatorio utilizando el bombeo cardiaco. A continuacidén, se infundi6 una solucion de
paraformaldehido tamponado al 4% (M/v) (0,1M, pH 7,4) (Fisher Scientific, Espaiia) durante 20
minutos y posteriormente, los cerebros fueron extraidos. Tras ello, se mantuvieron inmersas en una
solucion de paraformaldehido tamponado al 4% (M/v) (0,1M, pH 7,4) (Fisher Scientific, Espana)
durante toda la noche a una temperatura de 4°C y al dia siguiente, se transfirieron a tampdn fosfato con
sacarosa al 30% (M/v) (0,1M; pH 7,4) (Sigma-Aldrich, Espana) durante 48 h mantenido a la misma
temperatura. Finalmente, el tejido se deshidratd mediante una cadena de alcoholes etilicos de
graduacion ascendiente (70%-80%-96%-96%-100%-100%) (VWR, Esparia) y dos inmersiones en
acetato de butilo (J.T. Baker, Estados Unidos) y, seguidamente, fueron embebidos en parafina (PanReac

AppliChem, Estados Unidos) para la confeccion de bloques dedicados al estudio glial.

3.6.2  Seccionado

El tejido destinado al estudio de la histoquimica de la CCO y a la inmunocitoquimica de la
proteina c-Fos se seccion6 mediante cortes de orientacion coronal con 30 um (micrémetros) de grosor
utilizando un microtomo de congelacion (HM-505-E — Microm, Alemania) a una temperatura de -20°
C. Ademas, se cortaron estandares de tejido encefalico homogeneizado a diferentes grosores (10, 30,
50 y 70 um) para la técnica de la CCO y secciones de tejido encefalico de areas de no interés para el

estudio con un grosor de 30 um para actuar como controles en el caso de la c-Fos.

Por otro lado, el tejido dirigido al estudio de la inmunocitoquimica de la GFAP e Iba-1, se
secciond de manera coronal con un grosor de 30 um en un microtomo de rotacién (RM2135 — Microm,
Alemania) obteniéndose dos series de secciones para cada una de las técnicas. En ambos tipos de

seccionados, el tejido fue adherido a portaobjetos los cuales, en el caso de los estudios de la proteina c-
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Fos, GFAP ¢ Iba-1, fueron previamente tratados con una solucion de gelatina (Panreac, Espaiia) y
dicromato de potasio (Sigma-Aldrich, Esparia). Al igual que en el caso de la c-Fos, se incluyeron
secciones de tejido cerebral de regiones no relevantes que actuarian como control de las técnicas los

cuales fueron cortados a igual grosor (30 pm).

3.7 Procesamiento histologico

3.7.1  Histoquimica de la citocromo c oxidasa

El estudio de la actividad metabolica oxidativa cerebral se llevé a cabo mediante el método
histoquimico de la CCO, indicador idoneo del nivel de actividad funcional de las neuronas (Wong-
Riley, 1989), descrito por Gonzalez-Lima y Cada (1994), version modificada del procedimiento
descrito previamente por Wong-Riley (1989). Previo al inicio de la técnica y con el objetivo de controlar
y minimizar al maximo la variabilidad entre los distintos bafios que iban a ser realizados, se cortaron
estandares de tejido encefalico homogeneizado a diferentes grosores (10, 30, 50 y 70 um) los cuales
fueron incluidos en cada lote de portaobjetos y cuya actividad CCO fue previamente determinada por

espectrofotometria (Gonzalez-Pardo et al., 1996).

Las secciones y los estandares se fijaron inicialmente con una solucion de glutaraldehido al
0,5% (v/v) (Merck, Espaiia) y sacarosa al 10% (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia) en tampoén fosfato (0,1
M, pH 7,6) durante 5 minutos y a continuacion, pasaron por tres bafios consecutivos en una solucion de
sacarosa al 10% (M/v) (Sigma-Aldrich, Espaiia) en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,6), durante 5 minutos
cada uno. Posteriormente, se introdujeron en una solucién de tampon Tris (0,05 M, pH 7,6) (Sigma-
Aldrich, Esparia) compuesto por trizma base al 0,6 % (M/v) (Sigma-Aldrich, Espaiia), dimetilsulféxido
al 0,5% (v/v) (Fisher Scientific, Esparia), sacarosa al 10% (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia) y cloruro de
cobalto hexahidratado al 0,0275% (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia) durante 8 minutos. Tras sumergir las
secciones en un bafio de sacarosa al 10% (M/v) (Sigma-Aldrich, Espajia) en tampon fosfato (0,1 M, pH
7,6), se incubaron en oscuridad en una solucion de tampodn fosfato (0,1 M, pH 7,6) que contenia
citocromo c al 0,0075% (M/v) (Sigma-Aldrich, Espana), catalasa al 0,002% (M/v) (Alfa Aesar, Estados
Unidos), 5% sacarosa (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia), dimetilsulfoxido al 0,25% (v/v) (Fisher
Scientific, Esparia) y tetracloruro de diaminobencidina al 0,05% (M/v) (Sigma-Aldrich, Espania),
durante 1 hora en agitacion lenta y a una temperatura de 37°C. La reaccion fue detenida mediante la
fijacion del tejido en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,6) con sacarosa al 10% (M/v) (Sigma-Aldrich,
Espariia) y formaldehido al 4% (v/v) (Fisher Scientific, Espaiia) a temperatura ambiente durante 30
minutos. Finalmente, las secciones se deshidrataron en una cadena de concentraciones crecientes de
etanol (VWR, Espaiia) (30%-50%-70%-80%-96%I1-96%I1-100%I-100%]II) permaneciendo 5 minutos
en cada uno, se aclararon con xileno durante 10 minutos y se montaron posteriormente con Entellan
(Merck, Espaiia) y cubreobjetos de vidrio. Las secciones fueron etiquetadas y almacenadas hasta su

cuantificacion.
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3.7.2  Inmunocitoquimica de la proteina c-Fos

La proteina c-Fos es una proteina de rapida produccion la cual es codificada por el protooncogén
c-fos, gen de activacion temprana inmediata (IEGs, por sus siglas en inglés correspondientes a
Inmmediate Early Genes), el cual es expresado en el nicleo de las neuronas en circunstancias normales
y patoldgicas como una de las primeras respuestas celulares ante la estimulacion directa por parte de
neurotransmisores y factores de crecimiento (Méndez-Couz et al., 2014; Sagar et al., 1988). El mapeo
funcional basado en la técnica inmunocitoquimica c-Fos ha sido validado como una poderosa técnica
para revelar neuronas activadas (indice de actividad neuronal), ofrece informacion sobre la plasticidad
neuronal que subyace a la estimulacion dada y permite caracterizar grupos celulares que pueden

asociarse con circuitos funcionales en una situacion especifica (Mendez et al., 2015; Sagar et al., 1988).

El protocolo empleado para el marcaje de la proteina c-Fos fue una variacion del método
descrito previamente por Banqueri et al. (2018). En primer lugar, las secciones de tejido encefalico de
interés junto con los controles que habian sido previamente seccionados se fijaron en una solucion de
paraformaldehido al 4% (M/v) (Fisher Scientific, Esparia) en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) durante
30 minutos en leve y constante agitacion. A continuacion, se realizaron dos bafios en tampon fosfato
(0,01 M, pH 7,4) con una duracién de 10 minutos cada uno, pasando, posteriormente, a su incubacién
en una solucion de peroxido de hidrogeno al 3% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) y tamp6n fosfato (0,01
M, pH 7,4) durante 30 minutos, con el fin eliminar la actividad de la peroxidasa endogena. Tras esto,
se sumergieron de nuevo en dos bafios consecutivos de tampon fosfato (0,01 M, pH 7,4) durante 10
minutos cada uno, en un bafio de 10 minutos de Triton X-100 al 1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) en
una solucion de tampon fosfato (0,01 M, pH 7,4) y en un bafio de tampon fosfato (0,01 M, pH 7,4)
durante 10 minutos para eliminar los posibles restos de Triton. Tras el bloqueo de la inmunoreactividad
inespecifica mediante la incubacion de las secciones en una solucion de tampon fosfato (0,01 M, pH
7,4) con suero de oveja al 3% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante una hora en una camara humeda
a temperatura ambiente, las secciones fueron incubadas en una solucion de anticuerpo policlonal anti-
c-Fos hecho en conejo (1:7500) (Sigma Aldrich, Espania) diluido en una soluciéon de tampon fosfato
(0,01 M, pH 7.4), suero de oveja al 3% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) y Triton X-100 al 1% (v/v)
(Sigma Aldrich, Espaiia) en una camara humeda a una temperatura de 4°C. Las secciones tomadas como
controles no fueron incubadas en anticuerpo policlonal, sino que se incubaron en tampon fosfato (0,01
M, pH 7.,4). Trascurridas 24 horas de incubacidn, todas las secciones se sumergieron en dos bafios
consecutivos de tampon fosfato (0,01 M, pH 7,4) durante 10 minutos cada uno para ser, posteriormente,
incubadas en anticuerpo secundario de cabra a-conejo biotilinado IgG (1:480) (Fisher Scientific,
Esparia) diluido en una solucion de tampoén fosfato (0,01 M, pH 7.,4), suero de oveja al 3% (v/v) (Sigma
Aldrich, Espaiia) y Triton X-100 al 1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) en una camara humeda a
temperatura ambiente durante una hora. Posteriormente, tras realizar dos bafios de tampdn fosfato (0,01

M, pH 7,4) durante 10 minutos cada uno, las secciones se trataron con una solucion de complejo
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peroxidasa avidina-biotina (Vectastain ABC kit elite ultrasensitivo) (Fisher Scientific, Espaiia) durante
una hora en una camara himeda a temperatura ambiente. A continuacion, se sumergieron en dos bafios
de tampon fosfato (0,01 M, pH 7,4) durante 10 minutos cada uno, previo al tratado de las secciones con
una solucion de tampoén fosfato (0,01 M, pH 7,4), tetracloruro de diaminobencidina al 0,05% (M/v)
(Sigma-Aldrich, Espaiia), peroxido de hidrogeno al 33% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) y sulfato de
amonio- niquel (II) hexahidratado al 0,05% (M/v) (Sigma-Aldrich, Espaiia) durante 4 minutos en
completa oscuridad. Finalmente, las secciones se lavaron en dos baiios de tampdn fosfato (0,01 M, pH
7,4) durante 10 minutos cada uno, en un bafio de agua destilada de cinco minutos y, a continuacion, se
deshidrataron en una cadena de concentraciones crecientes de etanol (VWR, Esparia) (80%-96%-100%)
permaneciendo 5 minutos en cada uno. Como ultimo paso, se aclararon con xileno durante 10 minutos,
se montaron con Entellan (Merck, Esparia) y cubreobjetos de vidrio y fueron etiquetadas y almacenadas

hasta su posterior cuantificacion.

3.7.3  Inmunocitoquimica de la GFAP

La astrogliosis reactiva es una respuesta fisiologica de los astrocitos que se observa ante la
presencia de un dafio cerebral. En comparacion con los astrocitos no patologicos, los astrocitos reactivos
muestran una expresion alterada de multiples genes y exhiben funciones distintas. El aumento de la
expresion de la proteina GFAP ha sido el marcador molecular mayormente empleado para el marcaje

de los astrocitos reactivos (Xuan et al., 2016).

El protocolo seguido para el marcaje la proteina GFAP fue previamente descrito por Zorzo,
Higarza, et al. (2019). Primeramente, las secciones fueron desparafinadas en xileno durante 15 minutos
y a continuacion se hidrataron en una cadena de concentraciones decrecientes de alcohol (VWR, Esparia)
(100%-96%-80°-70°) permaneciendo 5 minutos en cada uno y se finaliz6 con un aclarado en agua
destilada. A continuacion, se introdujeron en tres bafios compuestos por una solucion de tampdn fosfato
(0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 5 minutos cada uno y
se pre-incubaron durante 30 minutos en suero humano al 1% (M/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) diluido en
tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espariia).
Posteriormente, se realizé otro lavado en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1%
(v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 5 minutos y se continu6 con la incubacion en anticuerpo primario
policlonal de conejo para la GFAP (1:800) (Dako, Dinamarca) diluido en tampdn fosfato (0,1M, pH
7,4) con albumina bovina al 0,25 % (M/v) (Sigma Aldrich, Esparia) en una camara himeda a 4°C. Las
secciones tomadas como controles no fueron incubadas en anticuerpo policlonal, sino que se incubaron
en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4). Tras 24 horas, las secciones se lavaron tres veces en tampon fosfato
(0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 5 minutos cada uno y
se incubaron en un anticuerpo secundario de cabra a-conejo biotilinado IgG (1:480) (Pierce, Estados
Unidos) diluido en tampoén fosfato (0,1 M, pH 7,4) con albimina bovina al 0,25 % (M/v) (Sigma

Aldrich, Esparia) durante 30 minutos. Después, se llevaron a cabo tres lavados en tampodn fosfato (0,1
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M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) durante 5 minutos cada uno, y se
trataron con una solucion de complejo peroxidasa avidina-biotina (Vectastain ABC kit ultrasensitivo)
(Fisher Scientific, Esparia) durante 30 minutos. A continuacion, se realizaron tres lavados, dos de ellos
en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) durante 5
minutos cada uno y un ultimo lavado en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) durante otros 5 minutos.
Seguidamente, se realizo el tratamiento de las secciones con una solucion de tampon fosfato (0,1 M,
pH 7.,4), tetracloruro de diaminobencidina al 0,05% (M/v) (Sigma-Aldrich, Esparia) y peroxido de
hidrégeno al 33% (v/v) (Sigma Aldrich, Espafia) durante 4 minutos en completa oscuridad. Finalmente,
las secciones se aclararon en agua destilada, se deshidrataron en una cadena de concentraciones
crecientes de etanol (VWR, Esparia) (70°-80%-96%-100%) permaneciendo 5 minutos en cada uno.
Como ultimo paso, se aclararon con xileno durante 15 minutos, se montaron con Entellan (Merck,

Esparia) y cubreobjetos de vidrio y fueron etiquetadas y almacenadas hasta su posterior cuantificacion.

3.7.4  Inmunocitoquimica de la Iba-1
Iba-1 es un conocido marcador de la activacion microglial. La microglia actia como sensor de
la inmunidad innata en el cerebro y por ello, desempenan un papel clave en la secrecion de mediadores

proinflamatorios (Vogel et al., 2021).

El protocolo seguido para el marcaje la proteina Iba-1 fue previamente descrito por Zorzo,
Higarza, et al. (2019). Primeramente, las secciones fueron desparafinadas en xileno durante 15 minutos
y a continuacion se hidrataron en una cadena de concentraciones decrecientes de alcohol (VWR, Esparia)
(100%-96%-80°-70°) permaneciendo 5 minutos en cada uno y se finalizd con un aclarado en agua
destilada. A continuacion, se introdujeron en tres bafios compuestos por una solucion de tampdn fosfato
(0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 5 minutos cada uno y
se pre-incubaron durante 30 minutos en suero humano al 1% (M/v) (Sigma Aldrich, Esparia) diluido en
tampon fosfato (0,1 M, pH 7.4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espariia).
Posteriormente, se realizé otro lavado en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1%
(v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 5 minutos y se continu6 con la incubacion en anticuerpo primario
policlonal para la Iba-1 hecho en conejo (1:480) (Fujifilm Wako Chemicals Europe, Alemania) diluido
en tampon fosfato (0,1M, pH 7,4) con albiimina bovina al 0,25 % (M/v) (Sigma Aldrich, Esparia) en
una camara humeda a 4°C. Las secciones tomadas como controles no fueron incubadas en anticuerpo
policlonal, sino que se incubaron en tampoén fosfato (0,1 M, pH 7,4). Tras 24 horas, las secciones se
lavaron tres veces en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich,
Esparia) durante 5 minutos cada uno y se incubaron en un anticuerpo secundario de cabra a-conejo
biotilinado IgG (1:480) (Pierce, Estados Unidos) diluido en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con
albumina bovina al 0,25 % (M/v) (Sigma Aldrich, Espaiia) durante 30 minutos. Después, se llevaron a
cabo tres lavados en tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich,

Espariia) durante 5 minutos cada uno, y se trataron con una solucion de complejo peroxidasa avidina-
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biotina (Vectastain ABC kit ultrasensitivo) (Fisher Scientific, Espaiia) durante 30 minutos. A
continuacion, se realizaron tres lavados, dos de ellos en tampon fosfato (0,1 M, pH 7.,4) con Triton X-
100 al 0,1% (v/v) (Sigma Aldrich, Espana) durante 5 minutos cada uno y un ultimo lavado en tampoén
fosfato (0,1 M, pH 7.,4) durante otros 5 minutos. Seguidamente, se realizo el tratamiento de las secciones
con una solucion de tampoén fosfato (0,1 M, pH 7,4), tetracloruro de diaminobencidina al 0,05% (M/v)
(Sigma-Aldrich, Esparia) y peroxido de hidrogeno al 33% (v/v) (Sigma Aldrich, Esparia) durante 4
minutos en completa oscuridad. Finalmente, las secciones se aclararon en agua destilada, se
deshidrataron en una cadena de concentraciones crecientes de etanol (VWR, Esparia) (70°-80%-96%-
100%) permaneciendo 5 minutos en cada uno. Como ultimo paso, se aclararon con xileno durante 15
minutos, se montaron con Entellan (Merck, Esparia) y cubreobjetos de vidrio y fueron etiquetadas y

almacenadas hasta su posterior cuantificacion.

3.8 Procedimientos de cuantificacion

3.8.1 Histoquimica de la citocromo c oxidasa

La intensidad de la tincion histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa se cuantifico mediante densitometria
oOptica, utilizando para ello una estacion de analisis de imagen (MCID, Interfocus Imaging, Reino
Unido) compuesta por un iluminador de alta precision (lightbox, Northern Light Illuminator, Estados

Unidos), una camara digital y un ordenador con el programa especifico de analisis de imagen, MCID.

En primer lugar, se tomaron medidas de los estdndares presentes en cada uno de los bafios de
incubacion realizados con el objetivo de conformar una curva de regresion que permitiera comparar
secciones que proviniesen de distintos momentos de procesamiento histoquimico. A continuacion, la
densidad dptica de cada region y sujeto fue medida en tres secciones consecutivas. En cada una de ellas,
se realizaron cuatro lecturas no solapadas, cuya forma y tamafio se ajustaban a la region de muestreo
obteniendo, finalmente, doce medidas por area y sujeto de las que se extrajo un promedio estadistico.
Los valores de densidad optica media para cada region/sujeto se convirtieron en unidades de actividad
CCO (umol de citocromo ¢ oxidado/minutos/peso en g del tejido humedo), actividad previamente
determinada a través de espectrofotometria por Gonzalez-Pardo et al. (1996) mediante la actividad
enzimatica de los estandares. Dicha conversion consiste en trasformar un dato cualitativo de densidad
optica media de las imagenes, en un valor cuantitativo (unidades de actividad de CCO) mediante una

ecuacion de regresion entre la densidad oOptica y la actividad enzimatica de las secciones estandares.

Las regiones de interés y su distancia en milimetros desde Bregma fueron definidas
anatomicamente de acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007) y dependieron de
los distintos objetivos experimentales planteados en cada estudio. Asi pues, en el estudio I, las areas de
interés fueron +3,24 mm para la corteza cingulada (CG), la corteza prelimbica (PL) y la corteza
infralimbica (IL) y -3,24 mm para el hipocampo dorsal (asta de Amon 1 (CA1), asta de Amon 3 (CA3)
y giro dentado (DG)). En los estudios IV y V del bloque I las areas de interés fueron: +5,16 mm para
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la corteza orbitalfrontal (medial (MO), ventral (VO), lateral (LO) y dorsolateral (DLO)); +4,20 mm
para la corteza cingulada anterior (ACG) y la corteza prelimbica anterior (APL); +3,24 mm para la
corteza cingulada posterior (PCG), la corteza prelimbica posterior (PPL) y la corteza infralimbica (IL);
+1,92 mm para el estriado dorsal (STD) y las subareas del nucleo accumbens (Accumbens core, ACCC
y accumbens shell, ACSH); -1,44 mm para las subareas del talamo anterior (anterodorsal (AD),
anteroventral (AV) y anteromedial (AM)); -2,28 mm para las subareas de la amigdala: central (CeA),
lateral (LaA) y basolateral (BLA) y, finalmente, -3,24 mm para el hipocampo dorsal (asta de Amon 1
(CA1l), asta de Amon 3 (CA3) y giro dentado (DQ)), corteza retrosplenial granular (RSG) y corteza
retrosplenial agranular (RSA). Finalmente, el estudio I del bloque II cont6 con las siguientes regiones
de interés: +3,24 mm para la corteza cingulada (CG), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica
(IL); +1,92 mm para el estriado dorsal (STD) y las subareas del nticleo accumbens (Accumbens core,
AccC y accumbens shell, AccSH); +1,44 para el septum (medial, MS y lateral, LS); -1,44 mm para las
subareas del talamo anterior (anterodorsal (AD), anteroventral (AV) y anteromedial (AM)); -2,28 mm
para las subareas de la amigdala: central (CeA), lateral (LaA) y basolateral (BLA); -3,24 mm para el
hipocampo dorsal (asta de Amon 1 (CA1), asta de Amon 3 (CA3) y giro dentado (DG)) y la corteza
perirrinal (PRh) y, finalmente, -4,56 m para las subareas de los cuerpos mamilares (supramamilar
(SuM), medial mamilar (MMM) y medial lateral mamilar (MML), el area tegmental ventral (VTA) y
la corteza entorrinal (ENT). Dicha informacion puede encontrarse resumida en la tabla 2 presentada a

continuacion.

Tabla 2. Resumen de las dreas de interés de andlisis de la actividad CCO en cada estudio.

Experimentos Estudio Regiones de interés

Corteza cingulada, prelimbica e infralimbica (CG, PL, IL)
I Hipocampo dorsal (CA1, CA3 y DG)

Corteza orbitofrontal (MO, VO, LO, DLO)
Bloque I v Corteza cingulada y prelimbica anterior (ACG y APL)
Corteza cingulada y prelimbica posterior y corteza infralimbica (PCG, PPL e IL)
Estriado dorsal y ventral (STD, ACCC y ACSH)
Téalamo anterior (AD, AV y AM)
Amigdala (CeA, LaA y BLA)
AV Hipocampo dorsal (CA1, CA3 y DG)
Corteza retrosplenial granular y agranular (RSG y RSA)

Corteza cingulada, prelimbica e infralimbica (CG, PL, IL)
Estriado dorsal y ventral (STD, AccC y AccSh)
Septum (MS y LS)
Talamo anterior (AD, AV y AM)
Bloque II I Amigdala (CeA, LaA y BLA)
Hipocampo dorsal (CA1, CA3 y DG)
Corteza perirrinal y entorrinal (PRh y ENT)
Cuerpos mamilares (MMM, MML y SuM)
Area tegmental ventral (VTA)

51



52

Materiales y métodos

3.8.2  Inmunocitoquimica de la proteina c-Fos

El numero total de nticleos positivos c-Fos cuantificado en el estudio I del bloque I se llevo a
cabo mediante un muestreo sistematico aleatorio sobre cada region de interés, tomando muestras
representativas en cada una de ellas. Dicho muestreo se realizé en dos secciones alternas con una
distancia constante y conocida entre ellas de 30 um de grosor. La identificacion de los niicleos c-Fos se
definié en base a un criterio visual, que respondia a un elemento homogéneo y oscuro con bordes bien
definidos. Se cuantific6 de manera manual, mediante el empleo de un microscopio optico (Leica
DFC490, Alemania), acoplado a un ordenador con el programa informatico Leica Application Suite X

(Leica, Alemania), y empleando un objetivo de 5 X de apertura con una magnificacion total de 192 X.

Las regiones de interés y su distancia en milimetros desde Bregma, definidas anatomicamente de
acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007), fueron +3,24 mm para la corteza
cingulada (CG), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL) y -3,24 mm para las subareas
CAl, CA3y giro dentado (DG) del hipocampo dorsal. Para cada region de interés, la cuantificacion de
los nucleos c-Fos fue llevada a cabo empleando distintos marcos, disectores de recuento, con area
conocida, superpuestos y adaptados a cada region en particular. En concreto, los tamafios de dichos
disectores fueron 250.000 um? para CG, PL y IL y 72.000 um? para CAl, CA3 y DG. EI éarea total
muestreada por dichos marcos en cada region de cada seccion fue de 500.000 um? en CG, PL and IL;
144.000 pm? en CAl y CA3 y finalmente, 72.000 um? en DG. Se emplearon un total de cuatro
disectores por sujeto para CG, PL, IL, CA1 y CA3 y dos disectores para DG.

3.8.3  Inmunocitoquimica de la GFAP

El nimero total de células inmunorreactivas (IR) cuantificado en el estudio II del bloque I se
llevo a cabo mediante un muestreo sistematico aleatorio sobre cada region de interés, tomando muestras
representativas en cada una de ellas. Dicho muestreo se realizod en tres secciones alternas con una
distancia constante y conocida entre ellas de 90 um de grosor. La identificacion de las células GFAP-
IR se defini6 en base a un criterio visual y se contaban cuando mostraban un nucleo claramente definido
dentro del area del disector. Se cuantific6 de manera manual, mediante el empleo de un microscopio
optico (Leica DFC490, Alemania), acoplado a un ordenador con el programa informatico Leica
Application Suite X (Leica, Alemania), y empleando un objetivo de 20 X de apertura con una

magnificacion total de 987 X (Figura 17A).

Las regiones de interés y su distancia en milimetros desde Bregma, definidas anatomicamente de
acuerdo con el atlas estercotaxico de Paxinos y Watson (2007), fueron +3,24 mm para la corteza
cingulada (CQ), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL). Para cada region de interés,
la cuantificacion células GFAP-IR fue llevada a cabo empleando distintos marcos, disectores de
recuento, con area conocida, superpuestos y adaptados a cada region en particular. En concreto, los

tamafios de dichos disectores fueron 40.000 um? y el 4rea total muestreada por dichos marcos en cada
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region de cada seccion fue de 480.000 um?. Se emplearon un total de 12 disectores por sujeto para cada

una de las areas a cuantificar.

3.8.4  Immunocitoquimica de la Iba-1

El nimero total de células inmunorreactivas (IR) cuantificado en el estudio II del bloque I se
llevo a cabo mediante un muestreo sistematico aleatorio sobre cada region de interés, tomando muestras
representativas en cada una de ellas. Dicho muestreo se realizd en tres secciones alternas con una
distancia constante y conocida entre ellas de 90 um de grosor. La identificacion de las células Iba-1-
IR se definio en base a un criterio visual y se contaban cuando mostraban un nucleo claramente
definido dentro del area del disector. Se cuantifico de manera manual, mediante el empleo de un
microscopio optico (Leica DFC490, Alemania), acoplado a un ordenador con el programa
informatico Leica Application Suite X (Leica, Alemania), y empleando un objetivo de 20 X de apertura

con una magnificacion total de 987 X (Figura 17B).

Las regiones de interés y su distancia en milimetros desde Bregma, definidas anatomicamente de
acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007), fueron +3,24 mm para la corteza
cingulada (CG), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL). Para cada region de interés,
la cuantificacion células Iba-1--IR fue llevada a cabo empleando distintos marcos, disectores de
recuento, con area conocida, superpuestos y adaptados a cada region en particular. En concreto, los
tamafios de dichos disectores fueron 40.000 um? y el 4rea total muestreada por dichos marcos en cada
region de cada seccion fue de 480.000 um?. Se emplearon un total de 12 disectores por sujeto para cada

una de las areas a cuantificar.

A) B)

Figura 17. Imdgenes representativas de las diferentes pruebas inmunocitoquimicas realizadas. A.
Inmunocitoquimica de la GFAP. B. Inmunocitoquimica de la Iba-1.
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3.9 Analisis estadistico

Los datos derivados de los estudios llevados a cabo en esta tesis doctoral se analizaron mediante
el uso del programa estadistico SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., Richmond, Estados Unidos). Los
resultados fueron considerados estadisticamente significativos cuando el p-valor era igual o menor de
,05. Previo a la aplicacion de las pruebas estadisticas se prob6 el supuesto estadistico de normalidad,
mediante la prueba de Shapiro- Wilk (p > ,05) y el supuesto de homocedasticidad u homogeneidad de
varianzas mediante la prueba de Levene (p > ,05). Cuando los datos se ajustaban a la distribucién normal
se empleaban pruebas de analisis paramétricas mientras que, en caso de no cumplirse, se escogian
pruebas estadisticas no paramétricas. Finalmente, la representacion grafica de los resultados se llevo a
cabo utilizando el mismo software anteriormente mencionado, SigmaPlot 12,5. Los datos se
representaron mediante la media + error estandar de la media (EEM o SEM, por sus siglas en inglés

correspondientes a Standard Error of the Mean).

3.9.1 Evaluacion conductual

3.9.1.1 Laberinto acuatico de Morris

Los estudios pertenecientes al bloque I en los cuales se empled el laberinto acuatico de Morris
para el analisis del aprendizaje de referencia espacial fueron los estudios III (Publicacion 4), IV y V.
Asi pues, en primer lugar, se promediaron las latencias de escape de los ensayos de la fase de
adquisicion del aprendizaje en cada dia y se compararon entre los grupos mediante un andlisis de
varianzas (ANOVA, por sus siglas en inglés correspondientes a Analysis of Variance) de medidas
repetidas de dos factores (Factor A: grupo, Factor de repeticion: dia). En el caso del estudio III
(Publicacion 4) mismos analisis se llevaron a cabo para analizar las diferencias entre los grupos a lo
largo de los dias en las siguientes variables: velocidad, distancia recorrida y permanencia en la zona
focal, zona periférica y en el cuadrante objetivo o reforzado (cuadrante D). En el estudio IV,
adicionalmente, se repitieron dichos analisis mencionados para examinar las diferencias de permanencia
en la zona periférica. Ante la presencia de diferencias estadisticamente significativas, se realizaron
analisis de comparaciones multiples post hoc utilizando el método Holm-Sidak. El andlisis de la
permanencia en el cuadrante reforzado (D) en comparacion con el resto de los cuadrantes (A, B, C) en
los estudios III, IV y V, se llevo a cabo mediante el empleo de un ANOVA de medidas repetidas de dos
factores (Factor A: cuadrante, Factor de repeticion: dia), de manera independiente para cada grupo
experimental. Los analisis de comparaciones multiples se realizaron mediante el método Holm-Sidak.
Para finalizar con el bloque I, en el estudio IV se compar¢ el porcentaje de permanencia entre los grupos
en la zona periférica y en la zona central en los ensayos del ultimo dia de prueba (dia sexto) mediante
un ANOVA de dos factores (Factor A: grupo, Factor B: zona). Ante la presencia de diferencias
estadisticamente significativas, se realizaron analisis de comparaciones multiples post hoc utilizando el

método Holm-Sidak.
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En el estudio I (Publicacion 3) perteneciente al bloque 11 de esta tesis doctoral, se llevo a cabo,
primeramente, el analisis de las latencias de escape en cada grupo experimental mediante el promedio
de las latencias de los ensayos de la fase de adquisicion del aprendizaje en cada dia y la utilizacion
posterior del método estadistico ANOVA de medidas repetidas de un factor (Factor de repeticion: dia).
Las comparaciones multiples post hoc al ser encontradas diferencias significativas se realizaron
mediante la prueba de Tukey. El tiempo de permanencia en cada cuadrante se analizd6 de manera
individual en cada grupo cada dia mediante la prueba ¢ de Student (t-test) comparando la permanencia
en el cuadrante reforzado u objetivo (cuadrante D en la fase de adquisicion del aprendizaje de referencia
espacial y cuadrante C en el protocolo de aprendizaje espacial reverso) con la permanencia en el resto
de los cuadrantes. La prueba U de Mann-Whitney fue empleada cuando era violado el supuesto de

normalidad.

3.9.1.2 Laberinto en cero elevado, rotarod y test de tres camaras

En el estudio VI del bloque I se empleod el método estadistico ANOVA de un factor para analizar
las diferencias entre los grupos en las variables registradas en el laberinto en cero elevado (distancia
total recorrida, velocidad media, heces, porcentaje de ansiedad corregida con exploracion), en el rotarod
(tiempo en el aparato y velocidad) y en el test de tres camaras (distancia recorrida, velocidad media y
el porcentaje de preferencia por la novedad social). En caso de no cumplirse el supuesto de normalidad,

la prueba de Kruskal-Wallis fue utilizada como prueba no paramétrica para el analisis de los datos.

3.9.2  Histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa

La actividad metabdlica oxidativa cerebral en los estudios I (Publicacion 2), IV y V del bloque
I fue analizada en cada grupo experimental mediante el método ANOVA de un factor para cada region
de interés. En caso de no cumplirse el supuesto de normalidad, la prueba de Kruskal-Wallis fue utilizada
como prueba no paramétrica para el andlisis de los datos. En el caso estudio I (Publicacion 2),
adicionalmente, se emple6 el método ANOVA de dos factores (Factor A: grupo, Factor B: sexo) en cada
region cuantificada para examinar las diferencias entre los grupos. En todos los casos cuando se
encontraron diferencias significativas, se empled el método Holm-Sidak para el anélisis de las
comparaciones multiples ante el cumplimiento del supuesto de normalidad y el método Dunn cuando

ocurria el caso contrario.

En el estudio I (Publicacion 3) del bloque II la actividad metabdlica cerebral fue analizada
mediante el uso del método #-test para cada region de interés. Cuando no se cumplia el supuesto de
normalidad, se emple6 la prueba U de Mann-Whitney. En este mismo estudio, las diferencias entre los
grupos en cada area examinada fueron analizadas utilizando el método ANOVA de un factor. Si existian
diferencias significativas, se evaluaron las comparaciones multiples mediante el método Holm-Sidak.
Finalmente, si el supuesto de normalidad no se cumplia, se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis y el

método Dunn para realizar las comparaciones multiples post-hoc.
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3.9.3  Inmunocitoquimica de la proteina c-Fos

El conteo de los nucleos positivos de ¢ -Fos realizado en el estudio I del bloque I (Publicacion
2), fue analizado mediante el método ANOVA de un factor para cada region de interés con el fin de
examinar las diferencias entre los grupos experimentales en cada uno de los sexos. Adicionalmente, se
realizé un ANOVA de dos factores (Factor A: grupo, Factor B: sexo) en cada region cuantificada. Ante
la existencia de diferencias significativas, el método Holm-Sidak fue empleado para el analisis de las

comparaciones multiples.

3.9.4  Inmunocitoquimica de la GFAP

El conteo de las células GFAP-IR realizado en el estudio II del bloque I, fue analizado mediante
el método ANOVA de un factor para cada region de interés con el fin de examinar las diferencias entre
los grupos experimentales. Los resultados se expresaron como numero promedio de células
inmunopositivas x 1000 /area de interés. En caso de no cumplirse el supuesto de normalidad, la prueba

de Kruskal-Wallis fue utilizada como prueba no paramétrica para el analisis de los datos.

3.9.5  Inmunocitoquimica de la Iba-1

El conteo de las células Iba-1-IR realizado en el estudio II del bloque I, fue analizado mediante
el método ANOVA de un factor para cada region de interés con el fin de examinar las diferencias entre
los grupos experimentales. Los resultados se expresaron como numero promedio de células

inmunopositivas x 1000 /area de interés.
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Abstract

Photobiomodulation is a brain modulation technique that has become a promising treatment for
multiple pathologies. This systematic review collects studies up to 2019 about the beneficial
effects of photobiomodulation as a therapy for treating psychological disorders and a tool for
modulating cognitive processes. This technique is mostly used for the treatment of depression and
stress, as well as to study its effects on psychological variables in healthy subjects. Despite the
lack of parameters used, photobiomodulation seems to achieve enough brain penetration to
produce beneficial effects in healthy subjects and patients with multiple pathologies. The best
parameters are the wavelengths of 810 nm for the treatment of depression and 1064 nm for
cognitive enhancement, along with an irradiance of 250 mW/cm? and a yield of 60 J/cm?. It
weekly application on the bilateral prefrontal area and the default mode network seems to be ideal
for the maintenance of the effects. Photobiomodulation could be used as an effective and safe

therapy for the treatment of multiple psychological pathologies.
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Introduction

Currently, there is an increase in the use of non-invasive brain stimulation techniques that
modulate the central nervous system’s (CNS) activity using safe application mechanisms. These
techniques include the use of faint electric flows, magnetic fields in the brain (Bravo-Esteban and
Lopez Larraz, 2016), and photobiomodulation therapy (PBMT) (Chan et al., 2019). The latter
therapy, previously known as low-level laser therapy or low-level light therapy (Michael R
Hamblin, 2019), was first applied in 1967 by Endre Mester. He used a low-level laser to study its
effects on cancer cells, achieving better healing and hair growth in the application area (Hamblin,
2016a). In recent years, this technique has evolved into a clinical tool in therapies designed to
treat various pathologies (Mussttaf et al., 2019). In addition, it has obtained the recognition of
academic journals, clinical professionals, and entities related to biomedical science, including the
constitution of professional societies dedicated to photobiomodulation (WALT and NAALT)

(Hamblin, 2016a).

Michael Hamblin defines photobiomodulation (PBM) as: “the use of red or near-infrared
light to stimulate, heal, regenerate, and protect tissue that has either been injured, is degenerating,
or else is at risk of dying” (Hamblin, 2016b). PBM modulates biological functions of our
biosystems without damaging them (Liu et al., 2009). These effects are made possible by the
absorption of photons by the cytochrome c oxidase (CCO), an enzyme located in the
mitochondrial inner membrane that is responsible for catalysing the transformation of oxygen into
water for the production of adenosine triphosphate (ATP), the main energy molecule in the body
(Hamblin, 2018a). This direct increase in ATP improves reactive oxygen species (ROS)
generation, in addition to producing nitric oxide dissociation by the CCO, leading to greater
metabolic activity (Michael R. Hamblin, 2019), which enhances chronic brain and neurological
functions (Kuffler, 2016). Moreover, PBM induces stem cell activation, triggering an increase in

migration, differentiation, proliferation, and neuronal viability (de Freitas and Hamblin, 2016),
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and it is involved in the expression of more than 100 protector genes (Mathewson, 2015;

Mitrofanis and Jeffery, 2018).

The application of PBMT has achieved optimal results in several medical fields, and it is
widely used in dentistry (Prasad et al., 2019; Ross and Ross, 2009; Zufiga et al., 2018), pain
reduction, dermatology (Hamblin, 2017), wound healing by triggering the immune response
(Landaeta et al., 2008; Salehpour and Rasta, 2017), and the treatment of several inflammatory
conditions (Gavish and Houreld, 2018). The mechanism of this therapy makes it optimal for
application on energy availability sensitive systems, such as the nervous system (Kuffler, 2016).
For this reason, PBM has become one of the most dynamic and promising fields in Neurotherapy
(Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). The use of PBM on the brain began after confirming its
benefits in acute stroke (Michael R. Hamblin, 2019), and since then, numerous studies have
confirmed its advantageous effects: repairing damaged nerves in the CNS and restoring brain
blood flow, the stimulation of neuron and glial cell neurogenesis, synaptogenesis, and migration,
as well as the secretion of nerve growth factors, such as the brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) (Hamblin, 2018b; Michael R. Hamblin, 2019; Mitrofanis and Jeffery, 2018). Likewise,
it has been shown to be effective in the treatment of traumatic brain injury and neurodegenerative
diseases (Cassano et al., 2016). In the psychological realm, it has displayed effects on learning
and memory, attention, executive functions, and several psychiatric disorders (Cassano et al.,
2016). Therefore, PBM can be considered an innovative and potential treatment for a wide range
of neurological, psychological, and psychiatric disorders (Salehpour et al., 2018a) from a non-

invasive, inexpensive, and safe perspective (Rojas and Gonzalez-Lima, 2013).

Near-infrared light has also been applied in many pathologies to examine whether
deleterious effects are found after its use, or whether, in contrast, it can be considered a potential
alternative treatment. The pathology mostly chosen for these studies has been depression.
According to the World Health Organization, this pathology is the leading cause of worldwide

disability, affecting more than 300 million people (World Health Organization (WHQO), 2017).



Depression has been found to display several brain changes, such as hippocampal atrophy and
dentate gyrus apoptosis, changes in oxygenation and mitochondrial dysfunction, weakening of
neuronal networks (Salehpour and Rasta, 2017), and deficits in prefrontal brain flow, with the
latter dysfunction being a common alteration in other mental disorders (Schiffer et al., 2009). An
increase in oxidative stress, neuroinflammation, apoptosis, and hypometabolism (Caldieraro and
Cassano, 2019), and a decrease in BDNF, have also been found (Caruncho Michinel and Rivera
Baltanas, 2010). The usual depression treatments are pharmacological (Caruncho Michinel and
Rivera Baltanas, 2010) and psychological (Arraras and Manrique, 2019). For this reason, PBMT
is considered a strong alternative anti-depressive treatment because it acts on the dysfunctional

brain mechanisms of this disorder (Cassano et al., 2018).

PBMT has not only shown beneficial effects on depressive disorders. It has also been
regarded as a useful treatment for other disorders that exhibit prefrontal lobe dysfunctions,
including autism, obsessive-compulsive disorder (OCD), schizophrenia, or attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) (Hamblin, 2016b). Cassano et al. (2018) add panic attacks,
claustrophobia, and social anxiety to these disorders. Moreover, other pathologies such as bipolar
disorder, seasonal affective disorder (SAD), or sleep disturbances that have been associated with
circadian rhythm dysregulations (Ashkenazy et al., 2009) could be restored through the use of
PBMT (Santana-Blank and Rodriguez-Santana, 2018), showing its evident neurobiological

functionality.

PBMT, like other transcranial techniques, is questioned because its efficacy and
reproducibility are unknown, even though satisfactory results have been noted in different
applications and its technology has been verified by the Food and Drug Administration (USA)
(Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). These positive results, along with the minimum presence of
secondary effects, have led to an increase in experimental studies whose objective is to achieve
quality and methodological rigour of PBM as a therapeutic tool, resulting in a body of solid

knowledge that makes it possible to go beyond basic studies and normalize its use in human



treatments. Thus, it is important to carry out reviews that show the discrepancies and similarities
of the studies, in order to determine the most appropriate methodology and dosimetry and
establish application procedures in multiple psychological disorders. Therefore, the purpose of
this systematic review is to compare the different parameters used in PBMT, analyse the
beneficial effects of PBM as a potential therapy in the field of psychological disorders and a tool
for modulating cognitive processes, and discuss its use as a restorative technique for brain

function, by reviewing the scientific literature published until the year 2019.

Method

The present systematic review was carried out following the PRISMA Statement for
reporting systematic reviews (Moher et al., 2014, 2009). Study selection included all types of
documents whose main topic was the intervention in psychological disorders using PBM,

excluding reviews.

Search Strategy

First, the PubMed MeSH Database was used to define the keywords (MeSH terms) that
would be used as a search index, selecting a total of 12 keywords: Low Level Light Therapy; Low-
Level Light Therapy; Photobiomodulation Therapy; Photobiomodulation Therapies; LLLT; Low
Level Laser Therapy; Low Level Laser Therapies; Low-Level Laser Therapy; Low Power Laser
Therapy; Low-Power Laser Therapy; Laser Biostimulation and Laser Phototherapy. Then,
PubMed, Scopus, Google Scholar, Web of Science (WOS), and ScienceDirect were searched on
1 January of 2020 for articles published in English or Spanish before this date, with no time
deadline to gather relevant articles. For this purpose, the MeSH terms were combined with the
following terms: “psychology”, “stress”, “depression”, “cognitive”, or “brain”, and excluded
articles that used PBMT to treat medical conditions by using the Boolean operator “NOT” with
the keywords: “diabetes”, “cancer”, “skin”, “retinal”, “wound”, “muscle”, “traumatic”,

“fibromyalgia”, “dental”, “weight”, “pain”, and “oral”.



Study Selection

The PubMed, Scopus, and WOS databases were first searched, gathering 222, 242, and
275 articles, respectively. In the same way, ScienceDirect and Google Scholar databases yielded
136 and 236 publications, reaching a total of 1,111 documents. A manual selection was carried
out after reading the title and/or the abstract, and duplicated publications in the different databases
were removed, obtaining 96 articles. Additionally, 11 articles extracted from other publications
were added. Finally, 71 articles that did not meet the inclusion criteria were deleted, selecting a

total of 36 studies (Figure 1) (Insert Figure 1 here).

Data analysis

An exhaustive analysis of each article of interest was carried out to extract relevant
information about PBMT functioning and application in the psychological field (Table 1).
Because there is no administration protocol, the different application parameters: type of light-
emitting device (laser or light-emitting diode (LED)), wavelength, irradiance, fluency, wave type,
and the mode of application of the treatment (application area, number of sessions, time of each
session, and duration of the treatment) were taken into account. The type of sample used

(human/animal) in each study and the presence of pathologies were also taken into consideration.

Results

Sample

Most of the articles (n=26) used human populations, and the number of female
participants (n=164) was higher than the number of male participants (n=155). More than half of
these studies were carried out with healthy people with no pathologies (n=15), and three of them
used elderly participants. The rest of the publications included samples of patients diagnosed with
depression (n=7), bipolar disorder (n=1), anxiety (n= 1), phobias (n=1), and Gulf War syndrome

(n=1).



The remaining 10 articles used an animal sample, with the use of males (n=209) prevailing over
females (n=30). Two of these articles chose healthy subjects with no pathologies, subjecting the
animal, in one of these publications, to sleep deprivation. Most of the articles used subjects with
depressive pathology (n=5), and in the rest (n=3), the animals were subjected to different stress

protocols (early stress/ mild chronic stress).
Irradiation and light dose parameters

Most of the studies used a laser light (n=23) as opposed to the use of LEDs (n=13). The
prevailing wavelengths were 810 nm (n=12) and 1,064 nm (n=12), followed by wavelengths of
around 800 nm (n=11). The shortest wavelength was 630 nm, and the longest was 1,072 nm

(Figure 2) (Insert Figure 2 here).

The irradiance, also known as power density (power (W) divided by the area cm-2), shows greater
variability in the values used. The 250 mW/cm? irradiance was the most frequently used value
(n=10), following by the values of 100 mW/cm? (n=3) and 25 mW/cm? (n=3) (Figure 3) (Insert

Figure 3 here).

Regarding the fluency or the energy density, as in the case mentioned above, there is great

heterogeneity, with the fluency of 60 J/cm? being the most frequently used value (n=11).

Finally, articles chose different types of waves. The majority of the studies used a continuous
wave (n=17) versus the use of 10 Hz pulse waves (n=7). Two of the analysed articles chose a 40

Hz wave, and only one used a 100 Hz wave.
Area and mode of application

The majority of the analysed articles chose the prefrontal cortex as a point of application
(n=23), with the right prefrontal cortex being the most predominant area (n=9). In addition to this

direct brain application, intranasal administration was also highlighted (n=5).



Regarding the application mode, there is great diversity in the irradiation time in each session and
the treatment interval. Thus, the irradiation time most widely used was eight minutes (n=9),
followed by 20 minutes (n=6) and 30 minutes (n=5). With regard to the treatment interval, three
weeks (n=4) and eight weeks (n=4) were the most commonly used application times. The longest

period of use was nine months (n=1), and the shortest was only three days (n=1).

Intervention effects

Depression. Schiffer et al., (2009) carried out the first study that analysed the effects of
PBMT in depressed patients. The sample was composed of 10 patients who were resistant to
common depression treatments. After two weeks of application, they achieved significant
improvements in anxiety and depression symptoms and 60% remission, a higher percentage than
other treatments, accompanied by a cerebral blood flow increase in both hemispheres. After this
research, Cassano et al., (2015) performed a pilot study where PBMT was applied to four patients
diagnosed with treatment-resistant major depression, resulting in a reduction in depressive scores
and great treatment tolerance after three weeks of application. Then, in 2018, this author, using
21 patients diagnosed with depression disorder, achieved a reduction in symptoms in 18 patients
after four weeks of LED administration (Cassano et al., 2018). In addition, in the same year,
together with Caldieraro, Sani and Bui, the author carried out a case study in which this technique
was applied intranasally and intracranially to a 78-year-old woman with heart disease who had
been diagnosed with anxiety depressive disorder for more than nine months. Results showed that
intranasal application improved only the anxiety symptoms, but not the depressive ones, whereas
intracranial administration improved both types of symptoms and enhanced quality of life. During
the therapy, the patient reported headaches that increased with the administration of two daily
doses of PBMT (Caldieraro et al., 2018). The same results were found by Henderson and Morries
(2017), whose study achieved a decrease in depression scores and remission of suicidal ideation
after laser administration. Recently, Cassano et al., (2019) examined photobiomodulation’s

effects on the blood pressure of depressed patients and found a slight increase in diastolic blood



pressure in these patients, compared to untreated patients. Disner, Beevers and Gonzalez-Lima
(2016) combined PBMT with other techniques. In this case, they combined this therapy with
Attention bias modification (ABM), a therapy used to avoid focusing on negative aspects. Both
applications were carried out in 51 adults with depression, and results showed improvements in
attention and learning, with greater efficacy if the light emission was applied in the right prefrontal

cortex and before the ABM session.

Basic research has shown similar results. Salehpour, Rasta, Mohaddes, Sadigh-Eteghad and
Salarirad (2016), using an experimental rat model of depression, found reductions in anxiety and
depressive behaviours and cortisol and glucose levels, as well as body weight improvements, after
PBMT. Recently, this author, considering PBMT’s actions on inflammatory factors, combined
coenzyme Qio, an essential cofactor for mitochondrial complexes, with the emission of laser light
in an induced depression rat model. Results showed a reduction in anxiety symptoms and
oxidative factors, along with a neurotrophin increase (Salehpour et al., 2019). In the same way,
Mohammed (2016) achieved improvements in escape behaviour and brain frequencies in rats with

drug-induced depression.

Furthermore, Eshaghi, Sadigh-Eteghad, Mohaddes, and Rasta (2019), using a mouse animal
model, achieved reductions in anxiety and depression levels, as well as reductions in cortisol and
nitric oxide levels in the prefrontal cortex and hippocampus, along with an increase in serotonin.
Likewise, Xu et al., (2017) showed an increase in ATP production and a decrease in depressive

symptoms in induced depression mice.

Stress. Near-infrared light has also been used to treat multiple types of stress. Wu et al.,
(2012) applied laser light to animals with mild chronic stress, and they obtained a reduction in
stress symptoms and body-weight maintenance after three weeks of treatment. Similarly,
Meynaghizadeh-Zargar, Sadigh-Eteghad, Mohaddes, Salehpour and Rasta (2019) used PBMT
and infusion of methylene blue in animals with mild chronic stress. Both therapies, together and

separately, restored cognitive and molecular damage that had been found. Finally, Banqueri et al.



(2019) showed that the use of laser light re-established cognitive flexibility and oxidative

metabolism levels, which had been altered in subjects subjected to early stress.

Additional applications. Recently, Maiello et al., (2019) carried out a pilot study to
evaluate the anxiolytic effects of PBMT, and their results showed anxiety reduction and sleep
improvement. At the same time, Mannu, Saccaro, Spera and Cassano (2019) applied this therapy
in patients diagnosed with bipolar disorder and found anhedonia reductions along with increases
in libido and improvements in sleep, anxiety, impulsivity, and irritability. Chao, (2019) used
LEDs to treat two patients diagnosed with Gulf War Syndrome, characterized by the presence of
multiple concurrent symptoms, including headaches, joint pain, gastrointestinal problems,
fatigue, and even cognitive problems. Results showed a decrease in symptoms after 12 weeks of
use. Moreover, Zaizar, Gonzalez-Lima and Telch (2018) described a randomized clinical design
whose aim was to determine whether PBMT would be a useful technique for the extinction of

phobias.

Application in healthy subjects. Studies designed to elucidate the effects of this
technique have not only applied it to subjects diagnosed with several psychological disorders, but
also to healthy subjects with no clinical symptoms. The first authors to use near-infrared light in
healthy subjects were Barrett and Gonzalez-Lima, (2013). In this study, they reported an increase
in positive affective states and improvements in attention and memory that were maintained for
two weeks after treatment. Subsequently, Gonzalez-Lima, (2017) found an increase in CCO and
oxygenated haemoglobin concentrations in the prefrontal cortex, along with an improvement in
cognitive performance after the use of 1,064 nm laser light on the subject's forehead. The same
results were obtained by Blanco, Saucedo and Gonzalez-Lima (2016), who optimized prefrontal
rule-based categorical learning. These previous results were confirmed by Blanco, Maddox and
Gonzalez-Lima (2017), who concluded that there were improvements in executive functions,
evaluated by the Wisconsin Test, after the use of laser light in healthy subjects. Likewise,

Moghadam, Nazari, Jahan, Mahmoudi and Moghadam Salimi (2017) found improvements in



attentional capacity. It should be noted that the study carried out by Hwang, Castelli and
Gonzalez-Lima (2016) combined aerobic exercise with laser emission and obtained

improvements in attention, working memory, and executive tasks.

Brain wave modulation after the use of near-infrared light was achieved by Wang, Dmochowki,
Husain, Gonzalez-Lima and Lui (2017), who found changes in the alpha frequency in the
ipsilateral fronto-parieto-occipital network and the contralateral parieto-occipital network.
Moreover, Zomorrodi, Loheswaran, Pushparaj and Lim (2019) showed similar results through

the increase in alpha, beta, and gamma frequencies.

Currently, several groups continue their studies in healthy people. Thus, Gonzalez-Lima et al.,
(2019) describe a study in which they found improvements of up to 50% in memory, learning,
and attention, with a significantly higher effect on young adults after 1,064 nm laser light. This
cognitive achievement was also seen in the study by Jahan, Nazari, Mahmoudi, Salehpour and
Salimi (2019), where they obtained improvements in attention performance in addition to brain
activity modification. Similarly, Holmes et al., (2019) found an improvement in cognitive
performance, along with brain oxygenation changes, and Heinrich et al., (2019) showed no
differences between treated and control groups after the application of LEDs in the prefrontal

cortex.

Several teams have tested the effects of this technique in elderly subjects. Thus, Chan, Lee, Yeung
and Hamblin (2019) achieved improvements in selection actions, inhibition ability, and cognitive
flexibility after seven and half minutes of the use of LED light in a single session. Sinha, John,
Woods and Bowers (2019) also obtained an increase in functional connectivity in the cingulate
cortex, and Vargas et al., (2017) found an improvement in cognitive measures and an increase in
alpha, beta, and gamma frequencies in the resting-state of elderly subjects with risk of cognitive

impairment.
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Regarding the use of this therapy in animal models, Michalikova, Ennaceur, van Rensburg, and
Chazot (2007) found better spatial performance, memory improvement, and anxiety reduction
after the use of lasers on female rats. Additionally, Salehpour et al., (2018) found that PBM stops
cognitive decline caused by sleep deprivation in mice, in addition to increasing hippocampal

mitochondrial activity and reducing oxidative damage.

Discussion

This systematic review aimed to evaluate the effectiveness of near-infrared light as a
modulator of cognitive processes and possible treatment for psychological disorders, in addition
to analysing the different parameters in an attempt to unify the current methodology. The review
included 36 articles in which this technique was applied in healthy subjects and subjects with
psychological symptoms, and its analysis highlights the possible use of PBM as a promising future

technique in the treatment of psychological disorders.

PBM is a technique that uses radiant energy with wavelengths ranging from red to near-
infrared, administered by a laser or LED light, to modulate biological functions and /or induce a
therapeutic effect in a non-invasive way (Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). The studies compiled,
as described above, chose mainly human samples, recruiting a low number of experimental
subjects. The studies carried out by Blanco et al. (2016), Gonzalez-Lima, (2017 and 2019), and
Zaizar et al. (2018) have a broad sample of healthy subjects consisting of more than 100
participants. The target population is chosen in a non-random way, and, generally, there are no
control groups for comparison. Moreover, there is a lack of adequate follow-up of the subjects to
evaluate the long-term effects of this technique. Despite these limitations, the results show
numerous beneficial effects, with no significant adverse effects. For this reason, authors such as
Salehpour and Rasta (2017) highlight the growing interest in the study and application of PBMT

as a tool to enhance cognitive processes in healthy subjects.
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Near-infrared light administration is usually carried out using a laser light source. This
source supplies energy through a single wavelength with high penetration into small tissue areas.
However, the large amount of supplied energy can produce tissue warming, which increases the
risk of damage (Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). Thus, LEDs are increasingly used because they
emerge as a safer and less expensive alternative (Berman et al., 2017). This source can combine
different wavelengths by emitting a non-coherent light beam, and it shows greater amplitude than
the laser source, allowing its application on larger areas. However, it is less efficient and difficult
to manipulate in terms of position, size, etc., limiting its use to superficial treatment (Mussttaf et
al., 2019; Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). Despite this, it has been described as a safe source
because it generates a minimum amount of thermal energy, which leads to a reduction in the risk
of tissue damage. Likewise, LED devices are programmable, rechargeable, low-cost, easy to use
(Rojas and Gonzalez-Lima, 2013), and suitable for the treatment of acute and chronic conditions
(Mussttaf et al., 2019). Thus, both sources, laser and LED, could be alternative treatments to the
current ones because they provide beneficial effects with safe and affordable applications (Rojas

and Gonzalez-Lima, 2013).

The importance of choosing an appropriate source lies in the biological effects they entail
because it has been observed that the effects on the organism are completely different depending
on the chosen source. Thus, some studies find that, although the light beams from lasers are
limited to smaller areas, they are more effective and achieve deeper beneficial therapeutic effects
(Mussttaf et al., 2019). In this regard, Tatmatsu-Rocha et al., (2018) found beneficial effects on
the production of collagen in diabetic animals after the use of laser, but not after LEDs. These
authors associate these differences with the type of wave used, pulsed in the case of the laser
source and continuous in the case of LEDs. Therefore, the type of wave used, pulsed or
continuous, also seems to be a relevant parameter that must be taken into account. Previous rodent
studies have shown that the use of pulsed wave laser has been more effective than the continuous

wave because it achieves improvements on behavioural tasks and a greater reduction in the
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amyloid protein in the hippocampus (Rojas and Gonzalez-Lima, 2013). Similarly, the
administration of pulsed laser light could avoid the thermal effect, in addition to facilitating its

coordination with different biological variables (Karu, 2014).

Wavelength is another relevant parameter whose variability is shown in the abundant
bibliography analysed. The wavelength is chosen from the range of values where it has been
verified that the CCO has greater absorption and there is adequate tissue penetration (Carroll,
2019). This range is between 600 and 1,200 nm, except for an efficacy reduction between 700
and 780 nm, thus establishing the functional limit and the therapeutic window (Carroll, 2019; de
Freitas and Hamblin, 2016; Henderson and Morries, 2017). For these reasons, most studies agree
that the lengths of 810 and 1,064 nm would be versatile and adequate values to achieve effects in
the body. Likewise, several authors, such as Caldieraro, Sani, Bui and Cassano (2018), Chan et
al. (2019), Henderson and Morries, (2017), and Salehpour and Rasta, (2017), combine different

wavelengths to activate different biological mechanisms.

Irradiance is another significant parameter whose determination is complex because it
depends on the emission watts and the size of the treatment area. The usual value employed in
transcranial human studies is 250 mW/cm?, and it descends to 10 and 30 mW/cm? in intranasal
applications. Despite this, the value typically used in the medical field is usually lower, around
10-70 mW/cm?  per session, to guarantee patient safety (Gavish and Houreld, 2018).
Unfortunately, it is difficult to reach a consensus on the ideal value and develop a standardized

protocol due to the heterogeneity of the data presented in the analysed articles.

Regarding fluency, the most commonly used values are situated in a range from 10 to 30
Jicm?for the treatment of neurological problems, from 12 to 84 J/cm?for psychological disorders,
and from 15 to 60 J/cm? for use in healthy subjects (Gavish and Houreld, 2018; Salehpour and
Rasta, 2017). Thus, recent research by Eshaghi et al., (2019) shows that the administration of 1.8
Jlcm? on the cortical surface achieves an attenuation of depressive symptoms. Conversely, it has

been verified that with the most commonly used value, 60 J/cm?, only 2.1 J/cm? of this total
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fluency reaches the cortex (Schiffer et al., 2009). Despite this reduction, the supply from 1 to 3

Jicm? seems sufficient and ideal for triggering ATP production (Hamblin, 2018c).

The calibration and appropriate parameters seem to be highly relevant, taking into
consideration the tissue properties, condition, amount of water, or type of receptors that absorb
the light. Thus, studies have shown that the PBM response in our organism is biphasic, known as
the Arndt-Schulz rule: the election of lower parameters does not produce effects in the organism;
however, as these values increase, responses achieve a peak of maximum efficiency from which
the effects are detrimental due to excessive product generation (de Freitas and Hamblin, 2016).
Therefore, by choosing an adequate emission, a significant percentage will be able to pass through
the external layers and reach the interested area, showing penetrations of 20 and 30 mm
(Salehpour and Rasta, 2017) and even up to 50 mm and 2 cm (Hamblin, 2016b; Santos et al.,
2019). Other authors such as Henderson and Morries, (2017), however, find that transcranial
emissions do not exceed 10 mm, and they prefer to choose a multi-watt emission combining
different parameters, which can be up to 3 cm in human brains. In this regard, Mitrofanis and
Jeffery (2018) mention that transcranial stimulation will not exceed 10 mm, but it will reach
deeper structures through indirect pathways such as circulation. In contrast, Berman, Hamblin
and Chazot (2017) opt for the intranasal application, due to the large number of capillaries that
facilitate stimulation. Salehpour et al., (2018) also describe exposure through the oral cavity or
ears. Additionally, the implantation of LED fibres in macaques has also provided a safe long-term
alternative with no damage (Moro et al., 2017). Regarding the application of the PBMT directly
on the skin, the energy absorption will vary depending on the pigmentation, with some authors
having to increase the emission force on dark skin and reduce it on lighter skin (Conde Quintero
et al., 2011). For other authors, such as Barrett and Gonzalez-Lima (2013), this emission

adjustment based on skin pigmentation is not important.

Regarding the treatment area, emission on the forehead is the most commonly chosen

area due to the absence of hair, with the frontal area usually selected. Naeser et al., (2016),
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however, apply the laser on three specific brain networks: the default mode network (DMN), the
central executive network, and the salience network. These interrelated networks play a key role
in cognitive function and include the prefrontal, parietal, and even temporal areas (Naeser et al.,
2016). Conversely, numerous authors focus these light applications on several distant points or
bilaterally, which enhances the effect because the penetration can vary depending on the area.
Thus, it has been verified that the application of light on a specific area of the body can have
implications for other areas apart from the application site. This attribute is called systemic PBM,
and it occurs due to the transmission of the biological effect (Caldieraro and Cassano, 2019). In
this regard, a reduction in depressive symptoms has been found in patients with PBM treatment
for back pain (Caldieraro and Cassano, 2019; Salehpour and Rasta, 2017). Ganeshan et al., (2019)
also find that emission on the back of the rat produces a neuroprotective effect on dopaminergic

neurons.

The emission distance also seems to be a variable to consider. Thus, Hamblin, Pires de
Sousa, Arany, Carroll and Patthoff (2015) show that light directly applied to the skin contact
seems to be the most effective option because it presses on the tissues, modifying blood flow and
achieving better penetration. Regarding the irradiation time and the treatment interval, it is
difficult to reach a consensus that allows the standardization of this technique because there is
high heterogeneity and a lack of specificity in the administration time. In humans, the
administration time varies between two and 30 minutes, and authors such as Lapchak (2012)
recommend the repetition of these applications to maintain the benefits. Thus, it should be
acceptable to repeat the treatment to maintain its effect, due to the absence of long-term damage,

but always taking into account the type of dysfunction and its severity.

Regarding questions related to the safety of the technique, the use of LED devices does
not seem to produce harmful effects, but it always requires eye protection. In addition, the
American Society for Laser Medicine and Surgery (ASLMS) recommends not using this therapy

on visible skin lesions, pregnant woman, or people with haematological problems. Several studies
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have described transient side effects in humans, such as the presence of headaches (Caldieraro et
al., 2018; Cassano et al., 2018). Other studies have also described harmful effects: Yang, Zong,
Sun, Jia and Zhao (2017) showed the existence of apoptotic processes after 24 hours of light
emission in a non-photosensitive hippocampal cell culture. Additionally, Xuan, Huang and
Hamblin (2016) found a delay in the positive effects after 14 daily applications of PB on the
mouse brain with traumatic injury, and, recently, a study carried out by Cassano et al., (2019) in
patients diagnosed with depression found weight gain and increases in diastolic pressure in the

treated group.

From a psychopathological point of view, this technique has been used as a possible
therapeutic strategy to treat multiple psychological disorders. In the treatment of depression,
Mathewson (2015) concludes that results reported after its use are greater than the results of
electroconvulsive therapies or magnetic stimulation. Along these lines, Wu et al., (2012) and
Salehpour et al., (2016) compare the effects of PBMT with those of fluoxetine and citalopram,
drugs typically used in the treatment of depression symptoms, and they found similar effects of
both treatments, but weight gain and a greater reduction in cortisol only occurred with the use of
PBM. The combination of PBMT with other pharmacological, physical, or psychotherapeutic
treatments is highly recommended because PBM is useful for optimizing states that enhance the
action of other treatments (Disner et al., 2016). In this regard, the combination of light and
antidepressants seems to accelerate the effectiveness and speed of pharmacological effects
(Huang et al., 2009), in addition to achieving superior mitochondrial functions and higher
neuronal protection when this technique is combined with metabolic products such as exogenous

glucose (Dong et al., 2015).

There is evidence of the existence of mitochondrial dysfunction in many psychological
disorders and the importance of oxygenation for the correct functioning of the organism. Duong,
Beaulieu and Andreazza (2018) suggest the existence of alterations in genes related to oxidative

phosphorylation and bioavailability of ATP, along with a deterioration in mitochondrial
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functioning, in bipolar disorder. These alterations make this disorder an ideal target for PBM
application. In other ways, lack of sunlight and vitamin D deficiency are related to various
disorders, such as depression, SAD, dementia, and schizophrenia (Mathewson, 2015), and so it is
expected that the role of PBM will be taken into consideration in their treatment. Likewise, PBM
could be used in cases of autism, OCD, ADHD, panic attacks, and claustrophobia (Hamblin,
2016b; Zaizar et al., 2018), and it even seems to produce beneficial effects in premenstrual
syndrome, postpartum, and bulimia (Berman et al., 2017). The possible use of PBT in the
treatment of all these disorders highlights the therapeutic role of this brain modulation. However,
it would be necessary to develop new lines of research to evaluate the possible risks and benefits

after their particular use.

Limitations

The articles included in this review describe a wide range of methodologies that are not
very specific, and, in some cases, lack details about the parameters used. These disadvantages
hinder the possibility of replicating studies and, therefore, developing standardized protocols for

the correct, beneficial, and homogeneous use of this technique.

Conclusions

PBM achieves enough brain penetration to produce beneficial effects in healthy subjects and
subjects with multiple pathologies. LED devices have reported higher safety and versatility than
lasers, despite their lower penetration, and pulsed emission is more effective than continuous
emission. Likewise, wavelengths of 810 nm and 1,064 nm achieve the best results in depression
treatment and cognitive enhancement, respectively, and there is a consensus about an irradiance
of 250 Wm/ cm? and a fluency of 60 J/ cm? to improve cognitive functions. Anatomically, light
projection is recommended in the bilateral prefrontal cortex and the DMN, and weekly repetition
seems ideal to maintain the effects. The psychological benefits of light exposure are evident, and

the preventive effect of this technique is an advantage in many clinical fields because it is able to
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reduce healthcare costs and become a possible sustainable, safe, and economical therapy that can
easily be accessed and applied. Nevertheless, it will be necessary to overcome the lack of
consensus administratively, in order to develop standardized protocols focused on the
psychopathological characteristics of each patient. To achieve this goal, companies that produce
the administration devices should provide concise and detailed information that allows the
research team to adequately describe the parameters. This unification will allow the use of PBM

as an effective and safe therapy for the treatment of multiple psychological disorders.
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Figure captions

Figure 1. Literature Flow diagram of the selection process in the different phases of the

systematic review.
Figure 2. Frequency of use of the different wavelengths (nm) in the selected articles.

Figure 3. Frequency of use of the different power densities (irradiance) (mW / cm?) in the selected

articles.
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Table 1. Description of the PBMT parameters used in the psychology field and main results of the review.

Source Population/ Pathological Light- Wavelenght  Irradiancie Fluency Wave type Area Treatment Results
conditions emitting 5 5 period
Sample device (nm) (mW/cm?) (J/em?)
Banqueri et Animal (n=41) Early streess Laser 1,064 - 20 - Prefrontal One hour Cognitive flexibility and oxidative
al., (2019) Males Once/day metabolism level restoration.
Five days
Barretty Human (n=40) Healthy Laser 1,064 250 60 Continuous Right Eight minutes Cognitive and emotional functions
Gonzalez- Control: subjects prefrontal enhancement: increase and
Lima, (2013) 10 men maintenance of positive affective
10 women states and attentional improvement
Treatment: after two weeks.
10 men
10 women
Blanco et al., Human (n=118) Healthy Laser 1,064 250 60 Continuous Right DLPFC  Eight minutes Cognitive enhancement: improvement
(2016) 51 men subjects and VLPFC! of prefrontal rule-based learning and
60 women lack of effects on information-
integration learning.
Blanco etal., Human (n=30) Healthy Laser 1,064 250 60 Continuous Right DLPFC  Eight minutes Executive function improvements
(2017) 17 men subjects and VLPFC! evaluated by the Wisconsin Test.
13 women
Caldiedaro et Human (n=1) Heart disease LED 810 14°2 10°65 10 Hz Intranasal. 50-60 minutes Intranasal application improved only
al., (2018) Women Depression Intracranial Two/Seven anxiety symptoms, but not depressive
830 332 49’8 . . N
times/week symptoms. Intracranial administration
Over nine months improved both types of symptoms.
Cassano et Human (n=4) Depression Laser 808 700 84 Continuous Bilateral Six sessions Reduction in depressive scores and
al., (2015) Three men prefrontal Four minutes great treatment tolerance.

One women

! DLPFC, dorsolateral prefrontal cortex; VLPFC, ventrolateral prefrontal cortex.



Cassano et
al., (2018)

Cassano et
al., (2019)

Chan et al.,
(2019)

Chao, (2019)

Disner et al.,
(2016)

Human (n =21)

Human (n=18)
Control: nine
subjects
Treatment: nine
subjects

Human (n=30)
Control: 15
subjects
Treatment: 15
subjects

Human (n=2)

Human (n=51)
Control: 15
subjects

Treatment: 36
subjects

Depression

Depression

Elderly
healthy
subjects

Gulf War
Syndrome

Depression

LED

LED

LED

LED
Vielight

Laser
ABM

823

823

633
870

810

1,064

36’2

362

44°4

100, 75y 25

250

652

65°2

20

60

Continuous

Continuous

Continuous

10 Hz

Bilateral
DLPFC?

Bilateral
DLPFC?2

Bilateral
prefrontal.
Posterior
medial
parietal

Intranasal.
Intracranial

Right or left
medial and
lateral
prefrontal

Twice/week
Three weeks

16 sessions
20-30 minutes
Twice/week
Eight weeks

16 sessions
20-30 minutes
Twice/week
Eight weeks

One session
Seven and a half
minutes

20 minutes
12 weeks

Eight minutes

Medium antidepressant effect and
great treatment tolerance

Absence of significant differences
between groups in weight and systolic
blood pressure and a slight increase in
diastolic blood pressure in the treated
group. Greater number of side effects
in the treated group.

Improvements in selection actions,
inhibition ability, and cognitive
flexibility.

Decrease in Gulf War Syndrome
symptoms: headaches, joint pain,
gastrointestinal problems, etc.

Improvements in attention and
learning, and greater efficacy if the
light emission was applied in the right
prefrontal cortex and before the ABM
session.

2 DLPFC, dorsolateral prefrontal cortex.



Eshaghi et
al., (2019)

Gonzalez-
Lima, (2017)

Gonzalez-
Lima et al.,
(2019)

Heinrich et
al., (2019)

Henderson et

al., (2017)

Animal (n= 55)
Control: 11
subjects
Treatment: 44
subjects.

Human (n=328)

Human (n=154)

Human

Human (n=39)

Depression
Anxiety

Healthy
subjects

Healthy
subjects

Healthy
subjects

Depression

Laser

Laser

Laser

LED

Laser

810

1,064

1,064

810

810
980

475

250

250

100

4, 8, and 10 Hz
16
60 -
60 Continuous
- 40 Hz
55 -
81

Midline dorsal
surface

Bilateral
prefrontal

Right
prefrontal

Intranasal.
Medial
prefrontal and
parietal

Bilateral
prefrontal and
temporal

Nine sessions
Three times/week
Three weeks

20 minutes

30 minutes
Eight weeks

Reductions in anxiety, depression,
cortisol, and nitric oxide levels in
prefrontal cortex and hippocampus,
and increase in serotonin. The 8 J/cm?
fluency had the maximum
behavioural and molecular effect.

Improvement in CCO? activity and
cerebral oxygenation in prefrontal
cortex. Cognitive and emotional
benefits after right prefrontal
application in healthy and depressed
subjects.

Significant enhancement of cognitive
performance in young adults and
slight improvement in adults.

Lack of differences between treated
and control groups.

Depression scores decrease and
remission of suicidal ideation.

3 CCO, cytochrome ¢ oxidase.



Holmes et al.,
(2019)

Hwang et al.,
(2016)

Jahan et al.,
(2019)

Maiello et al.,
(2019)

Mannu et al.,
(2019)

Meynaghizad
eh-Zargar et
al., (2019)

Michalikova
et al., (2007)

Human (n = 34)
Control:

Seven men
Nine women
Treatment:
Nine men

Nine women

Human (n=60)

Human (n=30)
15 men
15 women

Human (n=15)

Human (n=4)

Two men
Two women

Animal (n=60)
Males

Animal (n=30)
Females

Healthy
subjects

Healthy
subjects

Healthy
subjects

Anxiety

Bipolar
disorder

Mild chronic
stress

Healthy
subjects

Laser

Laser

Aerobic
exercise

LED

LED

LED

Laser

Laser

1,064

1,064

850

830

830

810

1,072

250

250

285

30

332

4750

120

60

60

36

40

Continuous

Continuous

Continuous

10 Hz

Continuous

Right
prefrontal

Right
prefrontal

Right
prefrontal

Prefrontal

Bilateral
dorsal
prefrontal

Full body

One session
Eight minutes

Eight minutes

150 seconds

20 minutes
Once/day

Eight weeks
Autoadministration

20 minutes
Twice/week
Four weeks

Three times/week
Four weeks

Six minutes
10 dias

Cognitive performance enhancement
on attentional and working memory
tasks and brain oxygenation changes
in prefrontal cortex.

Improvements in attention, working
memory, and executive tasks after
both PBMT and aerobic exercise.

Attentional performance
improvement and electric brain
activity modification.

Anxiety reduction and sleep
improvement in the absence of
significant adverse effects.

Anhedonia reductions, libido
increase, and improvements in sleep,
anxiety, impulsivity, and irritability.
Lithium levels increase.

Restoration of cognitive and
molecular damages after the use of
PBMT, methylene blue, and the
combination of both treatments.

Lack of significant effects on
exploratory activity and anxiety
responses. Significant effects on
working memory.




Moghadam
et al., (2017)

Mohammed,
(2016)

Salehpour et
al., (2016)

Salehpour et
al., (2018a)

Salehpour et
al., (2019)

Human (n= 34)

Control:

17subjects
Treatment:
17subjects

Animal (n= 48)
Control: 24
subjects
Treatment: 24
subjects

Animal (n= 50)
Males

Animal (n=40)
Males

Animal (n=27)
Males

Healthy
subjects

Depression

Depression

Healthy
subjects
Sleep
deprivation

Depression

LED

Laser

Laser

Laser

Laser

Q1o

850

804

630

810

810

810

285

3’18

&9

562

475

6’66

60

48; 12; 24

118
1474

33’3

Continuous

Continuous

10 Hz

10 Hz

10 Hz

Right frontal

Bilateral from
the interaural
line to the
eyes

Midline of the
dorsal surface
in prefrontal

Midline of the
dorsal surface
between the
eyes and ears

Midline of the
dorsal surface
between the
eyes and ears

150 seconds

Six minutes
One week

12 sessions

Four times/week

Three weeks

Three sessions
Five seconds
Once/day
Three days

Five seconds
Once/day
Five days

Attention improvement.

Lowest dose increases animal activity
and improves depressive symptoms.
Higher dose causes greater
immobility.

Immobility and anxious behaviour
reductions. Decrease in cortisol levels
and normalization of glucose levels.
810 nm laser more effective.

Prevention of cognitive damage
induced after sleep deprivation.
Improvement in antioxidant state and
increase in hippocampal
mitochondrial activity, reducing its
oxidative damage.

Depressive behaviour improvement
after PBMT, Q1o, and combination.
Both treatments and the combination
showed lipid peroxidation reduction
and an improvement in antioxidant
capacity in prefrontal cortex and
hippocampus. In both areas,
Neuroinflammatory activity, cortisol,
corticosterone, TNF and IL levels,
and apoptotic biomarkers were
reduced.




Schiffer et
al., (2009)

Sinha et al.,
(2019)

Vargas et al.,
(2017)

Wang et al.,
(2017)

Wu et al.,
(2012)

Xu et al.,
(2016)

Human (n=10)
Five men
Five women

Human (n=23)
12 men
11 women

Human (n=12)
Five men
Seven women

Human (n=20)

Animal (n=32)
Males
Control: 8
subjects
Treatment: 24
subjects

Animal
Males

Depression

Elderly
healthy
subjects

Elderly
subjects with
risk of
cognitive
impairment

Healthy
subjects

Mild chronic
stress

Depression

LED

LED

Laser

Laser

Laser

Laser

810

1,064

1,064

810

808

250

250

160

15

23

60

Intracranial
52 and 26
Intranasal

44 and 22

60

97

120

Continuous

100 Hz

Continuous

Bilateral
dorsal
prefrontal

Intranasal.
Intracranial

Right
prefrontal

Right
prefrontal

Midline of the
dorsal surface
between the
eyes and ears

Medial
surface

Eight minutes

30 minutes
Once/day
Six months

Eight minutes
Once/week
Five weeks

11 minutes

Nine sessions
Two minutes

Three times/week

Three weeks

30 minutes
28 days

Reduction in depressive and anxious
scores in more than 50% of patients
and brain flow increase in both
hemispheres.

Functional connectivity increase in
the posterior cingulate cortex using
the lowest dose.

Improvement in cognitive measures,
and alpha, beta, and gamma
frequency increases in resting-state in
prefrontal cortex.

Changes in alpha frequency in the
ipsilateral fronto-parieto-occipital
network and in the contralateral
parieto-occipital network.

Immobility reduction and
maintenance of body-weight.

Depressive behaviour improvement,
reducing immobility. ATP
biosynthesis gain and increase in
level of expression and activity of
complex IV of the mitochondria in
the prefrontal area.




Zaizar et al.,  Human (n=120) Phobia

(2018) extinction

Zomorrodi et Human (n=20) Healthy

al., (2019) Nine men subjects
11 women

Laser

LED
Vielight

1,064

810

25

75,25, and
100

120

240

Continuous

40 Hz

Bilateral
ventromedial
prefrontal

Intranasal
DMN*

Eight minutes

20 minutes
Once/week
Two weeks

Fear reduction.

Alpha, beta, and gamma frequency
increments, and reductions in delta
and theta frequencies.

4 DMN, Default Mode Network.
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The role of light in our biological processes and systems is extensively known. In
addition, the use of light devices has been introduced in the field of healthcare
as an opportunity to administer power light at specific wavelengths to improve
our body functions and counteract light deficiency. One of these techniques is
photobiomodulation (PBM), which uses red to infrared light in a non-invasive way to
stimulate, heal, regenerate, and protect tissue. The main proposed mechanism of
action is the stimulation of the cytochrome ¢ oxidase (CCO), the terminal enzyme in
the mitochondrial electron transport chain. PBM has achieved positive effects on brain
activity and behavioral function of several adult animal models of health and disease,
the potential use of this technique in developing stages is not surprising. This research
aims to examine the effects of PBM on the prefrontal cortex and hippocampus of 23
day-old healthy male (n = 31) and female (n = 30) Wistar rats. Three groups of each
sex were used: a PBM group which received 5 days of PBM, a device group submitted
to the same conditions but without light radiation, and a control basal group. CCO
histochemistry and c-Fos immunostaining were used to analyze brain metabolic activity
and immediate early genes activation, respectively. Results displayed no metabolic
differences between the three groups in both sexes. The same results were found in the
analysis of c-Fos positive cells, reporting no differences between groups. This research,
in contrast to the PBM consequences reported in healthy adult subjects, showed a
lack of PBM effects in the brain markers we examined in young healthy rat brains. At
this stage, brain function, specifically brain mitochondrial function, is not disturbed so
it could be that the action of PBM in the mitochondria may not be detectable using
the analysis of CCO activity and c-Fos protein expression. Further studies are needed
to examine in depth the effects of PBM in brain development, cognitive functions and
postnatal disorders, along with the exploration of the optimal light parameters.

Keywords: low-level

light therapy

Keywords: photobiomodulation, development, brain stimulation, nervous system,
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Gutiérrez-Menéndez et al.

Photobiomodulation Effects on Young Brain

INTRODUCTION

The role of light in our biological processes and systems is
extensively known. It is a potent regulator of body functions
that can activate other complex biological pathways. Light
controls our sleep-wake cycles, our circadian rhythms, impacts
our mental health, and provides us with essential vitamins
(Dompe et al,, 2020; Bertani et al., 2021). In this regard,
the use of light devices has been introduced in the field of
healthcare as an opportunity to administer power light at specific
wavelengths to improve our body functions and counteract light
deficiency (Dompe et al., 2020). One of these techniques is
photobiomodulation (PBM) which uses red to infrared light,
wavelengths between 600 and 1,100 nm, to stimulate, heal,
regenerate. and protect tissue (Hamblin, 2016; Mitrofanis and
Jeffery, 2018). PBM is a non-invasive, inexpensive and safe
technique (Gutiérrez-Menéndez et al., 2020).

At present, PBM therapy is widely used in several clinical
conditions: diabetes, ulcers, blood disorders, coronary artery
diseases, and musculoskeletal complications, among others, and
presents well supported neurobiological effects, such as the
improvement of wound healing, the regeneration of damaged
tissues, and the reduction of pain and inflammation (Salehpour
et al., 2019a; dos Santos Cardoso et al.,, 2021b). However,
this therapy is not only used in peripheral tissues, it can
also be applied to the nervous system. In this regard, the
first evidence of PBM’s beneficial effects on the brain was
after its application for ischemic stroke in different animal
models (Hamblin, 2019). After that, numerous studies have
documented a large number of positive brain effects resulting
from this therapy, suggesting PBM as a new modality for neural
activity stimulation to improve brain functions (Salehpour et al.,
2018; Arias et al., 2019). The most supported outcomes of
the use of PBM on the brain are the increase of intracellular
ATP production, along with the improvement of metabolic
function; changes in cerebral oxygenation and blood flow; anti-
inflammatory effects; upregulation of anti-apoptotic proteins,
increment of antioxidants and less excitotoxicity, the stimulation
of neurons and glial cell neurogenesis, synaptogenesis, migration,
and the secretion of brain neurotrophins (Hamblin, 2016, 2019;
Dompe et al, 2020; Gutiérrez-Menéndez et al, 2020; dos
Santos Cardoso et al., 2021a). The main proposed mechanism
of action to achieve such changes is the stimulation of
the cytochrome c¢ oxidase (CCO), the terminal enzyme in
the mitochondrial electron transport chain (Salehpour et al.,
2019b; Dompe et al., 2020; Gutiérrez-Menéndez et al., 2021).
However, PBM effects without adverse outcomes can only
be reached with optimum parameters (wavelength, energy
density, irradiance, area, mode of administration, etc.) and
that is the current issue: the lack of consensus on which
parameters are appropriate for each situation (Salehpour
et al, 2018; Gutiérrez-Menéndez et al, 2020). Most of
the studies support that the use of wavelengths between
810 nm and 1,064 nm in adult human and animal models
of health and disease, are versatile and adequate to achieve
several effects on brain activity and behavioral function
(Gutiérrez-Menéndez et al., 2020).

The postnatal period is a critical phase for the development
of the mammal brain. During this period, the dynamic gene
expression and the methylation changes generate several effects
on neurogenesis, synaptogenesis and neural circuit formation
(Simmons et al., 2013). Studies using rat models have shown that
the first three postnatal weeks are essential for the development
of the neural system, with radical changes happening in terms
of synaptic connectivity, neuroendocrine response and global
neural gene expression (Simmons et al., 2013). Moreover, the
cell energy metabolism is maturing and adult mitochondria
characteristics are reached around postnatal day (PND) 30
(Kalous et al., 2001). Changes in BDNF mRNA and protein
levels are also reported during this period, the profile of changes
shows an increase in brain structures in the postnatal period
and a decrease in the aging phase (Karege et al., 2002). All
these processes allow immature brains which are particularly
vulnerable to different insults (toxic, traumatic, vascular, etc.) to
adapt (Calabrese et al., 2013).

Taking into account the high plasticity and the responsiveness
of the postnatal brain, the use of PBM could be an effective
technique for the modulation of the developing nervous system
and could even be considered a potential treatment for several
developmental disorders. Therefore, this study aims to analyze
the effects of PBM on the young prefrontal cortex (PFC) and
hippocampus of healthy male and female Wistar rats. Three
groups between PND23 and PND29 of each sex were used: a
PBM group that received 5 days of PBM, a device group that
was submitted to the same conditions as the experimental group
but without light radiation, and a control basal group. After PBM
administration, we analyzed the three groups and compared each
sex according to brain metabolic activity and the activation of
immediate early genes through a CCO histochemistry and c-Fos
immunostaining, respectively.

MATERIALS AND METHODS

Animals

A total of 61 Wistar rats, 31 males and 30 females aged between
23 and 29 days old from the Oviedo University vivarium were
used in this research. Animals were sorted by sex in transparent
polycarbonate cages located in a room at a constant temperature
(22 £ 2°C), 65-70% of relative humidity and an artificial light-
dark cycle of 12 h (8:00-20:00/20:00-8:00). They had ad libitum
access to food and tap water.

Animals were randomly separated by sex into three different
groups: male (PBM; n = 10) and female (PBM; n = 10) PBM
groups that received the radiation; male (PBMD; n = 10) and
female (PBMD; n = 10) device PBM groups which were submitted
to the same conditions as the PBM group but with the light
switched oft and finally, male (C; n = 11) and female (C; n = 10)
control groups that were kept in their cages.

The animal manipulation and all the procedures carried out
in this study were according to the European Communities
Committee 2010/63/EU and Royal decree N° 53/2013 of
the Ministry of the Presidency related to the protection of
animals used for experimentation and other scientific purposes.
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The study was approved by the Ethics Committee of the
Principality of Asturias.

Photobiomodulation Therapy

The following procedure was carried out with both sexes for 7
days. The first 2 days, coinciding with PND22 and PND23, were
devoted to getting the animal habituated to the researcher and
the procedure. At PND22, animals were handled for 5 min and
the first third of their head, just between the eyes, was shaved to
maximize light penetration across prefrontal areas. The next day
(PND23), animals were immobilized by the researcher one by one
on a soft surface and the PBM device was placed on the shaved
region for 10 min in OFF mode. This process was done 3 times
until each animal had undergone 30 min. During the following
5 days (PND24-PND28), the same immobilized procedure was
carried out, but the light device was in ON mode. DPBM and
PBM groups were submitted to the same procedures, but the
PBM device was kept OFF during all the studies in the DPBM
group. A laser with a continuous wave at 810 nm wavelength
was used for irradiation in PBM groups. The device was operated
at an output power of 40 mW and irradiance of 65.6 W/m?,
with a beam size of 0.0495 cm?. PBM groups received 15 cycles
of PBM (40 s ON and 10 s OFF) reaching a total irradiation
time of 12.5 min and an average fluence of 19.39 J/cm? per
day. Approximately 0.8% of the applied power reaches the brain
tissue. This value was previously determined in rat skulls using
a PM 160 optical power meter (ThorLabs, United States). Skull
was placed on a bench designed for this purpose wherein at the
top was the radiation laser and at the bottom, below the skull, the
optical power meter.

Tissue Processing

The day after finishing the light procedure, on PND29, animals
were euthanized and brains were removed, frozen rapidly using
N-methyl butane (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), and stored
at —40°C. Coronal brain sections (30 wm) were cut at —20°C
in a cryostat (Microm HM 505-E, Germany). Two series were
obtained from each brain, one was mounted on non-gelatinized
slides to conduct the CCO histochemistry and the other one on
gelatinized slides to carry out the c-Fos immunostaining.

Cytochrome c Oxidase Histochemistry

The procedure carried out for the tissue treatment was previously
described by Zorzo et al. (2019). To quantify enzymatic activity
and to control staining variability across the baths, sets of tissue
homogenate standards from Wistar rat brains in PND29 were cut
at different thicknesses (10, 30, 50, and 70 m) and included with
each bath of slides. Sections were fixed for 5 min using 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.6) with 10% (w/v) sucrose and 25% (v/v)
glutaraldehyde. Then, three baths of 0.1 M phosphate buffer with
10% (w/v) sucrose were carried out for 5 min each, and one bath
0f 0.05 M Tris buffer, pH 7.6 for 8 min [0,275 mg/1 cobalt chloride
(Aldrich, Germany), 10% (w/v) sucrose (Sigma, Germany), 6 g/l
Trizmabase (Sigma, United States), and 0.5 (v/v) dimethyl-
sulfoxide (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)]. After that, sections
and standards were maintained in a 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.6, for 5 min and incubated in a solution of 0.0075% (w/v)

cytochrome c (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain); 0.002% (w/v)
catalase (Sigma, Spain); 5% (w/v) sucrose (Sigma, Germany);
0.25% (v/v) dimethyl-sulfoxide (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain);
and 0.05% (w/v) diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) in 800 ml of 0.1 M phosphate buffer at
37°C for 1 h. Next, the reaction was stopped by fixing the tissue
in a buffered 4% (v/v) formalin with a 0.1 M phosphate bufter,
pH 7.6, 10% (w/v) sucrose, and 37% (v/v) formalin for 30 min at
room temperature. Finally, the slides were dehydrated through a
series of graded alcohols, cleared with xylene (Avanter, Poland),
and cover slipped with Entellan (Merck, Germany).

c-Fos Immunohistochemistry

Sections were fixed in a 0.1 M 4% (w/v) paraformaldehyde buffer
(pH 7.4) for 30 min, in continuous agitation, and rinsed in two
baths of 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4). After
that, they were incubated for 30 min with 3% (v/v) hydrogen
peroxidase (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) in PBS (0.01 M, pH
7.4) to remove endogenous peroxidase activity, and washed twice
in PBS (0.01 M, pH 7.4) for 10 min. Sections were maintained in a
solution of 1% (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich, United States)
in PBS (0.01 M, pH 7.4) for 10 min and, subsequently, washed
in PBS (0.01 M, pH 7.4). After blocking with a phosphate buffer
(0.01 M, pH 7.4) solution containing 3% (v/v) bovine serum
albumin (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) for 30 min, sections
were incubated with a rabbit polyclonal anti-c-Fos antibody
solution (1:7,500) (Merck, Spain) diluted in a solution of PBS
(0.01 M, pH 7.4), bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain), and Triton X-100 (Sigma-Aldrich, United States) for 24 h
at 4°C in a humid chamber. Next, slides were washed in two
baths of PBS (0.01 M, pH 7.4) for 10 min each, and incubated
in a goat anti-rabbit biotinylated IgG secondary antibody (Pierce,
United States; diluted 1:480 in incubating solution) for 1 h
at room temperature in a humid chamber. After two washes
of PBS (0.01 M, pH 7.4) for 10 min each, sections were
reacted with avidin-biotin-peroxidase complex (Vectastain ABC
Ultrasensitive Elite Kit, Pierce, United States) for 1 h in a humid
chamber. They were rinsed with two baths of PBS (0.01 M, pH
7.4), and the reaction was visualized by treating the sections
for 4 min in a solution of PBS (0.01 M, pH 7.4), 0.05% w/v
diaminobenzidine tetra-hydrochloride (Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain), 33% (v/v) hydrogen peroxidase solution and 0.05%
(w/v) ammonium nickel (IT) sulfate hexahydrate (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) in total darkness. The reaction was terminated
by washing the sections twice in PBS (0.01 M, pH 7.4), and
they were dehydrated through a series of graded alcohols, cleared
with xylene (Avanter, Poland) and cover slipped with Entellan
(Merck, Germany). All the immunohistochemistry procedures
included sections that served as controls where the primary
antibody was not added.

Cytochrome ¢ Oxidase Optical Density

Quantification

The CCO histochemical intensity was quantified by
densitometric analysis, using a computer-assisted image
analysis workstation (MCID, Interfocus Imaging Ltd., Linton,
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England) which consisted of a high precision illuminator, a
digital camera, and a computer with the specific image analysis
software MDCID Core 7.0. The mean optical density (OD) of
each region was measured using three consecutive sections in
each subject. In each section, four non-overlapping readings were
taken, using a square-shaped dissector adjusted for each region
size. A researcher who was blind to the groups registered a total
of 12 measurements per region/animal. Then, OD values were
converted to CCO activity units, determined by the enzymatic
activity of the standards measured spectrophotometrically.

We defined the regions of interest according to the atlas of
Paxinos and Watson (2007). The regions and their distances in
mm counted from bregma were: +3.24 mm for the cingulate
cortex (CG), prelimbic cortex (PL) and infralimbic cortex (IL)
and -3.24 mm for the CAl, CA3, and the dentate gyrus (DG)
subfields of the dorsal hippocampus.

c-Fos Cells Counting
Quantification was performed by systematically sampling each
selected region using counting frames superimposed over
the region with a microscope (Leica Microsystems DFC490,
Germany) coupled to a computer with the Leica Application
Suite X software (Leica Microsystems, Germany) with a total
magnification of 192X. The sizes of the counting frames were
250,000 pwm for CG, PL and IL and 72,000 pwm for CA1, CA3 and
DG. The total area sampled by these frames per region in each
section was: 500,000 pm for CG, PL and IL; 144,000 pwm for CA1
and CA3 and finally, 72,000 pm for DG. c-Fos-positive nuclei
were defined based on homogenous gray-black stained elements
with a well-defined border. Finally, the mean c-Fos positive nuclei
count in two sections was calculated for each subject and region.
The regions of interest and their distances (mm) counted from
bregma according to the atlas of Paxinos and Watson (2007)
were: +3.24 mm for the cingulate cortex (CG), prelimbic cortex
(PL) and infralimbic cortex (IL) and -3.24 mm for the CA1, CA3,
and the dentate gyrus (DG) sub-fields of the dorsal hippocampus.
In these regions, we quantified the number of c-Fos positive
nuclei in two alternate sections 30 wm apart. The slides were
coded so that the researcher who performed the entire analysis
did not know the treatment of the individual subjects.

Statistical Analysis

The data were analyzed using the Sigma-Stat 12.5 program
(Systat, Richmond, United States). Differences were considered
statistically significant when p < 0.05. We used a Shapiro-
Wilk test to test the normality assumption (p > 0.05). When
the data fit a normal distribution, we used parametric tests.
Otherwise, we used non-parametric tests. The SigmaPlot 12.5
software program (SPSS Inc. and IBM Company, United States)
was also used for the graphic representation of the results. We
presented data as mean + SEM.

Cytochrome c Oxidase Results

Statistical groups comparisons (PBM, PBMD and C) of CCO
activity in each sex were analyzed using a one-way ANOVA
for each region of interest. We carried out a two-way ANOVA
[Sex x Group (PBM, PBMD and C)] to examine differences

between sexes for each region of interest. Post hoc comparisons
using the Holm-Sidak method were carried out when significant
differences were found.

c-Fos Activity

The results of the c-Fos quantification were expressed as the
average of c-Fos positive cells/um? for the two consecutive
sections of each region of interest. We analyzed differences
between the three groups (PBM, DPBM and C) in each sex using a
one-way ANOVA. Additionally, a two-way ANOVA [Sex x Group
(PBM, PBMD and C)] was performed to examine c-Fos activity
differences between sexes for each region of interest. Holm-Sidak
method was used when significant differences were found.

RESULTS

Cytochrome c Oxidase Activity

The analysis of the metabolic activity in male and female groups
showed the same pattern of CCO activity in both sexes. The
three studied groups (PBM, PBMD, and C) did not show CCO
differences in any of the regions of interest in the male group
[CG: F(2, 27) = 0.973, p = 0.391; PL: F(2, 28) = 1.677, p = 0.205;
IL: F(3, 28) = 0.283, p = 0.756; CAl: F(3, 27y = 2.268, p = 0.123;
CA3: F(3, 27y = 0.901; p = 0.418; DG: F(3, 27y = 0.162, p = 0.851;
Figure 1A] or in the female group [CG: F(3, 28) = 1.112, p = 0.343;
PL: F(2, 28y = 1.196, p = 0.317; IL: F(2, 28) = 0.366, p = 0.697;
CAl: Hp = 0.294, p = 0.864; CA3: F(2, 28y = 0.161; p = 0.852;
DG: F(3, 28) = 0.322, p = 0.727; Figures 1B, 2]. Regarding the
analysis of the differences in CCO activity between sexes, the two-
way ANOVA showed that only the Sex factor was significant in
all the studied regions [CG: F(1, 55) = 96.286, p < 0.001; PL:
F(1, s6) = 92.622, p < 0.001; IL: F(1, 56) = 64901, p < 0.001;
CAL: F(1, 56) = 123.085, p < 0.001; CA3: F(1, 56) = 115.807,
P <0.001;DG: F(1, 56) = 58.533, p < 0.001]. Post hoc comparisons
showed a general pattern of higher metabolic activity in the
female groups in all the studied regions [CG: t = 9.813, p < 0.001;
PL:t=9.624, p < 0.001; IL: t = 8.056, p < 0.001; CAl: t = 11.094,
p < 0.001; CA3: t = 10.761, p < 0.001; DG: t = 7.651, p < 0.001;
Figure 3].

c-Fos Results

The number of c-Fos positive nuclei, as in the CCO analysis,
reported no differences between any of the three groups (PBM,
PBMD, and C) in the male [CG: F(2, 19y = 0.869, p = 0.425; PL:
F(2, 19) = 0.451, p = 0.644; IL: F(3, 19) = 0.304, p = 0.741; CAl:
F(2, 27y = 0571, p = 0.572; CA3: F(3, 27) = 0.522; p = 0.599;
DG: F(2, 27y = 1.500, p = 0.241; Figure 4A] or female groups
[CG: Hy = 3.144, p = 0.208; PL: F(3, 26) = 0.680, p = 0.516; IL:
F2, 26) = 0373, p = 0.692; CAlL: F(3, 26) = 0.279, p = 0.759;
CA3: F(2, 26) = 0.363; p = 0.699; DG: F(2, 26) = 0.069, p = 0.933;
Figure 4B] in any of the quantified regions (Figure 5). Regarding
the differences in c-Fos positive nuclei between sexes, results
showed that only the Sex factor was significant in CG [F(,
45) = 7.544, p = 0.009], PL [F(1, 45) = 6.939, p = 0.012], IL [F1,
45) = 9.186, p = 0.004], and CA3 [F(y, 53) = 13.919, p < 0.001] but
not in CAl [F(l, 53) = 0.738,p = 0.394] and DG [F(l, 53) = 2.326,
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FIGURE 1 | CCO results (mean £ SEM). (A) CCO values in 29-day-old male groups (PBM, PBMD, C). There were no differences between the groups in the
assessed areas (p > 0.05). (B) CCO values in 29 day-old female groups (PBM, PBMD, C). No significant differences were found in any of the areas (p > 0.05).
Groups: C, control group; PBMD, photobiomodulation device group; PBM, photobiomodulation group. Areas: CG, Cingulate cortex; PL, Prelimbic cortex; IL,
Infralimbic cortex; CA1, field CA1 of hippocampus; CAS, field CA3 of hippocampus; DG, Dentate Gyrus. PND, postnatal day; CCO, cytochrome ¢ oxidase.

FIGURE 2 | CCO samples. Representative photograph of the CCO optical
density of the three groups (C, PBMD, and PBM) in PFC and HPC. There
were no differences between groups in any of the studied regions in male or
female samples. Groups: C, control group; PBMD, photobiomodulation
device group; PBM, photobiomodulation group. Areas: CG, Cingulate cortex;
PL, Prelimbic cortex; IL, Infralimbic cortex; CA1, field CA1 of hippocampus;
CAS3, field CA3 of hippocampus; DG, Dentate Gyrus. PFC, prefrontal cortex;
HPC, hippocampus; PND, postnatal day; CCO, cytochrome ¢ oxidase.

p = 0.133]. Post hoc comparisons showed more c-Fos positive
nuclei in male groups in CG (t = 2.747, p = 0.009), PL (t = 2.634,
p = 0.012) and IL (t = 3.031, p = 0.004) while, in contrast,
female groups had greater c-Fos expression in CA3 (¢ = 3.731,
p <0.001) (Figure 6).

Metabolic activity

50 1
mmm Male C
Female C
§SN Male PBMD
Female PBMD
=== Male PBM
mmm Female PBM

40

CCO units

Region

FIGURE 3 | CCO differences between sexes in the three groups (PBM,
PBMD, and C) in each region of interest (mean + SEM). Female groups
showed a general pattern of higher metabolic activity in all the studied areas
(*p < 0.05). Groups: C, control group; PBMD, photobiomodulation device
group; PBM, photobiomodulation group. Areas: CG, Cingulate cortex; PL,
Prelimbic cortex; IL, Infralimbic cortex; CA1,field CA1 of hippocampus; CA3,
field CA3 of hippocampus; DG, Dentate Gyrus. PFC, prefrontal cortex; HPC,
hippocampus; PND, postnatal day; CCO, cytochrome ¢ oxidase.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first research to examine PBM
effects in the postnatal brain of healthy male and female rats. In
our study, we applied an 810 nm near-infrared light to the scalp
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FIGURE 4 | c-Fos-positive cells (positive cells of c-Fos/pum?) results in the regions of interest. (A) c-Fos results in 29 day-old male groups (C, PBMD, and PBM). No
significant differences were found in any of the areas (p > 0.05). (B) c-Fos results in 29 day-old female groups (C, PBMD, PBM). There were no differences between
the groups in the assessed areas (p > 0.05). Groups: C, control group; PBMD, photobiomodulation device group; PBM, photobiomodulation group. Areas: CG,
Cingulate cortex; PL, Prelimbic cortex; IL, Infralimbic cortex; CA1, field CA1 of hippocampus;CA3, field CA3 of hippocampus; DG, Dentate Gyrus. PND, postnatal
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three groups in the male or female groups. IL, Infralimbic cortex.

FIGURE 5 | c-Fos samples. Representative microphotograph of the ¢-Fos immunostaining in the IL cortex. (A) c-Fos sample of the control group. (B) c-Fos sample
of the photobiomodulation device group. (C) c-Fos sample of the photobiomodulation group. No differences in c-Fos protein expression were found between the

surface over the prefrontal region of 24 day-old male and female
Wistar rats in order to analyze its potential alterations in brain
metabolic activity and c-Fos protein expression. Results showed
that both brain activity markers were not disturbed after the use
of light in any of the sexes.

PBM is a relatively new technique that uses light in the red
or red infrared range to heal, restore, stimulate physiological

processes, normalize cellular function, and repair injury or
disease damages (de Pauli Paglioni et al., 2019; Ramezani
et al., 2021). The most support mechanism of action is the
light particles absorption by the CCO enzyme particularly in
stressed/damaged cells (Martin et al., 2021). CCO is localized in
the electron transport chain of the mitochondrial membrane and
it is involved in the production of the main energy molecule, the
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FIGURE 6 | c-Fos positive cells (positive cells of c-Fos/um?) differences
between sexes in the three groups (PBM, PBMD, and C) in each region of
interest (mean + SEM). Male groups showed more c-Fos positive cells in the
prefrontal cortex (CG, IL, and PL) (o < 0.05) while female groups showed
higher c-Fos expression in CA3 (o < 0.05). Groups: C, control group; PBMD,
photobiomodulation device group; PBM, photobiomodulation group. Areas:
CG, Cingulate cortex; PL, Prelimbic cortex; IL, Infralimbic cortex; CA1, field
CA1 of hippocampus; CAS, field CA3 of hippocampus; DG, Dentate Gyrus.

adenosine triphosphate (ATP) (Gutiérrez-Menéndez et al., 2020).
PBM has been employed since the 1990s for therapeutic purposes
such as inflammatory, infectious, traumatic or autoimmune
lesions (de Pauli Paglioni et al., 2019). At present, PBM is also
being used in the treatment of many pathological disorders and
diseases such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases, depression,
traumatic brain injury, etc., as a non-invasive non-thermal and
painless therapy, achieving positive cognitive and brain effects
(Meynaghizadeh-Zargar et al., 2019; Salehpour and Hamblin,
2020; Salehpour et al., 2021). Despite light absorption is has
supposed to occur particularly in stressed/damaged cells, it has
been also studied the effects of this technique on healthy adult
subjects with no clinical symptoms, finding positive effects.
Human research reported an overall improvement in cognitive
functions after the use of PBM most of them by using a
wavelength of 1,064 nm (Barrett and Gonzalez-Lima, 2013;
Blanco et al., 2016, 2017; Hwang et al.,, 2016; Gonzalez-Lima,
2017; Wang et al., 2017; Gonzalez-Lima et al., 2019; Holmes et al.,
2019; Saucedo et al., 2021). Regarding brain activity markers,
Gonzalez-Lima (2017) found an increase of CCO and oxygenated
hemoglobin concentrations in the prefrontal cortex and Wang
et al. (2017) and Zomorrodi et al. (2019) showed variations in
the brain waves frequency. Moreover, healthy animal studies
achieved better behavioral outcomes and brain changes after
PBM radiation (Michalikova et al., 2008; Arias et al., 2020;
Gutiérrez-Menéndez et al., 2021; Table 1).

The development of the nervous system depends on the
continuous interaction of several processes that start during
the fetal period. Some of these developmental processes are
completed before birth and others continue in the postnatal

period, extending into adulthood (Tsujimoto, 2008). The
postnatal stage is a sensitive period of brain development. It is
characterized by the presence of neurogenesis and gliogenesis,
cell's migration and differentiation, and the rapid formation of
synapses (synaptogenesis) and their remodeling and elimination
(Bandeira et al., 2009; Miki et al., 2014; Chen et al., 2017).
However, all these processes do not start at the same time.
Individual brain regions have been shown to have individual time
scales for maturation, being the PFC and also the hippocampus
ones of the latest (Tsujimoto, 2008; Mengler et al, 2014).
Likewise, cell metabolism also matures after birth. Mitochondria
exhibit an increment of CCO activity and higher content of
cytochrome in the first month of postnatal life, increasing their
oxidative capacity (Kalous et al., 2001). According to these claims
and taking into account all the positive PBM outcomes on
brain function and activity, the potential use of this technique
not only in healthy adult brains but also in developing stages
is not surprising. However, little research is focused on PBM
administration in these periods. In order to contribute to
increasing the knowledge of the effects of PBM in the postnatal
period, we applied 5 days of PBM therapy in healthy male and
female Wistar rats starting at PND 24. As we mentioned before,
the choice of the light parameters is an essential component
that we have to consider in the use of this technique. In our
study, we choose a near-infrared light of 810 nm due to the
high support of this wavelength from other research (Gutiérrez-
Menéndez et al., 2020; dos Santos Cardoso et al., 2021a), as well
as previous pilot studies in young subjects that our team carried
out. Regarding the treatment duration and the way of application,
we decided to administer PBM manually for 30 min in order to
reduce stress during the application. After PBM administration,
we analyzed differences between groups according to metabolic
activity and the activation of immediate early genes in each sex.
In this developmental stage, there is an increment of cytochrome
content and CCO activity (Kalous et al., 2001). As PBM has its
potential effect on the CCO, as a result, its redox status and
its functional activity would be modulated (Karu, 2014; Dompe
et al,, 2020) so in our research, changes in the metabolic activity
of our subjects would be expected. However, we did not find CCO
differences between male groups nor female groups in the PFC
or the hippocampus. Little research has focused specifically on
the analysis of the metabolic activity after PBM administration.
Most of the studies were carried out using adult samples and
they support the idea that the photon absorption by CCO leads
to an increase in enzyme activity, oxygen consumption and
ATP production due to the photodissociation of inhibitory nitric
oxide (Gonzalez-Lima, 2017; Hamblin, 2017, 2019; Hennessy
and Hamblin, 2017 Hamblin, 2017; Arias et al., 2020). However,
the contrary effect was also found, a reduction in the oxidative
metabolic activity in several limbic regions of adult control
rats after PBM administration (Gutiérrez-Menéndez et al., 2021;
Table 1). It should be noted that despite the results being directly
dependent on which parameters have been chosen and there
was high variability between these studies (Gutiérrez-Menéndez
et al., 2020), PBM administration achieves CCO modifications in
adult control subjects. Moreover, CCO changes after PBM have
been identified in adult healthy subjects, in several models of
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TABLE 1 | Comparison of PBM parameters used in previous research.

References Sample Age period PBM device Wave type Wavelength (nm) Irradiance
(mW/cm?)
Arias et al. (2016) Portal hypertension Adulthood LED - 610 £ 10 50
animals
Arias et al. (2020) Healthy animals Adulthood LED - 610 £ 10 50
Banqueri et al. Early stressed Adulthood Laser - 1,064 (Power: 30 mW)
(2019) animals
Barrett and Healthy humans Adulthood Laser Continuous 1,064 250
Gonzalez-Lima
(2013)
Blanco et al. (2016, Healthy humans Adulthood Laser Continuous 1,064 250
2017)
Buzza et al. (2019) Healthy animal Newborn LED - 630 4
De Taboada and Alzheimer disease Adulthood Laser Pulsed 810 (Powers: 40, 200,
Hamblin (2019) animal model and 400 mW)
dos Santos Healthy animals Adolescence/Adulthood Laser Continuous 810 (Power: 100 mW)
Cardoso et al.
(2021a)
Gonzalez-Lima Healthy humans Adulthood Laser Continuous 1,064 250
(2017);
Gonzalez-Lima
et al. (2019)
Gutiérrez- Healthy animals Adulthood Laser - 1,064 (Power: 30 mW)
Menéndez et al.
(2021)
Holmes et al. Healthy humans Adulthood Laser - 1,064 250
(2019)
Hwang et al. (2016) Healthy humans Adulthood Laser - 1,064 250
Lietal. (2021) Posttraumatic Adulthood Laser Continuous 808 25
stress disorder
animal model
Méndez et al. Hepatic Adulthood LED - 610 £ 10 50
(2021) encephalopathic
animals
Michalikova et al. Healthy animals Adulthood Laser Continuous 1,072 -
(2008)
Nadur-Andrade Bothrops moojeni Adulthood Laser - 685 (Power: 30 mW)
et al. (2016) venom in animals
Saucedo et al. Healthy humans Adolescence/Adulthood Laser Continuous 1,064 250
(2021)
Shinhmar et al. Healthy humans Adulthood LED - 670 40
(2020)
Shinhmar et al. Healthy humans Adulthood Laser - 1,064 160
(2020)
Zomorrodi et al. Healthy humans Adulthood LED Pulsed 810 75, 25, and 100
(2019)

disease and also in cognitive tasks, reporting a general decrease
in metabolic activity in the radiated groups (Arias et al., 2016;
Banqueri et al., 2019; Gutiérrez-Menéndez et al., 2021; Méndez
et al,, 2021). Nevertheless, in our study, after the application of
PBM in young healthy subjects, we did not find any alterations
in metabolic activity in male or female groups Additionally, the
analysis of the metabolic activity differences between sexes in
the three groups (PBM, PBMD, C), showed higher CCO activity
in the three female groups than male groups in the prefrontal
cortex and the hippocampus. These results are according with
the previous study of Spivey et al. (2008) that showed lower

male regional metabolic activity in prefrontal and parietal cortex
of healthy juvenile rats compared to the juvenile female group.
Similar results using adult samples were found by Gonzilez-
Pardo et al. (2020). In the same way, the c-fos proto-oncogene
expression has been less studied after the application of PBM.
This immediate early gene is one of the first groups of genes that
express within minutes after synaptic and neuronal activation
triggered by extracellular stimulation and it is involved in cell
proliferation and differentiation (Velazquez et al., 2015; Li et al.,
2021). As in the CCO studies, results are controversial: several
research studies have achieved an increase of c-Fos protein
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expression but others found a decrease of its expression in several
brain areas in healthy and disease models (Nadur-Andrade et al.,
2016; De Taboada and Hamblin, 2019; Arias et al., 2020; Li et al.,
2021; Table 1). By contrast, in our study, we did not achieve
any alterations in the c-Fos protein expression between young
groups in males or females after light application. However,
differences in the c-Fos expression between sexes in the three
groups (PBM, PBMD, and C) were found. The three male groups
displayed greater c-Fos positive cells than females in the three
studied areas of the prefrontal cortex while, in contrast, female
groups showed higher c-Fos expression in the CA3 subregion of
the hippocampus.

Our results are in accordance with the studies of Shinhmar
et al. (2020), dos Santos Cardoso et al. (2021a), and Saucedo
et al. (2021) (Table 1), who compared light administration
effects on retinal function, CCO and hemodynamic activity
and neuroinflammatory response, respectively, between young
and aged subjects. They found that after radiation, PBM effects
were greater in the older subject groups. It is known that in
brain aging several neurodegeneration processes, such as local
inflammation and energy metabolism reduction, take place (dos
Santos Cardoso et al.,, 2021b,c). Therefore, these researchers
speculated that the age-related mitochondrial decline, which is
not present in young populations, plays a key role in the outcomes
of PBM therapy (Shinhmar et al., 2020; dos Santos Cardoso et al.,
2021a; Saucedo et al., 2021). The same reasons can explain our
findings, as we applied PBM therapy in young subjects without
any apparent health issues and in the developing brain. At this
stage, brain function, specifically brain mitochondrial function,
is not disturbed so, the action of PBM in the mitochondria
is not detectable using the analysis of CCO activity and c-Fos
protein expression. We can suspect that PBM therapy would
be more effective in mitochondrially-compromised individuals
such as in adult/older subjects and even in several diseases,
than in young healthy subjects (Scaglia, 2010; Saucedo et al.,
2021). Nevertheless, there is a study by Buzza et al. (2019)
which found high weight, faster eye-opening, and normal blood
count in the developmental postnatal stage after applying red
light in postnatal rats from PND2 until PND13. Despite the
chosen subjects being healthy and newborn rats, results showed
earlier maturity without damage in the radiated group, showing
the potential applications of PBM in the first developing stages
(Buzza et al., 2019; Table 1). The study of Buzza et al. (2019) used
PBM at an earlier developmental stage compared to the present
study and did not examine any brain modification, differing
from our functional assessment of metabolic activity’s and c-Fos
expression’s alterations. However, it should be pointed out that
our study has several limitations that could lead to the results we
found. The analysis of CCO and c-Fos variations could be not
enough to detect PBM changes in these healthy young brains and
the addition of other functional or behavioral methods could have
helped to show PBM effects. Additionally, despite we included
a device group submitted to the same conditions as the PBM
group but without the light radiation for each sex in an attempt
to control any stress influences, the inclusion of a positive control
group would be relevant to show that the histological methods
used are sensitive to changes. These markers of brain function

suffer modifications in demanding conditions such as in an
early stress period (Banqueri et al, 2019) or under cognitive
requirements (Gonzalez-Lima, 2017; Gutiérrez-Menéndez et al.,
2021; Table 1).

In conclusion, we applied 5 days of 810 nm-PBM therapy in
the frontal area of the brain of male and female rats from PND
24 to PND 28 and we did not find any changes in metabolic
activity nor c-Fos protein expression in any of the studied groups
in the PFC nor the hippocampus. Taking into account the positive
effects reported in the developmental stage in healthy subjects,
the analysis of CCO and c-Fos variations carried out in our study
could be not enough to detect PBM changes in these healthy
young brains. More studies are necessary to examine in depth
PBM outcomes in brain development, cognitive functions and
postnatal disorders, along with the exploration of the optimal
light parameters.
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Photobiomodulation effects on active brain networks during a spatial memory task
Highlights
1. Photobiomodulation decreases CCO activity in many brain areas of control rats.
2. Both behavioural groups perform reversal memory task correctly.
3. Photobiomodulation decreases CCO levels in some brain areas involved in the task.

4. Photobiomodulation technique has more effects on active brain networks.
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Abstract

Photobiomodulation (PBM) or the use of red to near-infrared irradiation spectrum, is a non-
invasive intervention that produces neurostimulatory effects and reaches benefits in several
pathologies as well as in healthy subjects. The main objective of this study was to evaluate and
compare the effects of PBM in a rat brain network on basal state and functional activity during
the execution of a reversal task. Twenty-eight rats were divided into four groups: control group
(n=7), control photobiomodulation group (n=8), behavioural group (n=6) and behavioural
photobiomodulation group (n=7). Reversal memory was assessed using a Morris water maze
and cytochrome c oxidase (CCO) was used as a brain metabolic activity marker. After five days
of PBM, the control photobiomodulation group showed a decrease of CCO levels in the
striatum, medial septum, entorhinal, hippocampus, amygdala, thalamus, mammillary nuclei and
VTA. Both behavioural groups performed the task correctly, however, the behavioural
photobiomodulation group displayed CCO reduction in some regions involved in the execution

of the reversal task: septum, entorhinal, CA1, CA3, central amygdala and supramammilar, along
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with higher levels in accumbens. These results could show the effect of PBM on active brain
networks. Further studies will be necessary to elucidate its effects in different brain networks

that are involved in the execution of other memory tasks.

Keywords: photobiomodulation, near-infrared light, spatial memory, brain networks,

cytochrome ¢ oxidase.

Abbreviations: AccC, Accumbens Core; AccSh, Accumbens Shell; AD, Thalamus anterodorsal; AM,
Thalamus anteromedial; ATP, adenosine triphosphate; AV, Thalamus anteroventral; BC, behavioural
control group; BC+PBM, behavioural photobiomodulation control group; BLA, Basolateral Amygdala;
C, control group; CCO, cytochrome c oxidase; CeA, Central Amygdala; CG, Cingulate cortex; C+ PBM,
control photobiomodulation group; DG, Dentate Gyrus; ENT, Entorrinal cortex; IL, Infralimbic cortex;
LaA, Lateral Amygdala; LS, Lateral Septum; MML, Medial Lateral Mammillary; MMM, Medial Medial
Mammillary; MS, Medial Septum; MWM, Morris water maze; PBM, photobiomodulation; PL, Prelimbic
cortex; PRh, Perirhinal cortex; ROS, reactive oxygen species; STD, Dorsal Striatum; SuM,

Supramammilar; VTA, Ventral Tegmental Area.
1. Introduction

Currently, photobiomodulation (PBM) is one of the most promising therapies based on the
use of red to near-infrared irradiation spectrum (600-1100 nm) [1]. This non-invasive
intervention produces neurostimulatory effects and reaches numerous beneficial results in a
significant number of varied fields [2]. Thus, it is widely used to treat inflammatory conditions,
pain, wound healing of deep and superficial tissues and even for aesthetic purposes and welfare
[3,4]. Similarly, PBM has been proven effective in dentistry, dermatology and as well as clinical
pathologies such as traumatic brain injuries, neurodegenerative diseases, cancer, tumours and in
several psychiatric disorders [5-8]. Thus, PBM could become one of the most significant light

therapies in the near future [9].

The action mechanism of this therapy is the absorption of the light by the mitochondria,

specifically by the enzyme cytochrome ¢ oxidase complex (CCO), the terminal enzyme in the
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respiratory electron transport chain. This absorption has a large range of significant effects
being the improvement of metabolic function and the increase of adenosine triphosphate (ATP)
synthesis the most supported mechanisms of action [10]. Furthermore, it has been found that
PBM increases DNA synthesis, intracellular calcium, Delta CCO and oxygenated haemoglobin
concentrations and it activates many signalling pathways, such as the anti-apoptotic and pro-
survival signalling [3,6,10]. PBM also leads to a dissociation of nitric oxygen species that
follows the generation of reactive oxygen species (ROS) resulting in greater oxidation and the
activation of many transcription factors causing long-lasting cell effects [3,11]. In addition, this
technique can regulate the immune system response and stimulate neurogenesis, synaptogenesis
and neuroplasticity [6,12]. However, some studies have also described some adverse effects
induced by the use of PBM such as the increase of oxidative stress and the damage of DNA, the
existence of apoptosis in an hippocampal cell culture, a delay on brain repair on traumatic injury

in the mouse brain and increased diastolic pressure in major depression [13-16].

The assessment of the CCO activity in numerous studies has shown that the brain energy
demand involved in neuronal activity during a specific behavioural task is increased in the brain
areas that are involved in the task execution and, also, this brain activity is related to the
difficulty of task performance [17-20]. Conversely, it has been found that after a learning
process in a behavioural task, there is a reduction in CCO activity, therefore increasing the
efficiency of the region’s activity in regard to metabolic costs [21]. Thus, Olson et al. [22]
showed a correlation between a decrease in blood flow and the improvement of the performance
in a serial response time task and, Gobel et al. [23] found a pattern of deactivation in several
areas, improving the efficiency of the visuomotor processing in the Serial Interception Sequence
Learning task. Inthe same way, El Khoury et al. [24] using PBM to examine its effects in
normal subjects after two different tasks, found an activity reduction in several brain areas
involved in one of the tasks. Consequently, they suggested that near-infrared light had
significant effects on brain activity but only when the brain region is functionally active

executing an specific task and, this activity reduction could be a light protective effect [24].
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Taking into account these potential benefits reached by PBM during a task and its effects on
the CCO activity, the use of this therapy could have a differential effect on the brain networks if
the areas are functionally active and these effects could be positive, prompting an enhanced
efficiency of the metabolic process. Our study aimed to assess and compare the metabolic
effects of PBM in a basal state network and in a functionally active neural brain network during
the execution of a spatial reversal memory test. This behavioural protocol entails the ability to
flexibly shift response patterns after a change in environmental conditions [25], a process that is
mainly mediated by the prefrontal cortex [26]. Reversal memory is mostly impaired in several
pathologies such as attention deficit hyperactivity disorder, autism, schizophrenia, Alzheimer’s
disease, and Parkinson’s disease [27,28]. It therefore becomes crucial to determinate if PBM
could be a potential treatment that could modulate brain activity underlying this cognitive
function. Thus, rats of the behavioural groups performed a reversal memory test in the Morris
water maze (MWM) and then, both experimental groups, one that performed the task and
another without learning, received PBM just behind the eyes to target mostly frontal areas.
Brain function was compared with control conditions studying brain metabolic activity of the

areas involved in the task by means of CCO histochemistry.
2. Materials and Method
2.1 Subjects

A total of 28 3-month-old male Wistar rats were used. All the animals were maintained
at constant room temperature (22 + 2 °C), with a relative humidity of 65-70% with an artificial
light-dark cycle of 12 h (8:00-20:00/20:00-8:00) and ad libitum access to food and tap water.
The procedures and manipulation of the animals were carried out according to European
Communities Council Directive 2010/63/ EU and Royal decree N° 53/2013 of the Ministry of
the Presidency related to the protection of animals used for experimentation and other scientific

purposes. The local committee for animal studies of the Oviedo University approved the study.



Journal Pre-proof

Animals were randomly distributed into four groups: control group (C, n=7), control
photobiomodulation group (C+PBM, n=8), behavioural control group (BC, n=6) and
behavioural photobiomodulation control group (BC+PBM, n=7). We carried out two different
experiments in order to assess the metabolic effects of photobiomodulation therapy. In
experiment 1, we compared C and C+PBM groups to assess the effects of PBM on basal control
rats and, in experiment 2 we evaluated its effects on animals subjected to behavioural

procedures, comparing results of BC and BC+PBM groups.
2.2. Reversal task in the Morris water maze

Animals of BC and BC+PBM groups were trained in the MWM, a circular pool of 150
cm diameter placed in the centre of a 16 m® lit room (two lamps of 4000 Ix) surrounded by
black panels on which different spatial cues were placed. The water level was 30 cm, at a
temperature of 22 £ 2 °C. The scape platform used was a cylinder, 10 cm in diameter, placed 2
cm below the water. The pool was divided into four equal imaginary quadrants (A, B, C and D)
to locate start positions and platforms. The behaviour of the animal in the MWM was recorded
using a video camera (Sony V88E) connected to a computer with the software EthoVision Pro

(Noldus Information Technologies, Wageningen, the Netherlands).

Behavioural procedures carried out were described in Banqueri et al. [29] and the
learning protocol consisted of six days. The first day was devoted to the habituation of the
animals to the task in which the animals carried out four trials with a visible platform situated in
the centre of the pool. On the following four days, animals were training with a reference
memory test where they received four acquisition trials per training session or day, in which the
platform was hidden in the centre of quadrant D. Each animal was placed in the water in one
pseudo-randomized quadrant and then, given 60 seconds to find the platform. If the rat did not
reach the platform after this time, it was placed on the platform for 15 seconds. During the inter-
trial interval, they were placed in a black bucket for 30 seconds. Daily, at the end of the session,
a 25-second transfer learning trial was performed, where the platform was removed to measure

the percentage of time spent in each quadrant.
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On the last day, the sixth day, reversal learning was tested. The rats carried out eight acquisition
trials where the scape hidden platform was moved to the quadrant opposite to its previous
location, quadrant C. Experimental conditions were the same as in the memory training. Escape

latencies and the time of permanence in each quadrant were recorded during the acquisition.
2.3. Photobiomodulation Therapy

The photobiomodulation therapy performed was described in Banqueri et al. [29].
Animals of C+PBM and BC+PBM groups were housed in individual cages and received
photobiomodulation for five days coinciding with the habituation day and the four days of the
reference  memory test. Three days before therapy, animals were habituated to
photobiomodulation. In this habituation, we attached Velcro to their previously shaved heads,
on the first third of the head just behind the eyes, in attempts to target mostly frontal areas.
During the following five days, the animals received 60 cycles (20 seconds ON and 40 seconds
OFF) with a total duration of one hour, daily, using a wavelength of 1,064nm with an applied
power of 30mW. Approximately 1.1% of the applied power reaches the brain tissue and the

applied dose was 20J/cn?.
2.4. Cytochrome oxidase histochemistry

Ninety minutes after the end of the reversal task, the animals were decapitated. Brains
were removed, frozen rapidly in N-methyl butane (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), and stored at
-40°C. The protocol carried out for the tissue treatment was described by Banqueri et al. [29].
Coronal sections (30 pm) of the brain were cut at -22 °C in a cryostat (Leica CM1900,
Germany). To quantify enzymatic activity and control staining variability across different baths,
sets of tissue homogenate standards from the Wistar rats' brains were cut at different thicknesses

(10, 30, 50 and 70 pum) and included with each bath of slides.

Sections and standards were fixed for 5 min in 0.1 M phosphate buffer with 10% (w/v)
sucrose and 25% glutaraldehyde, pH 7.6. Next, baths of 0.1M phosphate buffer with 10% (w/v)

sucrose were given for 5 min each, and one bath of 0.05M Tris buffer, pH 7.6 (0.275 mg/|
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cobalt chloride (Aldrich, Germany), 10% (w/v) sucrose (Sigma, Germany), 6 g/l Trizmabase
(Sigma, USA), and 0.5% (v/v) dimethyl-sulfoxide (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) for 10 min.
Then, they were maintained in 0.1M phosphate buffer, pH 7.6, for 5 min and incubated in a
solution of 0.0075% (w/v) cytochrome c¢ oxidase (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain); 0.002% (w/v)
catalase (Sigma, Spain); 5% (w/v) sucrose (Sigma, Germany); 0.25% (v/v) dimethyl-sulfoxide
(Sigma- Aldrich, Madrid, Spain); and 0.05% (w/v) diaminobenzidine tetra-hydrochloride
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) in 800 ml of 0.1M phosphate buffer at 37 °C for 1 h.
Subsequently, the reaction was stopped by fixing the tissue in buffered 4% (v/v) formalin.
Finally, sections were dehydrated, cleared with xylene (Avanter, Poland), and cover-slipped

with Entellan (Merck, Germany).
2.5. CCO optical density quantification

The densitometric quantification of CCO activity was carried out by means of analysing
the images of the regions of interest of the brain using a high precision illuminator, a digital
camera and a computer equipped with the MCID Core 7.0 program (MCID, Interfocus Imaging
Ltd., Linton, England). The mean optical density of each region was measured using three
consecutive sections from each subject. In each section, four non- overlapping readings were
taken, using a square-shaped sampling window adjusted for each region size. These
measurements were averaged to obtain one mean per region for each subject. Then, optical
density values were converted to CCO activity units, determined by the enzymatic activity of

the standards measured spectrophotometrically [30].

The regions of interest were defined according to the stereotactic atlas of Paxinos and
Watson [31], and the distance in mm of the regions counted from bregma was the following:
+3.20mm for the cingulate (CG), prelimbic (PL) and infralimbic (IL) cortices; +1.56 mm for the
dorsal striatum (STD) and the ventral striatum (Accumbens Core; AccC, Accumbens Shell;
AccSh), +1.92 for septum (medial; MS and lateral; ML); -1.20 for the anterodorsal,
anteromedial and anteroventral thalamus (AD, AM, AV); -2.28 mm for the CAl, CAS3, and

dentate gyrus (DG) subfields of the dorsal hippocampus, perirhinal cortex (PRh) and amygdala
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(Basolateral; BLA, Central; CeA, Lateral; LaA) and -4.56 mm for the supramammillary (SuM),
medial medial mammillary (MMM), medial lateral mammillary (MML), ventral tegmental area

(VTA) and entorhinal cortex (ENT) (Fig. 1).

Fig. 1. Regions of interest. Sampling frames of CCO histochemistry in the brain regions of interest. Cingulate
cortex= CG, Prelimbic cortex=PL, Infralimbic cortex=IL, Dorsal Striatum=STD, Accumbens Shell=AccSh,
Accumbens Core=AccC, Medial Septum=MS, Lateral Septum= LS, Thalamus anterodorsal=AD, Thalamus
anteromedial=AM, Thalamus anteroventral=AV, Basolateral Amygdala=BLA, Central Amygdala=CeA, Lateral
Amygdala=LaA, field CAl of hippocampus=CAl, field CA3 of hippocampus=CA3, Dentate Gyrus=DG,
Supramammilar=SuM, Medial Medial Mammillary=MMM, Medial Lateral Mammillary=MML, Ventral Tegmental
Area=VTA, Perirhinal cortex=PRh, Entorrinal cortex=ENT.

2.6. Statistical analysis

The data obtained was analysed using the software Sigma-Stat 12.5 (Systat Software
Inc., Richmond, California). The significance level was defined as p <0.05. Graphic
representation of the results was performed with the SigmaPlot 12.5 software (SPSS Inc. and

IBM Company, USA). All data was expressed as mean £ SEM.
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Regarding behavioural data, escape latencies were analysed separately for each group
and day using a one-way repeated-measures ANOVA. Post hoc comparisons were done when
significant differences were found using Tukey test. The time spent in each quadrant (A, B, C,
D) was analysed using one t-test per group and day comparing the target quadrant permanence
(D in reference memory training and C during reversal memory training) with the other three
guadrants. A non-parametric Mann-Whitney U-test was performed when the normality test

failed.

Statistical comparisons of CCO activity values in each brain region were analysed using a t-test.
Mann-Whitney U test was applied when the normality assumption failed. Group differences
CCO activity in each brain region of interest were analysed using one-way ANOVAs, following
by post hoc comparisons using the Holm-Sidak method. Kruskal-Wallis One-Way Analysis of
Variance o Ranks (H) was performed when equal variance failed, and Dunn’s Method was used

as a multiple comparison procedure.
3. Results
3.1.Behavioural results of BC and BC+PBM groups

Analysis of the escape latencies during reference memory training did not show a main
effect of day in BC group (Fs:15=1.479, p=0.260). Nevertheless, BC+PBM group showed
statistically significant differences throughout the days (F31s=5.655, p=0.007), but only between

the first and fourth training day (p = 0.004) (Fig. 2A).

In regards to the time spent in the quadrants, BC group spent more time in the target quadrant
(D) during the probe trials of the reference memory training (D1: t; = -4.872, p<0.001; D2:
to) = -4.625, p<0.001; D3: t) = -2.111, p= 0.046; D4: ty) = -3.394, p= 0.003). The analysis of
the probe trial of the reversal memory training data of day 5 showed preserved cognitive
flexibility, with preference to the new reinforced quadrant (C) over the others (D5: t,) = -2.250,
p<0.035) (Fig. 2B). Similarly, BC+PBM group showed a preference for the rewarded quadrant

(D) during all days of reference memory training (D1: U=27.000, n;= 7, n,= 21, p= 0.015; D2:
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ts) = -3.721, p<0.001; D3: tpe = -3.989, p< 0.001; D4: ts) = -4.738, p<0.001) and also more
permanence in the target quadrant (C) during reversal memory training (D5: tpg = -2.211, p=

0.036), exhibiting cognitive flexibility (Fig. 2C).
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Fig. 2. Morris water maze behavioural results (Mean £ SEM). A. Escape latencies of BC and BC+PBM groups. The
x-axis shows the days. Only BC+PBM group showed a decrease in escape latency on the fourth day (* p<0.05). B.
Permanence of BC group in each quadrant (A, B, C, D) during the probe trials. BC subjects reached the learning
criteria on the first day and showed intact cognitive flexibility (* p<0.05). C. Permanence of BC+PBM group in each
quadrant (A, B, C, D) during the probe trials. This group also reached the learning criteria on the first day and showed
intact cognitive flexibility (* p<0.05). The x-axis shows the days. Grey bars show percentage of permanence in
reinforced quadrant (D during reference memory training and C, on day 5, during reversal memory training). Black
bars represent the average permanence in the rest of the quadrants. Behavioural control group=BC, Behavioural
photobiomodulation control group=BC+PBM.

3.2.CCO activity

In experiment 1, analysing the differences on CCO activity between C and C+PBM group,
we found that PBM treatment reduced CCO wunits in dorsal and ventral striatum
(STD: tus = 3.684, p=0.003; AccC: tuz = 2.857, p=0.013; AccSh: U=9.000, n,= 7, n,= §,
p= 0.029), MS (tusy = 6.962, p<0.001), ENT (tu = 3.513, p=0.004), hippocampus

(CAL: tus = 3.294, p=0.006; CA3: tu3 = 3.727, p=0.003; DG: t3 = 3.034, p=0.010), amygdala
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(CeA: tay = 7.706, p<0.001; LaA: U=4.000, n;= 7, n,= 7, p= 0.007; BLA: U=1.000, n;= 7,
n,= 7, p= 0.001), thalamus (AD: tus = 2.346, p=0.035; AV: tus = 2.969, p=0.011,
AM: tuz = 2.686, p=0.019), mammillary nuclei (MMM: ty, = 3.112, p=0.011; MML:
U=4.000, n;= 6, n;=6, p= 0.026; SuM: U=0.000, n,= 6, n,=6, p= 0.002) and ATV (tug =

3.341, p=0.007) (Fig. 3A)

Likewise, in experiment 2, BC+PBM group showed fewer CCO units than BC group in MS
(tany = 3.262, p=0.008), ENT (tu; = 2.438, p=0.033), CAl (tg = 3.569, p=0.005),
CA3 (tuo = 3.314, p=0.008), CeA (tuy = 2.256, p=0.045), and SUM (to = 2.390, p=0.038),
but not in AccC (U=6.000, n;= 6, n,= 7, p= 0.035), where BC+PBM group had higher CCO

units (Fig. 3B).
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Fig. 3. CCO results (mean £ SEM). A. CCO values in C and C+PBM groups. There were significant differences
between the groups in STD, AccC, AccSh, MS, ENT, CA1, CA3, DG, CeA, LaA, BLA, AD, AV, AM, MMM,
MML, SuM and VVTA (*p<0.05). B. CCO values in BC and BC+PBM groups. Significant differences were found in
AccC. MS, ENT, CAL, CA3, CeA and SuM (*p<0.05). Groups: control group=C, Control photobiomodulation group
= C+PBM, Behavioural control group = BC, Behavioural photobiomodulation control group=BC+PBM.
Avreas: Cingulate cortex= CG, Prelimbic cortex=PL, Infralimbic cortex=IL, Dorsal Striatum=STD, Accumbens
Shell=AccSh, Accumbens Core=AccC, Medial Septum=MS, Lateral Septum= LS, Thalamus anterodorsal=AD,
Thalamus anteromedial=AM, Thalamus anteroventral=AV, Basolateral Amygdala=BLA, Central Amygdala=CeA,
Lateral Amygdala=LaA, field CAl of hippocampus=CALl, field CA3 of hippocampus=CA3, Dentate Gyrus=DG,
Supramammilar=SuM, Medial Medial Mammillary=MMM, Medial Lateral Mammillary=MML, Ventral Tegmental
Area=VTA, Perirhinal cortex=PRh, Entorrinal cortex=ENT.

Finally, CCO units of C, BC and BC+PBM groups were contrasted to analyse more deeply
the potential differences in their metabolic activity. Significant group differences in CCO
activity were found in the prefrontal cortex (CG: F,16=7.768, p=0.004; PL: F,:=5.857,
p=0.012; IL: F;16=4.715, p=0.025), dorsal and ventral striatum (STD: F,,=22.243, p<0.001,;

AccC: H,=12.247, p=0.002; AccSh: H,=12.121, p=0.002), septum (MS: F,,,=14.117, p<0.001;
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LS: F,17,=3.957, p=0.039), ENT (F,1;=5.355, p=0.016), hippocampus (CAl: F,.,=22.485,
p<0.001; CA3: F,16=6.491, p<0.009; DG: F,16=3.860, p=0.043), amygdala (BLA: F,:,=12.291,
p<0.001; CeA: F,17=46.678, p<0.001; LaA: H,=13.566, p=0.001), thalamus (AD: F,1,=14.000,
p<0.001; AM: H,=7.898, p=0.019; AV: F,1;=9.999, p=0.001) and in mammillary nuclei (SuM:
F215=23.280, p<0.001; MMM: F,15=4.753, p=0.025; MML: F,5=18.808, p<0.001) but not in
PRh (F;17=2.957, p=0.079) and VTA (F,15=2.972, p=0.082). The statistical analysis of pair-
wise differences between groups using the Holm-Sidak method showed an overall pattern of

CCO activity increase in C group as compared to BC group in prefrontal cortex (CG: t= 3.635,
p=0.007, PL: t= 3.296, p=0.014, IL: t= 2.533, p=0.044), dorsal and ventral striatum (STD:
t= 6.066, p<0.001, AccC: Q= 3.494, p<0.05, AccSh: Q= 3.313, p<0.05), CA1 (t= 3.732,
p=0.004), amygdala (BLA: t= 2.612, p=0.036; CeA: t= 6.496, p<0.001; LaA: Q= 2.633,
p<0.05), AD (t= 4.280, p=0.001), AV (t= 4.123, p=0.002) and in mammillary nuclei (SuM:

t= 4.161, p=0.002; MMM: t= 2.822, p=0.038; MML: t= 5.936, p<0.001).

In addition, C group showed greater CCO activity than BC+PBM group in CG (t= 3.030,
p=0.016), IL (t= 2.709, p=0.046), STD (t= 5.346, p<0.001), AccSh (Q= 2.530, p<0.05),
septum (MS: t= 5.278, p<0.001; LS: t= 2.812, p=0.036), ENT (t= 3.018, p=0.023),
hippocampus (CA1l: t= 6.665, p<0.001; CA3: t= 3.521, p=0.008; DG: t= 2.666,
p=0.050), amygdala (BLA: t= 4.951, p<0.001; CeA: t= 9.394, p<0.001; LaA: Q= 3.524,
p<0.05), thalamus (AD: t= 4.785, p<0.001; AM: Q= 2.711, p<0.05; AV t= 3.499,
p=0.005) and in mammillary nuclei (SuM: t= 6.764, p<0.001; MMM: t= 2.487, p=0.050;

MML: t= 4.304, p=0.001).

Also, BC group showed higher CCO activity than BC+PBM group in MS (t= 3.075,
p=0.014), ENT (t= 2.560, p=0.040), CAl (t= 2.826, p=0.012), CA3 (t= 2.481,
p=0.049), BLA (t= 2.144, p=0.047), CeA (t= 2.529, p=0.022), SuM (t= 2.603, p=0.020)

(Table 1).
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Table 1. Cytochrome oxidase activity of the selected brain regions in the studied groups (means and S.E.M.)

Regions C BC BC+PBM
Prefrontal cortex
Cingulate cortex 31,31 +1,48 * 24,62 +0,87 #2573 +1,43
Prelimbic cortex 30,57 £ 1,27 *24,65+1,44 26,21 +1,14
Infralimbic cortex 29,01 +£0,95 *2480+1,03 #2450+ 157
Dorsal Striatum 35,84 +1,06 *26,20+0,74 #27,68+1,34
Ventral Striatum
Accumbens Core 39,02 + 0,89 *28,14+1,12 32,93+1,84
Accumbens Shell 46,80 +1,31 *33,19+1,12 #36,01 +£1,65
Septum
Medial septum 27,49+1.31 23,99 +0,78 & # 18,58 +1,37
Lateral septum 33,39 +1,37 31,11 +1,07 #28,61+1,18
Perirhinal 27,87 +1,51 25,39 +1,23 22,73+1,73
Entorhinal 27,63+ 1,29 26,92 +1,75 & #2152 +1,40
Hippocampus
CAl 25,23+ 0,74 *22,04 +£0,48 & # 19,53 + 0,52
CA3 26,57 +1,25 25,24 +0,79 & #21,64+0,75
Dentate gyrus 43,11 + 2,05 37,17 +1,76 #34,89+273
Amygdala complex
Basolateral n. 35,12+ 0,94 *30,76 £ 1,15 & #2719+1,34
Central n. 34,32 + 0,50 *27,78 £0,62 & # 25,24 + 0,89
Lateral n. 27,75+ 0,50 *23,53+0,62 #21,92 +£1,02
Thalamus
Anterodorsal thalamus 49,88 + 2,00 *39,05+0,88 #38,25+ 1,95
Anteromedial thalamus 31,37 +1,11 26,11 +1,36 #2511 +2,13
Anteroventral thalamus 41,72 +1,73 *32,70 £ 1,52 #34,37+1,27
Mammillary nuclei
Supramammillary n. 31,20+£0,71 *25,52 +1,01 & # 21,96 + 1,09
Medial medial mamm. 30,39 + 1,68 *24,42 £0,52 #2513 +1,77
n.
Medial lateral mamm. n. 29,82 +0,77 *23,69+0,50 #25,37 +£0,82
Ventral Tegmental area 22,67 +1,06 19,57 +1,18 18,85+1,19

*: Significant differences between C and BC group (p<0.05). #: Significant differences between C and BC+PBM
group (p<0.05). &: Significant differences between BC and BC+PBM group. Mamm=mammillary; n=nucleus;
C=control group; BC=behavioural control group; BC+PBM=behavioural photobiomodulation control group.

4. Discussion

The present study aimed to evaluate the effects of PBM in a functionally active neural rat
brain network during the execution of a reversal test. We found that after five days of PBM
there was a reduction of CCO activity in some limbic regions that are involved in the execution

of the reversal task (MS, ENT, CAL, CA3, CeA and SuM), along with higher levels in AccC.
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Moreover, we also assessed the effect of this technique in control rats, without learning, and we
found a decrease on the oxidative metabolic activity in striatum, medial septum, ENT,
hippocampus, amygdala, thalamus nuclei, mammillary nuclei and VTA. Despite applying PBM
on the first third of the head, this technique might show a systemic effect causing changes in

CCO levels in remote regions through the transmission of its effect in the brain networks.

PBM uses near-infrared light to stimulate, heal and even regenerate damaged tissues and
several physiological processes [6,32]. Studies have demonstrated that PBM can reverse
apoptotic processes, promote the survival and longevity of the brain cells, leading to brain
neuroprotection, and also stimulate angiogenesis [3,10]. It has also displayed photoaging effects
and anti-tumor actions through the inhibition of cancer cell proliferation [3]. This breadth of
changes is possible due to the absorption of the photons by the CCO which increases ATP
levels and leads to numerous biological modifications [33]. However, it should be noted that all
these results are dependent on the dose of light fluence applied, being between 600 and 1,200

nm, the higher range of penetration and-absorption by the CCO [34].

PBM has been used not only as a treatment of several pathological conditions but also it has
been applied to healthy subjects with no clinical symptoms to study its basal effects [35].
Therefore, some studies, such as the research carried out by Wang et al. [36] and Zomorrodi et
al. [37], have found that after the application of PBM in human population there is a rise of
alpha, beta and gamma frequencies and a reduction of delta and theta frequencies of several
brain networks, exhibiting a modulator effect of PBM on brain waves. Some studies have
shown that theta rhythm is critical for hippocampal functions and the alteration of these
oscillations could impair spatial and nonspatial memory and learning [38,39]. Therefore, several
research lines have been focused on PBM’s consequential effects during the execution of
different tasks and they have found cognitive enhancements. Hence, PBM has reported
improvements in human executive and mnesic functions, in learning and attentional capacity
[40-42]. Animal research has yielded similar results regarding improving memory and spatial

performance and halting cognitive decline [43,44].
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In our study, in experiment 1, we examined the effects of five days of 1,064nm PBM on the
oxidative metabolic activity of basal control healthy rats. Results showed that, in contrast with
the rats that did not receive the PBM treatment, the C+PBM group showed fewer levels of CCO
in the striatum, medial septum, ENT, hippocampus, amygdala, thalamus nuclei, mammillary
nuclei and VTA. Hence, according to other studies, PBM generated changes in the brain activity
of healthy subjects. However, in experiment 2, we assessed the changes in CCO activity after
the use of PBM in animals whose known brain networks have been activated by performing a
memory task. CCO changes reflect modifications in neural metabolic activity because of
learning processes [18]. It has been shown that after this learning there is a reduction in
metabolic costs, increasing the efficiency of the areas involved in the task [21]. Furthermore,
such pattern of reduction in brain activity has been also related to the difficulty of the task [17].
Similarly, we found that the BC+PBM group displayed lower CCO levels in several limbic
areas that were involved in the execution of the memory tasks: MS, ENT, CA1, CA3, CeA, and
SuM and higher levels in AccC in comparison with BC group. Therefore, hippocampal regions
(CA1, CA3 and ENT) are strongly required for spatial learning [45,46] and they are connected
with the SuM, via fornix [47]. The hippocampus also sends and receives afferences from the
MS, structure that also send projections to the SuM, generating an active spatial network
[46,47]. Conversely, we also found a reduction in the metabolic activity of the amygdala. This
region could be linked to the emotional aspects of the task and the lower levels could display
fewer levels of stress or anxiety in BC+PBM group [20]. So, the use of PBM could have made
easier the execution of the task and could have decreased the metabolic activity of BC+PBM
group enhancing the efficiency of this brain active network involved in the spatial memory task.
Equivalent results were found by Méndez-L6pez et al. [17]: they showed that there was a CCO
activity reduction in several regions involved in a memory task along with, a behavioural
improvement when the animals were submitted to only one more trial of this memory task.
These results support the idea that an easier execution of the task could be related to the brain
changes. Although the animals performed a reversal task that had high difficulty, they were

submitted to eight trials after the transfer trial. The large number of trials was enough training to
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perform the task correctly and such overtraining could explain why we did not observe
behavioural differences between groups that obviously display the effect of PBM in brain active
networks. Finally, in BC+PBM group we found a rise of CCO activity in AccC. This area is
related to relief learning, the induction of positive emotional states due to the association of a
neutral stimulus with the cessation of an aversive event [46,48]. Higher levels of CCO in this
area could demonstrate that the BC+PBM group were attributing greater levels of reinforcement
to the hidden platform and this could be increasing their seeking behaviours. These brain
metabolic changes found by the use of PBM, might explain the marginal difference found in the
behavioural tasks because, despite the accurate execution of both groups in the reference
memory and reversal task, BC+PBM group displayed a significant latency reduction between

day 1 and 4 while BC group remained invariable during all days.

Finally, considering these results, we compared the oxidative metabolic activity of C, BC
and BC+PBM groups. Results showed that there was a similar pattern of CCO reduction in BC
group compared with C group in several limbic areas: prefrontal regions, striatum, CAL,
amygdala, AD, AV and mammillary nuclei. Similarly, BC+PBM group also displayed lower
levels of CCO compared with C group but in this case, we found a different pattern of CCO
reductions that involve a larger number of limbic regions: prefrontal regions, STD, AccSh,
septum, ENT, hippacampus, amygdala, thalamus and mammillary nuclei. As described above,
all these regions are distinctly involved in spatial memory, therefore, groups that performed and
learned the behavioural tasks showed fewer levels of CCO. Moreover, the BC+PBM group
displayed more differences with C group than BC group, showing that PBM prompts changes in
many regions involved in the task, making them more efficient and reducing the metabolic cost.
Lastly, we found that BC+PBM displayed less CCO levels in MS, ENT, CAL, CA3, BLA and
SuM than BC group. This confirm our hypothesis with regards to the effects of PBM on active
networks: PBM made the task easier and decreased metabolic activity in the limbic system that
was active in the execution of the spatial memory task. In further research, it could be also

useful to examine the effects of this technique during the execution of other behavioural tests
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that entails other types of learning to elucidate the effects of PBM in diverse active brain

networks.
5. Conclusions

The results of the present study show the effects of PBM on brain networks of healthy control
rats and on brain networks that were active during the execution of a reversal memory task.
Oxidative metabolic activity was evaluated using CCO histochemistry and showed that control
rats that received PBM therapy showed less CCO levels in the striatum, medial septum, ENT,
hippocampus, amygdala, thalamus nuclei, mammillary nuclei and VTA. Conversely, the
administration of PBM in rats that performed a reversal memory task, resulted in lower levels of
CCO in several limbic areas that were involved in the execution of the task (MS, ENT, CA1,
CA3, CeA, and SuM) and higher levels in AccC, along with a slight difference in scape
latencies. These results could show the differential effect of PBM on active brain networks but
further studies are necessary to elucidate its effects in different brain networks that are involved

in the execution of other memory tasks.
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Adicionalmente a los resultados de las publicaciones presentadas en la presente tesis doctoral
correspondientes a los estudios I (Publicacion 2) y III (Publicacion 4) del bloque I y el estudio I
(Publicacion 3) del bloque II, a continuacion, se presentaran nuevos resultados suplementarios

obtenidos en el bloque I realizados con sujetos jovenes que completaran los objetivos descritos.

5.1 Bloque I: estudio Il (Objetivo 3)

El analisis de la densidad de células gliales (astrocitos y microglia) en sujetos machos jovenes
mostrd la ausencia de diferencias significativas en la densidad de astrocitos en CG (F»,15=1,239,
p=,318), PL (H,=3,263, p=,196) y IL (F>,5=,710, p=,507) (Figura 18A). Mismos resultados fueron
encontrados en el caso de la densidad de la microglia con ausencia de diferencias entre los grupos en
las regiones de interés (CG: F»15=1,051, p=,374, PL: F»15=,461, p=,639 y IL: F»:5=,412, p=,670)
(Figura 18B).
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Figura 18. Resultados de la densidad de células gliales en los grupos de machos jévenes (PND29)
en las regiones de interés (Media + EEM). A. Numero de células GFAP-IR *1000/um?. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en la densidad de astrocitos las regiones
de interés (p>,05). B. Numero de células Iba-1-IR *1000/ um?. No se encontraron diferencias
estadisticamente relevantes entre los grupos en la densidad de microglia en las regiones de interés
(p>,05). CG, corteza cingulada; PL, corteza prelimbica; IL, corteza infralimbica. Grupos: MC-
CG, grupo control; MFBM-CG, grupo radiado; MDFBM-CG, grupo sometido a las mismas
contingencias experimentales que el grupo radiado, pero, con el dispositivo apagado.

5.2 Bloque I: estudios IV y V (Objetivo 5)

El analisis de los resultados de los estudios IV y V (Objetivo 5), cuenta con la evaluacion de la
ejecucion en el protocolo de memoria de referencia espacial. Las latencias de escape de los grupos de
machos MDFBM-MR y MFBM-MR mostraron ausencia de diferencias significativas en la interaccion
grupo x dia (F's14=,770, p=,574) y en el factor grupo (F,114=2,414, p=,123). Sin embargo, el factor dia
resulto significativo (£5,114=12,133, p<,001) encontrandose en las comparaciones post hoc diferencias

entre el dia 1 con el dia 3 (= 3,021, p=,028) dia 4 (= 4,350, p<,001), dia 5 (= 6,321, p<,001) y dia 6
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(= 5,898, p<,001), entre el dia 2 con el dia 5 (= 4,674, p<,001) y el dia 6 (== 4,251, p<,001), y

finalmente, entre el dia 3 con los dias 5 (= 3,300, p=,013) y 6 (= 2,877, p=,038), existiendo una

reduccion de las latencias con el transcurso de los dias (Figura 19).
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Figura 19. Latencias de escape de los grupos de machos jovenes (PND24-PND29) durante el
protocolo de referencia espacial dificil (dos ensayos/dia) (Media + EEM). Existe una
reduccion en las latencias de escape en ambos grupos a lo largo del transcurso de los dias
(* p<,05). El eje x muestra los dias. Grupos: MFBM-MR, grupo radiado con FBM simultanco a

la ejecucion del protocolo conductual, MDFBM-MR, grupo sometido a las mismas contingencias
experimentales que el grupo radiado, pero con el dispositivo apagado.

En cuanto a la permanencia en los cuadrantes, el grupo MDFBM-MR present6 diferencias
significativas en la interaccion dia x cuadrante (Fi2,35=5,089, p<,001) y en el factor cuadrante
(F3,135=17,903, p<,001) mientras que el factor dia no fue estadisticamente relevante. Los analisis de
comparaciones multiples mostraron diferencias entre el cuadrante C y el resto de los cuadrantes A (=
2,658, p=,035), B (= 4,181, p<,001) y D (= 2,775, p=,031) en el dia 1, entre el cuadrante C y los
cuadrantes A (= 3,440, p=,004) y B (= 3,587, p=,003) en el segundo dia de la prueba, entre el cuadrante
C y el cuadrante B (= 2,615, p=.039) el tercer dia junto con la existencia de diferencias entre el
cuadrante D y el cuadrante A (=3,415, p=,004) y B (=4,652, p<,001). Finalmente, en los dias restantes
de protocolo, dia 4, 5 y 6, se encontraron diferencias significativas entre el cuadrante D y el resto de
cuadrantes (Dia 4: A: = 3,886, p<,001, B: = 4,412, p<,001 y C: = 2,532, p=,049; dia 5: A: =4,491,
p<,001, B: = 4,040, p<,001 y C: = 3,279, p=.005 y dia 6: A: t= 7,424, p<,001, B: = 4,746, p<,001 y
C: =5,222, p<,001), existiendo también, el ultimo dia, diferencias entre el cuadrante B y el cuadrante
A (= 2,677, p=.025). Los animales del grupo MDFBM-MR, por tanto, alcanzan el criterio de
aprendizaje en el cuarto dia de entrenamiento (Figura 20A). Por otro lado, respecto al grupo MFBM-

MR, se encontré que, al igual que en el grupo MDFBM-MR, el factor cuadrante (F3, 150=24,882,
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p<,001) y la interaccion dia x cuadrante (F1s,150=8,174, p<,001) eran estadisticamente significativos
mientras que el factor dia no lo era (F5,150=,848, p=,523). Los anélisis post hoc mostraron diferencias
significativas entre el cuadrante C y el cuadrante A (= 2,642, p=,036), B (= 4,034, p<,001) y D (=
4,472, p<,001) en el primer dia de entrenamiento, entre el cuadrante C y el cuadrante B (= 3,021,
p=,017) en el segundo dia y entre el cuadrante D y el cuadrante A (= 3,068, p=,012) y B (+= 3,608,
p=,002) en el tercer dia, junto con diferencias entre el cuadrante C y el cuadrante B (= 2,732, p=,028).
Finalmente, los tres dias restantes (dia 4, 5 y 6) se encontraron diferencias significativas tinicamente
entre el cuadrante D con el resto de los cuadrantes (Dia 4: A: = 5,383, p<,001, B: =4,737, p<,001 y
C: =3,681, p=,001; dia 5: A: = 7,131, p<,001, B: = 6,660, p<,001 y C: = 6,038, p=.005 y dia 6: A:
=17,675, p<,001, B: = 5,483, p<,001 y C: = 5,483, p<,001), alcanzando el criterio de aprendizaje, al
igual que el grupo MDFBM-MR, el cuarto dia de entrenamiento (Figura 20B).
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Figura 20. Permanencia de los grupos de machos en cada cuadrante (A, B, C, D) durante el
protocolo de referencia espacial dificil (dos ensayos/dia) (Media + EEM). A. Permanencia
del grupo sometido a las mismas contingencias experimentales que el grupo radiado, pero con el
dispositivo apagado (PND24-PND28). Alcanzan el criterio de aprendizaje en el cuarto dia de
prueba (* p<,05). B. Permanencia del grupo sometido a FBM (PND24-PND28). Al igual que el
otro grupo, alcanzan el criterio de aprendizaje en el cuarto dia (* p<,05). El eje x muestra los dias.
Cuadrante reforzado: cuadrante D.

Dada la mejora conductual hallada en el grupo de machos jovenes en el estudio IV con respecto al
estudio III presentado en la publicacion 4, se decidio examinar en profundidad las diferencias en la
permanencia en la zona periférica a lo largo de los dias. Asi pues, los analisis mostraron diferencias
significativas en el factor grupo (Fi95=4,936, p=,039) y en el factor dia (Fs95=16,522, p<,001),
mientras que la interaccion grupo x dia (Fs9s5=1,822, p=,112) no fue estadisticamente relevante. Los
analisis de comparaciones multiples mostraron una mayor permanencia del grupo MDFBM-MR en la
zona periférica (1=2,222, p=,039) y diferencias entre el dia 1 con el dia 3 (= 3,463, p=,007), dia 4
(= 6,138, p<,001), dia 5 (= 7,878, p<,001) y dia 6 (== 6,076, p<,001), entre el dia 2 con el dia 4
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(=3,513, p=,007), dia 5 (== 5,252, p<,001) y dia 6 (&= 3,450, p=,007) y, finalmente, entre el dia 3 con
el dia 5 (=4,415, p<,001) (Figura 21A). Finalmente, se evaluaron las diferencias en la permanencia en
la zona periférica y en la zona central en el Gltimo dia de prueba (dia sexto), entre los diferentes grupos.
Los resultados mostraron la ausencia de diferencias significativas en la interaccion zona x grupo
(Fi3s= 1,787, p=,189) y en el factor grupo (Fi3= 1,578E%° p=1,00) existiendo, sin embargo,
diferencias en el factor zona (F 3= 11,337, p=,002). Las comparaciones a posteriori manifestaron una
mayor permanencia en la zona periférica (&= 3,367, p=,002) en comparacion con la zona central (Figura

21B).
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Figura 21. Porcentaje de permanencia de los grupos de machos en la zona periférica y en la zona
central durante el protocolo de referencia espacial dificil (dos ensayos/dia) (Media = EEM).
A. Porcentaje de permanencia en la zona periférica a lo largo de los dias de prueba. Se encontrd
una mayor permanencia por parte del grupo MDFBM-MR (# p<,05), junto con una disminucién
de permanencia en dicha zona por parte de ambos grupos a medida que avanzaban los dias de
entrenamiento (* p<,05). B. Porcentaje de permanencia en la zona periférica y en la zona central
en los ensayos del ultimo dia de prueba (sexto dia). Se encontrd una mayor permanencia en la
zona periférica por parte de ambos grupos (* p<,05). Grupos: MFBM-MR, grupo radiado con
FBM simultaneo a la ejecucion del protocolo conductual; MDFBM-MR, grupo sometido a las
mismas contingencias experimentales que el grupo radiado, pero con el dispositivo apagado.

Por otro lado, los resultados conductuales de las hembras jovenes en el protocolo de memoria de
referencia espacial mostraron, en primer lugar, diferencias significativas en el analisis de las latencias
de escape en el factor dia (Fs110= 11,759, p<,001) pero no en la interaccion dia x grupo (Fsi10= 2,052,
p=,077) ni en el factor grupo (Fi110= 0,086, p=,772). Las comparaciones multiples realizadas a
posteriori mostraron diferencias entre el primer dia con el dia 5 (= 4,131, p<,001) y el dia 6 (== 5,353,
p<,001), entre el dia 2 con el dia 4 (= 3,233, p=,016), dia 5 (&= 5,160, p<,001) y dia 6 (= 6,382,
p<,001), entre el tercer y el sexto dia (= 3,985, p=,001) y, finalmente, entre el cuarto dia y el Gltimo
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dia (= 3,149, p=,019), encontrandose una remarcada reduccion de la latencia en ambos grupos a medida

que avanzaba el protocolo (Figura 22).
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Figura 22. Latencias de escape de los grupos de hembras jévenes (PND24-PND29) durante el
protocolo de referencia espacial dificil (dos ensayos/dia) (Media £+ EEM). Existe una
reduccion en las latencias de escape en ambos grupos a lo largo del transcurso de los dias (*
p<,05). El eje x muestra los dias. Grupos: FFBM-MR, grupo radiado con FBM simultaneo a la

ejecucion del protocolo conductual; FDFBM-MR, grupo sometido a las mismas contingencias
experimentales que el grupo radiado, pero con el dispositivo apagado.

Finalmente, en cuanto a la permanencia en los cuadrantes, el grupo FDFBM-MR mostrd
diferencias significativas en la interaccion dia x cuadrante (Fis147= 2,176, p=,009) y en el factor
cuadrante (F3,47= 28,690, p<,001) junto con ausencia de diferencias en el factor dia (Fs,147—= 0,540,
p=,745). Los analisis de comparaciones multiples post hoc indicaron diferencias entre el cuadrante D y
el cuadrante B (== 2,714, p=,043) en el primer dia, entre el cuadrante B y el resto de los cuadrantes en
el segundo dia (A: = 2,527, p=,049, C: = 2,843, p=,025 y D: = 3,699, p=,002) y entre el cuadrante D
y el cuadrante A en el dia 3 (+=2,821, p=,032). Finalmente, el resto de los dias se encontraron diferencias
significativas en la permanencia en el cuadrante D en comparacion con el resto de los cuadrantes (Dia
4: A: = 4,216, p<,001, B: = 5,471, p<,001 y C: = 3,590, p=,002; dia 5: A: = 3,426, p=,003,
B: = 6,156, p<,001 y C: = 3,986, p<.001 y dia 6: A: = 5,453, p<,001, B: = 5,843, p<,001 y
C: = 4,298, p<,001) con la excepcion de diferencias adicionales entre el cuadrante A y el cuadrante B
en el quinto dia (== 2,730, p=,021). El grupo FDFBM-MR alcanzd, por tanto, el criterio de aprendizaje
en el dia 4 de protocolo (Figura 23A). En cuanto al grupo FFBM-MR sometido a radiacion, este presento
diferencias significativas en la interaccion dia x cuadrante (Fs,165= 6,413, p<,001) pero también en los
factores cuadrante (F,164= 22,396, p<,001) y dia (F’s, 6= 3,892, p=,004). Las comparaciones multiples
realizadas a posteriori en la interaccion revelaron diferencias significativas entre el cuadrante B y el

cuadrante A (= 2,857, p=,024) y C (= 3,184, p=,010) en el primer dia, entre el cuadrante B y el
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cuadrante C (= 3,915, p<,001) y D (= 3,066, p=,013) en el segundo dia y entre el cuadrante C y el
cuadrante A (== 2,913, p=,016) y B (= 2,780, p=,018) y el cuadrante D con el cuadrante A (= 3,607,
p=,002) y B (= 3,478, p=,003) en el tercer dia. En los tres dias restantes, se encontraron unicamente
diferencias significativas entre el cuadrante D y el resto de los cuadrantes (Dia 4: A: = 5,957, p<,001,
B: = 5,519, p<,001 y C: = 4,333, p<,001; dia 5: A: = 5,766, p<,001, B: = 6,826, p<,001 y C: =
5,242, p<,001 y dia 6: A: = 6,647, p<,001, B: = 6,587, p<,001 y C: = 5,510, p<,001), alcanzando el
criterio de éxito, al igual que el grupo FDFBM-MR, en el cuarto dia de prueba (Figura 23B).
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Figura 23. Permanencia de los grupos de hembras en cada cuadrante (A, B, C, D) durante el
protocolo de referencia espacial dificil (dos ensayos/dia) (Media + EEM). A. Permanencia
del grupo sometido a las mismas contingencias experimentales que el grupo radiado, pero con el
dispositivo apagado (PND24-PND28). Alcanzan el criterio de aprendizaje en el dia 4 del
protocolo conductual (* p<,05). B. Permanencia del grupo sometido a FBM (PND24-PND28).
El grupo radiado alcanza también el criterio de aprendizaje en el cuarto dia (* p<,05). El eje x
muestra los dias. Cuadrante reforzado: cuadrante D.

Tras la evaluacion conductual se realizo el analisis de la actividad metabolica oxidativa cerebral.
En este caso, tanto en el grupo de machos como en el de hembras, se incorpord un grupo de cada sexo
que actuaba como control negativo de la técnica utilizada. Asi pues, en el grupo de machos jévenes se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en los nicleos talamicos cuantificados (AD:
Fops= 4,417, p=,022; AV: Fros= 7,180, p=,003 y AM: F>23= 5,420, p=,010) donde el grupo MC
presentaba una mayor actividad que el resto de los grupos en el nicleo AD (MDFBM-MR: = 2,363,
p=,050 y MFBM-MR: = 2,758, p=,030) y una mayor actividad que el grupo radiado en los nicleos AV
(= 3,786, p=,002) y AM (= 3,290, p=,008) (Figura 24D). También se encontraron diferencias
significativas en las subregiones hipocampales CA1 (F>2s= 3,974, p=,030), CA3 (F»25= 5,194, p=,012)
y DG (F225= 3,882, p=,033) donde el grupo MC presentaba, en todas ellas, una mayor actividad
metabolica que el grupo MFBM-MR (CALl: = 2,799, p=,027; CA3: = 3,210, p=,010 y DG: = 2,781,
p=,028) (Figura 24F). El resto de las regiones cuantificadas no presentaron diferencias significativas

entre los grupos (MO: H»=2,403, p=,301; VO: F»»7=,297, p=,745; LO: F>,7=,738, p=,488; DLO:
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Fr=,733, p=490; ACG: F5=,430, p=,655; APL: F=,671, p=,519; PCG: F»25=,578, p=,568; PPL:
Foas=,125, p=,883; IL: Fy2=,558, p=,579; STD: Fa,5=2,157, p=,135; ACCC: F»=2,043, p=,148;
ACSH: F»25=2,494, p=,101; CeA: F24=1,720, p=200; LaA: F>2=3,252, p=,056; BLA: F2,~3,379,
p=,051; RSG: F22=2,354, p=,114 y RSA: H,=5,157; p=,076) (Figura 24).
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Figura 24. Resultados de la actividad metabdlica oxidativa cerebral en los grupos de machos
jovenes (PND29) en las regiones de interés (Media + EEM). Unicamente se encuentran
diferencias significativas en los nucleos talamicos, D), y en las subregiones hipocampales, F),
donde el grupo MC presenta una mayor actividad CCO que el grupo MFBM-MR (* p<,05).
Grupos: MC, grupo control; MFBM-MR, grupo radiado con FBM simultaneo a la ejecucion del
protocolo conductual; MDFBM-MR, grupo sometido a las mismas contingencias experimentales
que el grupo radiado, pero, con el dispositivo apagado. Regiones: A) corteza orbital (medial
(MO), ventral (VO), lateral (LO) y dorsolateral (DLO)); B) corteza cingulada anterior (ACG);
corteza prelimbica anterior (APL); corteza cingulada posterior (PCG); corteza prelimbica
posterior (PPL); corteza infralimbica (IL); C) estriado dorsal (STD); subareas del ntcleo
accumbens (Accumbens core, ACCC y accumbens shell, ACSH); D) subareas del talamo anterior
(anterodorsal (AD), anteroventral (AV) y anteromedial (AM)); E) subareas de la amigdala:
central (CeA), lateral (LaA) y basolateral (BLA); F) hipocampo dorsal (asta de Amon 1 (CAl),
asta de Amon 3 (CA3) y giro dentado (DG), G) corteza retrosplenial granular (RSG) y corteza
retrosplenial agranular (RSA). CCO: citocromo ¢ oxidasa.
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Finalmente, el andlisis de la actividad CCO en los grupos de hembras jovenes mostro la
existencia de diferencias estadisticamente significativas en MO (F>3= 8,662, p<,001), VO (Fr3=
15,444, p<,001), LO (F23:= 12,827, p<,001), DLO (F23:= 12,753, p<,001), APL (F>3= 7,652, p=,002),
PCG (F23= 6,214, p=,005), PPL (F23= 18,123, p<,001), IL (F232= 16,044, p<,001), STD (F23=
21,689, p<,001), ACCC (Fr3= 11,045, p<,001), ACSH (H,=10,878, p=,004), AD (F23= 6,871,
p=,003), AV (F23= 12,429, p<,001), AM (F2,3= 10,162, p<,001), CeA (F23= 11,911, p<,001), LaA
(Fo3= 17,790, p<,001), BLA (F>3= 12,045, p<,001), CA1 (F23:= 8,959, p<,001), CA3 (F23= 5,655,
p=,008), RSG (F23= 7,182, p=,003) y RSA (F23,= 5,596, p=,008) y su ausencia en ACG (F>3=2,400,
p=,107) y DG (F>32=2,114, p=,137) (Figura 25). El analisis de las comparaciones multiples manifestd
que dichas diferencias se encontraban entre el grupo FDFBM-MR vy el grupo FC (MO: = 3,665, p=,003;
VO: +=5,071, p<,001; LO: = 4,544, p<,001; DLO: = 4,336, p<,001; APL: = 3,411, p=,004; PCG: =
3,255, p=,008; PPL: = 4,772, p<,001; IL: = 4,380, p<,001; STD: = 5,530, p<,001; ACC: = 4,402,
p<,001; AD: = 3,656, p=,003; AV: = 3,757, p=,001; AM: = 3,169, p=,007; CeA: t= 2,903, p=,013;
LaA: = 3,324, p=,004; BLA: = 2,868, p=,014; CAl: = 3,655, p=,002; CA3: = 2,788, p=,018 y RSG:
= 3,209, p=,000) y entre el grupo FFBM-MR y el grupo FC (MO: = 3,595, p=,002; VO: = 4,586,
p<,001; LO: =4,280, p<,001; DLO: =4,471, p<,001; APL: = 3,414, p=,005; PCG: = 2,854, p=,015;
PPL: = 5,621, p<,001; IL: = 5,350, p<,001; STD: = 5,937, p<,001; ACC: = 3,702, p=,002; AD: =
2,429, p=,041; AV: =4, 756, p<,001; AM: = 4,389, p<,001; CeA: = 4,862, p<,001; LaA: = 5,960,
p<,001; BLA: =4,894, p<,001; CAl: = 3,729, p=,002 y CA3: =3,059, p=,013; RSG: =3,395, p=,006
y RSA: =3,320, p=,007), mostrando ambos grupos experimentales una mayor actividad metabdlica en
las areas examinadas. Adicionalmente, el grupo FDFBM-MR mostr6 una mayor actividad que el grupo
FC en ACSH (0= 3,219, p<,005) al igual que el grupo FFBM-MR manifesté una mayor actividad en
LaA (=2,695, p=,011) y BLA (= 2,072, p=,046) que el grupo FDFBM-MR (Figura 25).



Resultados

A) Corteza orbitofrontal B) Corteza prefrontal
50 50

= FC — FC

a0 | == FOFBMMR == FDFBM-MR
s FFBM-MR 40| cmm FFBM-MR

30 30

20 [m= ’_"L 20 ﬂ[l_\_FLI |1-L| F‘I

MO VO L0 DLO ACG APL PCG PPL IL
Region Region

Unidades CCO
*
*
ME:
Unidades CCO

C) ; . —_— E) Amigdala
Cuerpo estriado D) Nucleos talamicos 50
o - FC 50 — FC — FC
=== FDFBM-MR === FDFBM-MR f :?;:MMI;R

'S
o
FY
o

m FFEMMR * = FFBM-MR

&
[=)

30

Unidades CCO
N w
o o
R EY
TRES
L *
Unidades CCO
8 8
p*
Unidades CCO

Y
. 20 |— * % r|
2
10 10 10
[ 4 0
STD ACCC ACSH AD AV AM CeA LaA BLA
Regién Region Region
F) Hipocampo G) Cortezaretrosplenial
50 50
- FC — FC
== FDFBM-MR == FDFBM-MR
0 0| mmm rrBMMR o 40| w= FFBUMMR
8 0
0
3 30 0 30 " %
© o a
g 2 * * 8 2 ==
5 =5 &7 £
10 10
0 0

CA1 CA3 DG RSG RSA
Regi6n Region

Figura 25. Resultados de la actividad metabolica oxidativa cerebral en los grupos de hembras
jovenes (PND29) en las regiones de interés (Media £+ EEM). Se encuentran diferencias
significativas en la mayoria de las regiones cuantificadas mostrandose un patrén generalizado de
mayor actividad CCO en los grupos FDFBM-MR y FFBM-MR en comparacion con el grupo FC
(* p<,05). Grupos: FC, grupo control; FFBM-MR, grupo radiado con FBM simultaneo a la
ejecucion del protocolo conductual; FDFBM-MR, grupo sometido a las mismas contingencias
experimentales que el grupo radiado, pero con el dispositivo apagado. Regiones: A) corteza
orbital (medial (MO), ventral (VO), lateral (LO) y dorsolateral (DLO)); B) corteza cingulada
anterior (ACG); corteza prelimbica anterior (APL); corteza cingulada posterior (PCG); corteza
prelimbica posterior (PPL); corteza infralimbica (IL); C) estriado dorsal (STD); subareas del
nucleo accumbens (Accumbens core, ACCC y accumbens shell, ACSH); D) subareas del talamo
anterior (anterodorsal (AD), anteroventral (AV) y anteromedial (AM)); E) subareas de la
amigdala: central (CeA), lateral (LaA) y basolateral (BLA); F) hipocampo dorsal (asta de Amon
1 (CA1), asta de Amon 3 (CA3) y giro dentado (DG), G) corteza retrosplenial granular (RSG) y
corteza retrosplenial agranular (RSA). CCO: citocromo ¢ oxidasa.
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5.3 Bloque I: estudio VI (Objetivo 6)

En el estudio VI se llevo a cabo, en primer lugar, el analisis de las conductas de tipo ansioso de
los animales machos jovenes utilizando el laberinto en cero elevado. Los resultados mostraron que no
existian diferencias significativas entre los tres grupos (MCC-AMS, MDFBM-AMS y MFBM-AMS)
en ninguna de las variables analizadas: distancia total recorrida en el laberinto (F»2:=1,163, p=,332),
velocidad media (F%27=,468, p=,632), promedio de heces excretadas (H>=,810, p=,667) y niveles de
ansiedad corregidos con el nivel de exploracion (£22:1=,998, p=,386) (Figura 26). Los sujetos sometidos
a radiacion y al protocolo de aplicacion no mostraron, por tanto, una coOnducta de tipo ansioso en la

ejecucion de esta prueba.
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Figura 26. Evaluacion de las conductas de tipo ansioso de los grupos de machos jévenes (PND28)
en el laberinto en cero elevado (Media £ EEM). No se encuentran diferencias significativas
entre los grupos en ninguna de las variables registradas (* p>,05). Grupos: MFBM-AMS,
administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion de los paradigmas conductuales; MDFBM-
AMS, grupo control de la técnica: mismas condiciones que el grupo MFBM, pero con el
dispositivo luminico apagado; MCC-AMS, grupo control aprendizaje sometido a los mismos test
conductuales.

A continuacion, el estudio de la actividad locomotora en el Rotarod mostrd diferencias

significativas en la primera fase de la prueba, donde la velocidad se mantenia constante (F»2:1= 4,168,
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p=,030), entre el grupo MCC-AMS y el grupo MDFBM-AMS (=2,868, p=,027) (Figura 27A). Sin

embargo, en la segunda fase del protocolo, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

en la velocidad media maxima alcanzada (F>.1= 2,179, p=,138) (Figura 27B) ni en el tiempo de

permanencia sobre el aparato (Fh.1= 2,211, p=,135) (Figura 27C), lo que muestra que los grupos

sometidos a terapia o a sus contingencias, no presentaban una actividad locomotora afectada.
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Figura 27. Actividad locomotora de los grupos de machos jovenes (PND28- PND29) evaluada en
el Rotarod (Media + EEM). A. Se encuentran diferencias significativas entre el grupo MDFBM-
AMS y el grupo MCC-AMS en la permanencia sobre el aparato durante la primera fase de la
prueba en la que la aceleracion se mantiene constante (* p<,05). B. No se encuentran diferencias

significativas entre los grupos en la velocidad maxima de rotacion ni C. en el tiempo permanecido
en el aparato a medida que se incrementaba la aceleracion (* p>,05). Grupos: MFBM-AMS,

administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion de los paradigmas conductuales; MDFBM-
AMS, grupo control de la técnica: mismas condiciones que el grupo MFBM, pero con el
dispositivo luminico apagado; MCC-AMS, grupo control aprendizaje sometido a las mismas

pruebas conductuales.

Para finalizar con dicho estudio, se examiné la capacidad de reconocimiento social de los

animales mediante la evaluacion de su preferencia por la novedad social en el test de las tres camaras.

Los resultados mostraron ausencia de diferencias significativas entre los grupos en la distancia media

total recorrida en el paradigma conductual (F>21=,121, p=,886) (Figura 28A) y en la velocidad media

de ejecucion (Frp1= ,121, p=,887) (Figura 28B). Sin embargo, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en el porcentaje del valor de preferencia por la novedad social obtenido
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mediante la ratio de tiempo dedicado a explorar el sujeto extraiio (s) entre el tiempo dedicado a explorar
el sujeto extrafio mas el tiempo dedicado a explorar el sujeto familiar (s) (F2.21= 4,058, p=,032), donde
el grupo MFBM-AMS mostraba un menor porcentaje de preferencia por la novedad social que el grupo
MCC-AMS (+=2,832, p=,030) (Figura 28C). A pesar de dichas diferencias, el criterio de preferencia
por la novedad social fue considerado cuando el porcentaje era mayor que el valor del 50% (C. J. W.
Smith et al., 2015). Asi pues, tanto el grupo MCC-AMS como el grupo MDFBM-AMS mostraron una
adecuada preferencia por la novedad social siendo su porcentaje de preferencia del 68% (EEM: 5,052)
y del 53% (EMM: 5,260), respectivamente, mientras que, por el contrario, el grupo sometido a radiacion
presentaba una leve alteracion en la capacidad de reconocimiento social no alcanzando el porcentaje de

éxito estipulado (42%, EMM: 8,467).
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Figura 28. Evaluacion de la capacidad de reconocimiento social de los grupos de machos jovenes
(PND29) mediante la evaluacion de su preferencia por la novedad social en el test de las
tres camaras (Media = EEM). El grupo MCC-AMS presenta un porcentaje de preferencia por
la novedad social superior que el grupo MFBM-AMS C. (* p<,05). Grupos: MFBM-AMS,
administracion de la FBM simultaneo a la ejecucion de los paradigmas conductuales; MDFBM-
AMS, grupo control de la técnica: mismas condiciones que el grupo MFBM, pero con el
dispositivo luminico apagado; MCC-AMS, grupo control aprendizaje sometido a los mismos test
conductuales.
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En la presente tesis doctoral se planted el estudio de los efectos de la técnica de FBM a dos
niveles, primeramente, en sujetos jovenes en periodo de desarrollo, cuyos estudios conforman el cuerpo
central de este trabajo (bloque I), y adicionalmente, en el estudio de las consecuencias de su aplicacion
en sujetos adultos (bloque II). El objetivo principal propuesto fue intentar contribuir mediante la
aportacion de nuevas pruebas empiricas, a la identificaciéon y determinacion de los posibles efectos
beneficiosos, y no perjudiciales, de la TFBM en la actividad cerebral y en los procesos cognitivos, a
través de la evaluacion de multiples aspectos a nivel conductual, en dos etapas vitales especificas: en el
periodo juvenil y en la adultez. Con este fin, analizamos su efecto a nivel de metabolismo energético
cerebral en ambos grupos de edades (Publicacion 2 y 3, objetivos 2 y 7), y la activacion de genes
tempranos y la densidad de células gliales especificamente en los sujetos jovenes (Publicacion 2,
objetivos 2 y 3) asi como también su impacto en el aprendizaje espacial (Publicacion 3, objetivos 5y 7)

y en las conductas de tipo ansioso, en la locomocién y en el reconocimiento social (Objetivo 6).

La FBM es una técnica de modulacion cerebral la cual implica la exposicion del tejido a
radiaciones luminicas rojas o NIR dentro del espectro electromagnético permitiendo asi la modulacion
de multiples funciones celulares tales como el incremento de la funcién mitocondrial o la mejora de la
sintesis de ATP (Khoury et al., 2021; Salehpour y Rasta, 2017). A pesar de que la TFBM cuenta con
una extensa muestra de ensayos preclinicos y clinicos y de la parcial aceptacion por parte del campo
cientifico, ain sigue existiendo un modesto escepticismo e incredulidad entre los biomédicos y la
poblacion general respecto a su uso. Las razones que aluden a esta falta de plena aprobacion recaen en
la carencia de un integro conocimiento acerca de sus mecanismos de accion y en la ausencia de consenso
sobre la dosimetria y los parametros a utilizar, acompafiado, ademas, de la escasez de revisiones
sistematicas que atnen los resultados obtenidos en los estudios realizados (Hamblin, 2016a). Por todo
ello, el primer objetivo planteado en la presente tesis doctoral y presentado en la Publicacion 1, fue la
realizacion de una revision sistematica con el fin de comparar los parametros utilizados en la TFBM y
de analizar los efectos beneficiosos de esta técnica como posible terapia en el campo de los trastornos

psicolodgicos y en la modulacion de la funcion cerebral.

6.1 Controversia inicial: mecanismo de accion

Una de las controversias iniciales respecto al uso de la TFBM fue la ausencia de conocimiento
acerca del mecanismo que subyace a su accion en el sistema nervioso. Asi pues, este mecanismo
fisioldgico exacto continia siendo desconocido, sin embargo, la base tedrica actual se centra en los
cambios en la funcién mitocondrial. En este sentido, los resultados obtenidos tienden a confirmar que
la TFBM interacttia principalmente con las mitocondrias, siendo la CCO, complejo enzimatico IV de
la cadena respiratoria mitocondrial participe en el metabolismo celular al catalizar la reduccion de Oz a
H,O, la diana principal al constatar su capacidad de absorcion de la luz roja y NIR, afectando a su
estructura y/o funcion (Pruitt et al., 2022; Tripodi et al., 2020). Para la identificacion de esta enzima

como elemento principal, fue empleada la espectroscopia de absorcion y de accion de células vivas, asi
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como multiples enfoques experimentales, tales como la radiacion dicromatica de las células y la
alteracion de su metabolismo a través diversos productos quimicos (Karu, 2014). De esta forma, fue
propuesta la posible correspondencia entre el espectro de absorcion de la CCO y el espectro de accion
de la FBM in vitro, planteandose asi un posible aumento en la actividad de la CCO en respuesta a la
radiacion que justificaria los incrementos observados en el ATP, en el consumo de oxigeno y en el
potencial de membrana (Hamblin y Liebert, 2022). Estas suposiciones fueron también apoyadas por el
hecho de que, en condiciones naturales, el complejo IV es el mayor consumidor de oxigeno en la célula
lo cual explicaria el aumento en el consumo de dicha molécula durante la TFBM (de Freitas y Hamblin,
2016). Ademas, se ha demostrado que, tras el suministro de sustancias inhibidoras de la CCO, se
bloquea el efecto beneficioso de la FBM (de Freitas y Hamblin, 2016). Sin embargo, a pesar de que la
literatura recogida hasta la actualidad parece confirmar que la luz roja o NIR interactiia con el
fotoaceptor molecular CCO, los mecanismos celulares y moleculares que subyacen dicha relacion atn

estan por determinar (Serrage et al., 2019).

Una de las teorias predominantes mantiene que la propia absorcion de fotones por parte de la
CCO promoveria cambios en el potencial de la membrana mitocondrial interna y en el estado de
reduccidn-oxidacion (redox) de sus enzimas, conduciendo a una aceleracion en la tasa de transferencia
de electrones lo que potenciaria la capacidad de las mitocondrias de catalizar la reduccion del oxigeno
a agua, produciendo asi una generacion de ATP mas eficiente (dos Santos Cardoso et al., 2022; Pruitt
et al., 2022; Vladimirov et al., 2004). De este modo, a medida que aumentaria la actividad de la reaccion
redox de la CCO, se elevaria a su vez, el consumo de oxigeno conduciendo a un aumento en la tasa de
obtencion de ATP y en el metabolismo de este (Pruitt et al., 2022). Otra de las hipotesis plausible
contempla que dichos efectos mencionados podrian ser resultado de un incremento en la disponibilidad
de electrones, tras el uso de la FBM, cuando estos no estarian disponibles para la reduccion del oxigeno
(Karu, 2014). En ambas teorias, la produccion de ATP desencadenada permitiria, a su vez, la activacion
de quinasas que inducirian la liberacion de calcio (dos Santos Cardoso et al., 2022). Aunque no existen
pruebas soélidas en la actualidad, algunos estudios sugieren que este ATP conduciria también a la
formacion del nucleotido adenosin monofosfato ciclico (cAMP, por sus siglas en inglés
correspondientes a Cyclic Adenosine Monophosphate), mensajero secundario, cuyo incremento se ha
demostrado tras el uso de la FBM (de Freitas y Hamblin, 2016; dos Santos Cardoso et al., 2022).
Adicionalmente, el uso de la luz provocaria una mayor liberacién de ROS y de NO, el cual produciria
un efecto vasodilatador (Ramezani et al., 2022), por parte de las mitocondrias (dos Santos Cardoso et
al., 2022). Esta teoria fue confirmada de manera objetiva por Pruitt et al. en 2016 al informar por
primera vez de mejoras en la actividad redox de la CCO y en la hemodinamica vascular tisular
(concentraciones de hemoglobina oxigenada y desoxigenada) durante y tras la aplicacion de la TFBM
en el antebrazo humano (Pruitt et al., 2022). En un estudio posterior realizado por dichos autores, la

aplicacion del mismo laser en la corteza prefrontal humana dio lugar a resultados analogos a los
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obtenidos anteriormente, un aumento de la hemoglobina oxigenada y una mejora en el metabolismo

cerebral tras el empleo de la TFBM (Pruitt et al., 2020).

La FBM no solamente parece afectar a nivel de funcionamiento mitocondrial, sino que también
se ha establecido y demostrado, tal y como se describid previamente, su efecto sobre las ROS celulares.
Las ROS son moléculas producidas a bajos niveles principalmente en las mitocondrias de los mamiferos
mediante la conversion del oxigeno metabolizado en multiples procesos celulares, y son esenciales en
la senalizacion redox y celular, en la activacion de enzimas, en la regulacion de los ciclos celulares, en
la sintesis de proteinas y en el estrés oxidativo (Hamblin, 2018a; Tripodi et al., 2020). Como se indico
en el parrafo anterior, los cambios en el potencial redox de las células conducirian a una mayor
oxidacion y, por tanto, a una mayor generacion de ROS (Ramezani et al., 2022; Tripodi et al., 2020).
Este aumento en las ROS se ha mostrado también presente en las mitocondrias disfuncionales y en el
estrés oxidativo, el cual contribuye en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas (Hamblin,
2018a; Tripodi et al., 2020). Esta contradiccion mencionada, puede explicarse si se tiene en cuenta que
el aumento de las ROS provocado por la FBM, es moderado y breve por lo que puede servir para iniciar
el sistema de defensa antioxidante, ademas, las ROS son mediadoras beneficiosas en el organismo
cuando se encuentran en concentraciones y exposiciones bajas mientras que resultan perjudiciales en
niveles altos o exposiciones cronicas (de Freitas y Hamblin, 2016; Ramezani et al., 2022). Asi pues, se
ha mostrado que el empleo de la FBM puede aumentar la cantidad de moléculas antioxidantes tales
como el glutatidn, el superoxido dismutasa y la catalasa, las cuales cooperan para la eliminacion del
H,0,, miembro de la familia de las ROS, al ser convertido en agua. La activacion, por tanto, de este
sistema antioxidante, mejoraria la recuperacion de las neuronas restaurando la actividad mitocondrial y

normalizando la produccion de energia (Ramezani et al., 2022).

No obstante, tal y como se describioé previamente en la seccion de introduccion, una de las
hipotesis mas populares hasta la actualidad est4 basada en la interaccion entre el NO, el oxigeno y la
CCO y fue propuesta definitivamente en 2006 por el bioquimico Nick Lane, encontrandose dicha
propuesta en estudios previos sobre los efectos de la radiacion laser (Hamblin y Liebert, 2022; Karu,
2014; Vladimirov et al., 2004). Dicho autor propuso que el NO compite con el oxigeno en su interaccion
con la CCO y que la unién del NO con dicha enzima induciria su inhibicion en células en estado de
hipoxia o de estrés celular, resultando en una menor tasa de respiracion celular y en una reduccion en
la produccion de ATP (Hamblin y Liebert, 2022; Tripodi et al., 2020). Todo parece indicar que el uso
de la luz roja o NIR invertiria de forma aguda esta inhibicion de la CCO por parte del NO a través de
la disociacion del NO de dicha enzima a nivel mitocondrial, aumentando asi la tasa de respiracion
celular y la cantidad de ATP (Tripodi et al., 2020). Asi pues, estudios in vitro han mostrado como la
adiccion de NO a células cultivadas en suspension, previo a la radiacion mediante FBM, eliminaba los
efectos positivos reportados de la FBM en los cultivos celulares donde se encontraba un aumento de

células adheridas a la matriz de vidrio. Los mismos resultados negativos fueron reportados por los
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investigadores cuando la adicion del NO se producia tras la FBM, hipotetizando, por tanto, que el NO
es capaz de controlar las reacciones activadas por la radiacion de FBM a través de su union a la CCO
(Karu et al., 2005). Sin embargo, estas pruebas no son plenamente consistentes. Una prueba de ello es
el estudio realizado por Buravlev et al. en 2015 los cuales comprobaron que la presencia de NO producia
la reduccion de la actividad de los complejos mitocondriales II-III y IV, actividad que no pudo ser

restaurada mediante el uso de radiacion roja la cual mostrd efectos insignificantes.

Cabe afiadir, ademas, que el efecto de la FBM no se ha observado Unicamente en las
mitocondrias, donde se encuentra la CCO, su principal aceptor, sino que su efecto alcanza incluso el
nucleo de las células. Asi pues, se ha visto que la radiacion de fibroblastos humanos con luz roja
provocaba un amento en la tasa de sintesis de ADN y ARN acompafiado, ademas, de una regulacion al
alza de 111 genes pertenecientes a 10 categorias funcionales diferentes (Karu, 2014). Estos cambios
son explicados mediante la accion de los mediadores secundarios mencionados anteriormente tales
como la cAMP, el NO y las ROS, entre otros, los cuales son capaces de activar factores de transcripcion
y vias de sefalizacion que explicarian el efecto a nivel nuclear y los resultados duraderos de la TFBM
tras una breve exposicion a esta (Hamblin, 2018a). Asi pues, las cAMP activarian vias metabolicas a
nivel nuclear y reducirian los procesos inflamatorios (de Freitas y Hamblin, 2016; dos Santos Cardoso
et al., 2022). Por otro lado, el NO podria activar diferentes vias de sefializacion las cuales conducirian
a la modulacién y estimulacion de multiples proteinas (de Freitas y Hamblin, 2016). Finalmente, los
ultimos mensajeros secundarios a destacar serian las ROS las cuales desencadenarian algunas vias de
sefalizacion mitocondrial que desencadenarian efectos citoprotectores, antioxidantes y antiapoptoticos
en las células (Hamblin, 2016b). Dichas moléculas serian capaces de activar el factor nuclear NF- kB,
factor de transcripcion involucrado en la activacion de genes que codifican la liberacion de citoquinas
y quimioquinas, la adhesion celular, los receptores de la superficie celular, la antiapoptosis, la
proliferacion y migracion celular, etc., regulando, por tanto, genes relacionados con multiples funciones
celulares tales como las respuestas de estrés, supervivencia e inflamatorias (de Freitas y Hamblin, 2016;
Tripodi et al., 2020). La FBM incrementaria la activacion del factor NF-kB posiblemente a través de la
generacion de las ROS (Tripodi et al., 2020). Dicha relacion ha sido probada al observar la inhibicion
del NF-xB durante la radiaciéon con FBM tras la adicion de moléculas antioxidantes (de Freitas y
Hamblin, 2016). La produccion de ROS y por tanto, la activacion a su vez del NF- kB, desencadenarian
la replicacion del ADN mitocondrial y de genes nucleares de activacion temprana (Henderson y
Morries, 2017). El NF-kB, junto con el factor de transcripcion de la proteina activadora-1 (AP-1),
presentarian, ademas, su actividad alterada debido a los cambios en la permeabilidad y en el flujo de
iones en la membrana celular tras la aplicacion de FBM (de Freitas y Hamblin, 2016). Finalmente,
existen otras hipétesis que presentan, por el momento, escasa evidencia. Una de ellas seria la accion de
los receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés correspondientes a Transient

Receptor Potential). Los TRP son canales de calcio sensibles a la luz cuya activacion podria ser
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responsable de algunos de los mecanismos de accion presentes en la TFBM (de Freitas y Hamblin,

2016).

Teniendo en cuenta las hipdtesis recogidas en la presente tesis doctoral, las cuales constituyen la
diana de interés actual y, a pesar de que el mecanismo exacto de la FBM se desconoce, el hecho
demostrado del aumento de la actividad de la CCO ante la TFBM, se ha comprobado beneficioso para
las mitocondrias (Ramezani et al., 2022). Ademas, el empleo de la TFBM desencadena multiples
consecuencias beneficiosas en el sistema nervioso tales como el aumento en el flujo sanguineo cerebral,
la mejora del metabolismo celular, la inhibicidon de la apoptosis y de la inflamacion, la estimulacion de
la angiogénesis y el incremento de la neurogénesis y de la sinaptogénesis, entre otros (Ramezani et al.,
2022; M. Yang et al., 2021). Sin embargo, siguen siendo necesarias mas investigaciones para analizar
con precision los efectos biologicos tras su uso y para tratar de desarrollar un conjunto aceptado y
estandarizado de directrices de aplicacion basadas en la evidencia (Tripodi et al., 2020). La
estandarizacion de la aplicacion de la FBM es un factor de suma importancia al ser extensamente
conocido que las consecuencias de esta técnica son estrictamente dependientes de los pardmetros y

caracteristicas de la radiacion empleada.

6.2 Controversia actual: falta estandarizacion de los parametros

La revision sistematica (Publicacion 1) llevada a cabo puso de manifiesto y confirmo la falta de
consenso actual sobre los parametros de estimulacion idoneos para cada contexto en particular. Asi
pues, se ha mostrado como los parametros de radiacion y la dosis aplicada son elementos fundamentales
en la FBM y su empleo requiere un delicado equilibrio. Este equilibrio es necesario debido a la
existencia de una respuesta bifasica a la dosis: escasas cantidades de energia no producirian efecto
detectable en el organismo mientras que su exceso podria conducir a la aparicion de efectos negativos
(de Freitas y Hamblin, 2016). Dicho fendmeno sigue la Ley de Arndt-Schul, la cual establece que
estimulos débiles aceleran ligeramente la actividad vital, estimulos mas fuertes la elevan hasta que
alcanzan un pico de actividad y estimulos aun mds fuertes suprimen la actividad hasta alcanzar una

respuesta negativa (de Freitas y Hamblin, 2016).

En este sentido, son numerosas las variables (referentes a la radiacion, a la dosis o al modo de
aplicacion) que pueden ser manipuladas en la consecucion del correcto equilibro, algunas de las cuales
se han recogido en la tabla 3, siendo la longitud de onda uno de los parametros mas relevantes (Buravlev
et al., 2015). En nuestro analisis de la literatura, fue notable la alta variabilidad en la eleccion de los
parametros por parte de los investigadores en el estudio de la modulacion de las funciones cognitivas y

el tratamiento de los trastornos psicoldgicos.
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Tabla 3. Variables referentes a la radiacion, a la dosis o al modo de aplicacion tipicamente

manipuladas en los estudios de FBM.

Variables Unidad de medida/ de uso

Longitud de onda Nm

Laser

Dispositivo LED

Onda Continua/Pulsatil

Irradiancia, densidad de potencia o intensidad W/cm?

Fluencia o densidad de energia J/em?
Intranasal
Modo de aplicacion Transcraneal

Area de aplicacion

Region cerebral seleccionada

Distancia de radiacion

cm

Tiempo de radiacion

Segundos/minutos/horas

Intervalo entre radiaciones

Horas/dias/semanas
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Por lo general, durante un proceso de radiacion del tejido bioloégico mediante luz, solo una
pequena cantidad de esta es reflejada mientras que la mayor parte es absorbida (Tripodi et al., 2020).
El efecto de la luz sobre las células depende en gran medida de esta absorcion la cual esta a su vez
condicionada por la dispersion producida en la interaccion luz-tejido y ambas variables determinan la
atenuacion total de la luz, es decir, la reduccion de su intensidad al incidir con el tejido (Jiang et al.,
2022; Tripodi et al., 2020). Teniendo en cuenta dichos componentes, se ha desarrollado un modelo
conocido como “ventana optica” para explicar los niveles relativamente altos de penetracion de la luz
roja y la NIR. Asi pues, se plantea que a medida que las longitudes de onda se acercan al extremo del
azul (500 nm aproximadamente), la luz se absorbe y se dispersa mas facilmente en los tejidos
bioldgicos. Por otro lado, a partir de longitudes de onda superiores a 1.150 nm, el agua de los tejidos
comienza a absorber una cantidad significativa de energia luminosa (Tripodi et al., 2020). La TFBM ha

demostrado una ventana optica 6ptima para las longitudes de onda comprendidas entre los 600- 1.100
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nm lo cual explota este rango Optico previamente descrito generando, una maxima penetracion de la luz
junto con una minima atenuacion de la misma (Tripodi et al., 2020). Ademas, se ha verificado que este
rango de valores produce una mayor absorcion por parte de la CCO (Carroll, 2019). Cabe sefalar que
segun indican Tripodi et al. (2020) dicha ventana optica se corresponde con la aplicacion de la luz en
tejidos in vivo, lo cual explicaria por qué otras longitudes de onda mostrarian efectos positivos in vitro
pero no podrian ser trasladables a modelos animales o humanos. Por ende, en el inicio del uso de la
FBM, su aplicacion se limitaba a la utilizacion de longitudes de onda correspondientes a la radiacion
roja. Sin embargo, este rango se fue ampliando hasta incluir longitudes NIR, convirtiéndose dichas
radiaciones en la gama de longitudes mas populares debido a sus propiedades de penetracion y a los
resultados beneficiosos reportados (Hamblin, 2018b). Tras la realizacion de nuestra revision de la
literatura hasta el afio 2020, se observo que la mayoria de los estudios coincidian en que las longitudes
de 810 y 1.064 nm podrian ser versatiles y adecuadas para generar efectos beneficiosos, incluso algunos
optaban por la combinacién de diferentes longitudes (Caldieraro et al., 2018; Chan et al., 2019;
Henderson y Morries, 2017). Conclusiones similares fueron planteadas recientemente por Puitt et al.
(2022) los cuales observaron, ademas, un mayor efecto fisiologico y un prolongado mantenimiento de
la respuesta tras el uso de la longitud de 1.064 nm frente a 800 y 850 nm. Cabe destacar que en la
actualidad, se esta incrementando el uso de longitudes de onda fuera del espectro rojo-NIR al resultar
beneficiosas en determinados contextos (Serrage et al., 2019). Este seria el caso, por ejemplo, del
estudio previamente mencionado de Buravlev et al. (2015), los cuales estudiaban el efecto del NO en
los complejos mitocondriales. Dichos autores detectaron que, tras el empleo de radiaciones con
longitudes comprendidas en el rango rojo y verde, los cambios eran insignificantes mientas que cuando
se empleaba la luz azul se encontraba una restauracion parcial de la actividad de la CCO (complejo IV).
Se debe resenar, sin embargo, que dichos resultados podrian no ser debidos tnicamente a la longitud de
onda, sino también al dispositivo utilizado, ya que en el caso de las radiaciones azules y verdes se utilizo

un laser, mientras que la luz roja fue administrada mediante el uso de LED (Buravlev et al., 2015).

El tipo de dispositivo, por ende, parece constituir otra variable en la aplicacion de la TFBM. En
la publicacion 1, fue puesto de manifiesto la prevalencia del uso del laser frente al LED, y es que la
aplicacion de la FBM se ha realizado tipicamente mediante una fuente de luz laser. Sin embargo, segin
afirman numerosos autores, los dispositivos LEDs son cada vez mas utilizados y surgen como una
opcion mas segura y barata, sustituyendo a los laseres en multiples indicaciones (Berman et al., 2017;
Hamblin, 2018b). A dia de hoy, parece que se han incrementado el nimero de investigaciones que optan
por el uso de dispositivos LEDs (Chao et al., 2020; Martin et al., 2021), no obstante, todo parece sefialar
que el empleo de laseres, tal y como se vio en la revision, continua siendo la forma mas prevalente (dos
Santos Cardoso et al., 2022; Y. Li et al., 2021; Zhao et al., 2022). Parece ser que la importancia en la
eleccion del tipo de fuente recae en los efectos bioldgicos ya que se han observado efectos dispares en

el organismo en funcion de la fuente de suministro elegida. Asi, algunos estudios indican que los laseres
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son mas eficaces y alcanzan efectos terapéuticos mas profundos (Mussttaf et al., 2019). Una muestra de
dicha premisa seria el estudio de Tatmatsu-Rocha et al. (2018) los cuales mostraron efectos beneficiosos
en la produccion de colageno en animales diabéticos tras el uso del laser, pero no tras el uso del LED.
Cabe destacar, sin embargo, que dichos autores asociaron las diferencias encontradas con el tipo de
onda utilizado: en el caso del laser fue empleada una onda de tipo pulsatil mientras que en el caso del
LED fue de tipo continuo. No obstante, un estudio reciente de Pruitt et al. (2022) mostraron efectos
similares tras el uso de LED y de laser en el metabolismo de la CCO y en la oxigenacion vascular. A
pesar de ser un parametro a tener en cuenta, la mayoria de los investigadores mantienen que otros
parametros tales como la longitud de onda, la irradiancia y la fluencia son mas relevantes en la

determinacion de la eficacia de la FBM (X. Li et al., 2020).

La irradiancia, también conocida como densidad de potencia, es un parametro cuya
determinacion depende de los vatios de emision y del tamaiio de la zona de tratamiento. Los estudios
analizados mostraron una elevada heterogeneidad en la eleccion de dicha variable lo que dificulta
alcanzar un consenso sobre el valor ideal de administracion. A pesar de ello, en el &mbito médico, el
valor que se suele emplear por sesion para garantizar la seguridad del paciente se sitia en torno a los
10-70 mW/cm?. Por otro lado, en cuanto a la fluencia o densidad de energia, algunos autores sitian su
rango de uso en torno a 10-30 J/cm? en el tratamiento de los problemas neurologicos, entre 12 y 84
J/cm? en la aplicacion en trastornos psicoldgicos y entre 15y 60 J/cm? en su empleo en sujetos sanos
(Gavish y Houreld, 2018; Salehpour y Rasta, 2017). En la revision realizada, el valor escogido por la
mayoria de los estudios fue de 60 J/cm?. Dicho valor seria adecuado al plantearse que el suministro de
fluencias en torno a 1 y 3 J/cm? parecen suficientes y convenientes para desencadenar la produccion de
ATP (Hamblin, 2018a). Un estudio que ejemplifica dicho argumento seria el realizado por Eshaghi
et al. (2019) los cuales mostraron una atenuacion de los sintomas depresivos tras emplear una fluencia

de 1,8 J/em?.

La eleccion de los parametros es esencial para proporcionar una emision suficiente que permita
alcanzar la zona objetivo pero dicho alcance es dependiente, a su vez, del modo de aplicacion de la
radiacion. Asi pues, algunos autores mantienen que una correcta eleccion en la aplicacion transcraneal
lograria atravesar capas externas presentando penetraciones de 20 y 30 mm llegando incluso a 50 mm
y 2 cm (Hamblin, 2018b; Salehpour y Rasta, 2017; Santos et al., 2019). Otros autores, sin embargo,
mantienen que las emisiones transcraneales no superarian los 10 mm por lo que optan por una emision
combinada (Henderson y Morries, 2017). En este sentido, Mitrofanis y Jeffery (2018) sostienen que,
a pesar de no superar dicha profundidad, la FBM llegaria a estructuras mas profundas a través de vias
indirectas como podria ser la circulacion. La zona de tratamiento escogida por la mayoria de los estudios
fue la frente, siendo la zona frontal la mas repetida y optando, en gran medida, por la aplicacion en
varios puntos distales o bilaterales potenciando asi el efecto de la radiacién. Dado que la penetracion

de la radiacion varia en funcion de la region en la que se aplique, la eleccion de puntos distales es
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justificada a través del fenomeno conocido como FBM sistémica: la aplicacion de la FBM en una zona
concreta del cuerpo puede tener implicaciones en otras zonas alternativas debido a la transmision del
efecto biologico (Caldieraro y Cassano, 2019). En esta misma linea, algunas investigaciones han
reportado reducciones en los sintomas depresivos en pacientes sometidos a FBM para el tratamiento
del dolor de espalda (Caldieraro y Cassano, 2019; Salehpour y Rasta, 2017). Al mismo tiempo, un factor
adicional y menos predecible que habria que tener en cuenta en las aplicaciones transcraneales, seria
las caracteristicas interindividuales de los tejidos y su morfologia. La literatura sugiere que un mayor
grosor de los tejidos intermedios entre la superficie de piel y el cerebro y la deshidratacion de los tejidos,
factores asociados con el envejecimiento, estarian inversamente correlacionados con la penetracion de
la FBM (Salehpour, Cassano, et al., 2019). Alternativamente al modo de aplicacion transcraneal,
Berman et al. (2017) optan por la aplicacion a través de las fosas nasales (aplicacion intranasal) dada la
abundancia capilar que presenta, lo cual podria facilitar la estimulacion, y Salehpour et al. (2018b)
describe también la exposicion a través de la cavidad oral o los oidos. Por otro lado, los autores Moro
et al. (2017) han mostrado una posible alternativa en el empleo de la FBM al implantar fibras LED en
macacos sin consecucion de dafios. Finalmente, la efectividad de la FBM aplicada directamente sobre
la piel, podria variar en funcién de la pigmentacion de esta ya que la absorcion de energia diferiria de
unas pigmentaciones a otras. De esta manera, algunos autores tales como Conde Quintero et al. (2011)
mantienen que los parametros han de modificarse en funcion de si la FBM se aplica en pieles claras u
oscuras mientras que para otros autores como Barrett y Gonzalez-Lima (2013) dicho ajuste de emision

en funcion de la pigmentacion no seria relevante.

La distancia de emision parece ser, asimismo, una variable a considerar. Hamblin et al. (2015)
muestran como la luz aplicada directamente en contacto con la piel seria la opcién mas eficaz ya que
presiona los tejidos modificando el flujo sanguineo y logrando una mejor penetracion. En cuanto al
tiempo de radiacion y el intervalo de tratamiento, se ha encontrado una alta variabilidad entre los
estudios, acompanado de una falta de especificidad de estos parametros, lo que dificulta la
estandarizacion de la técnica. Sin embargo, autores como Lapchak (2012) recomienda la repeticion de

la TFBM para mantener sus beneficios.

Finalmente, cabe sefialar que tal y como se ha descrito en este apartado, las investigaciones
realizadas en el campo de la FBM describen una amplia gama de metodologias poco especificas e
incluso, en algunos de los casos, carecen de la descripcion de los parametros seleccionados. Esta
carencia se debe, en muchos de los casos, a la desinformacion por parte de algunas empresas que
fabrican los dispositivos (Hamblin, 2016a), acompafiado a su vez de la falta de dispositivos laseres y
LEDs disponibles en el mercado (Pruitt et al., 2022). Todos estos inconvenientes, entre otros, dificultan
la replicabilidad de los estudios y, por tanto, impiden el desarrollo de protocolos estandarizados
centrados en las caracteristicas patologicas de cada paciente, que permitan el uso correcto, beneficioso

y homogéneo de la FBM.
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6.3 Eficacia de la técnica en la modulacion cognitiva y los trastornos psicolégicos

La TFBM, al igual que otras técnicas transcraneales, ha sido cuestionada dada la ausencia de
conocimiento acerca de su efectividad y reproducibilidad (Rojas y Gonzalez-Lima, 2013). Sin embargo,
la consecucion de resultados positivos, junto con la minima presencia de efectos secundarios, han
llevado al aumento de estudios experimentales cuyo fin es lograr la calidad y el rigor metodoldgico que
permitan otorgar a la FBM una funcion como herramienta terapéutica. Asi pues, ha emergido un
creciente interés por el uso de esta terapia en la disciplina psicopatologica como posible estrategia para
tratar multiples trastornos. La disparidad de estudios realizados sugeria el empleo de la FBM como una
herramienta terapéutica alternativa para mejorar la funcion cerebral dada la ausencia practicamente total
de efectos secundarios adversos, junto con el creciente desencanto en el uso de farmacos (Hamblin,
2018b). Por ello, la revision sistematica presentada en la publicacion 1, auno la literatura publicada
hasta el afio 2019 con el fin de confirmar la funcionalidad de la TFBM en el ambito psicologico. Asi
pues, los resultados mostraron que dicha técnica lograba una estimulacion suficiente para generar
efectos beneficiosos en sujetos sanos y en sujetos con multiples patologias psicologicas. Cabe destacar
que, tal y como se ha planteado previamente, todos los efectos reportados dependian, en su totalidad de
los parametros de radiacion seleccionados. Dicha revision sirvid, ademds, como base para el

planteamiento de las investigaciones llevadas a cabo en la presente tesis doctoral.

El trastorno clinico elegido por la mayor parte de los diferentes autores para el estudio de la TFBM
fue la depresion. Dicha eleccion se fundamenta en la alta prevalencia de dicha patologia, siendo la
principal causa de discapacidad en el mundo y afectando a mas de 300 millones de personas (World
Health Organization (WHO), 2017). Asimismo, el uso de la TFBM como posible herramienta
terapéutica resultaria razonable dada la presencia de multiples cambios cerebrales tales como atrofia
del hipocampo, apoptosis del giro dentado, cambios en la oxigenacion y disfunciéon mitocondrial,
debilitamiento de las redes neuronales y déficit en el flujo cerebral prefrontal, alteracién también comun
en otros trastornos mentales (Salehpour y Rasta, 2017; Schiffer et al., 2009). Igualmente, se ha reportado
un aumento del estrés oxidativo y de la neuroinflamacién, hipometabolismo y una reduccion en los
niveles de BDNF (Caldieraro y Cassano, 2019; Caruncho Michinel y Rivera Baltanas, 2010).
Atendiendo a dichas premisas, los resultados de la revision mostraron la existencia de efectos positivos
en el tratamiento de la depresion tras el uso de la TFBM. Tanto es asi que autores como Mathewson
(2015) concluyen que los resultados reportados tras el uso de esta técnica son mayores que los obtenidos
tras el empleo de otras terapias tales como terapias electroconvulsivas o la estimulaciéon magnética. En
esta misma linea, la comparacion entre los farmacos habituales utilizados en la depresién y el uso de la
FBM mostr6 efectos similares en ambos tratamientos destacando, sin embargo, un aumento de peso y
una mayor reduccion de cortisol bajo el tratamiento de radiacion (Salehpour et al., 2016; Wu et al.,
2012). Cabe afiadir, ademas, que autores como Disner et al. (2016) establecen la beneficiosa posibilidad

de combinar la TFBM con otros tratamientos farmacoldgicos, fisicos o psicoterapéuticos, dado su papel
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en la optimizacion de estados que potencian la accién de otros tratamientos. En este sentido, el uso
combinado de la radiacion y fArmacos antidepresivos parece acelerar la eficacia y la velocidad de los
efectos farmacologicos acompafiado, adicionalmente, de una mejora de la funcion mitocondrial y una
mayor proteccion neuronal al combinar la TFBM con productos metabolicos (Dong et al., 2015; Huang
et al., 2009). La revision reciente de Bertani et al. (2021) afiade, ademas, que la TFBM podria iniciar
una mejoria del estado de animo antes que los farmacos antidepresivos. Los efectos positivos reportados
en las investigaciones recogidas en la revision sistematica fueron alcanzados, en su mayoria, mediante
el empleo de radiaciones con longitudes de onda de 810 nm, irradiancia de 362-250 mW/cm? y con una
fluencia alrededor de 60 J/cm?. La relevancia en la eleccion de los pardmetros queda de nuevo reflejada
en el estudio actual realizado por losifescu et al. (2022). Dichos autores confirmaron que el uso de la
TFBM transcraneal con baja irradiancia, baja energia por sesion y bajo nimero de sesiones podria no
ser considerada una estrategia depresiva eficaz y enfatizan la necesidad de una mayor caracterizacion

de dicha terapia en el tratamiento de la depresion (losifescu et al., 2022).

La existencia de evidencias acerca de la posible disfuncion mitocondrial en otros multiples
trastornos psicologicos y la importancia de la oxigenacidon para el correcto funcionamiento del
organismo, convierten a la TPBM en una atractiva alternativa. Asi pues, la TFBM no solo ha mostrado
efectos beneficiosos en los trastornos depresivos sino también se considera 1til para el tratamiento de
trastornos con posible disfuncion del 16bulo prefrontal tales como el autismo, el trastorno obsesivo-
compulsivo, la esquizofrenia o el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (Hamblin, 2016b).
Adicionalmente, otras patologias tales como el trastorno bipolar, el trastorno afectivo estacional o las
alteraciones del suefio, asociadas con desregulaciones del ritmo circadiano, podrian restaurase mediante
el uso de TPBM mostrando su evidente funcionalidad neurobiologica (Ashkenazy et al., 2009; Bertani
et al., 2021; Santana-Blank y Rodriguez-Santana, 2018). En el caso del trastorno bipolar, Duong et al.
(2018) sugieren la existencia de alteraciones en los genes relacionados con la generacion y la
biodisponibilidad de ATP junto con un deterioro en el funcionamiento mitocondrial. Estas alteraciones

hacen de este trastorno un objetivo ideal para la aplicacion de la TFBM.

Los estudios disefiados para dilucidar las consecuencias de la FBM no solo se han realizado
con muestras de sujetos diagnosticados con trastornos psicoldgicos, sino que también se han probado
en sujetos sanos sin sintomas clinicos aparentes. Siguiendo esta linea experimental, los estudios
recopilados han mostrado resultados positivos en la mejora de multiples funciones cognitivas tales
como el aprendizaje, la memoria, la atencidn y las funciones ejecutivas. Dichas mejorias no fueron solo
observadas en el rendimiento cognitivo, sino que también se encontraron cambios en la actividad
cerebral con un aumento en las concentraciones de CCO, en la hemoglobina oxigenada y cambios en la
frecuencia de las ondas cerebrales (Gonzalez-Lima, 2017; X. Wang, Dmochowski, et al., 2017;

Zomorrodi et al., 2019). Estudios actuales, no incluidos en nuestra revision, reafirman dichos efectos
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positivos encontrados en sujetos sanos, lo que podria de manifiesto el posible uso de la TFBM como

una herramienta en la modulacién y mejoria de las funciones cognitivas.

Un aspecto de suma importancia que debe ser tenido en cuenta es la existencia de efectos
deletéreos. Asi pues, algunas investigaciones han descrito efectos secundarios transitorios en humanos,
tales como la presencia de cefalea. Sintomas similares fueron detallados por Bertani et al. (2021), los
cuales mantienen que los sintomas de la FBM serian leves y reversibles y se presentarian en forma de
dolor de cabeza, fatiga visual, vision borrosa, fotofobia, irritabilidad, diarrea y/o nauseas. Sin embargo,
otros autores identificaron la presencia de efectos apoptéticos en cultivo de células hipocampales, un
retraso de efectos positivos tras la aplicacion de FBM en ratones con lesiones traumaticas y un aumento
de peso e incremento de la presion diastolica en sujetos con depresion (Cassano et al., 2019; Xuan et al.,

2016; Yang et al., 2017).

Finalmente, cabe reseflar que los estudios recopilados descritos anteriormente eligieron
principalmente muestras humanas en contraposicion al uso de modelos animales. Sin embargo, la
muestra reclutada en estos estudios estaba formada por un nimero muy reducido de participantes vy,
Unicamente, cuatro estudios emplearon muestras superiores a 100 personas. Ademas, la poblacion
seleccionada era elegida de forma no aleatoria y generalmente, existia una ausencia de grupo control de
comparacion. Dichas limitaciones, junto con la falta de seguimiento de los participantes para evaluar
los resultados a largo plazo, hacen necesario el desarrollo de nuevas lineas de investigacion que

permitan evaluar los posibles riesgos y beneficios tras el uso de la FBM en cada contexto en particular.

6.4 Modulacion cerebral mediante fotobiomodulacion

Los resultados prometedores reportados mediante el uso de la TFBM, especialmente en sujetos
sanos, asi como la escasez de estudios centrados en los posibles efectos moduladores de la TFBM en el
desarrollo, impulsaron la puesta en marcha de las investigaciones recopiladas en la presente tesis
doctoral. Por ello, primeramente, se decidio iniciar los estudios mediante la evaluacion del efecto de la
FBM en el cerebro focalizando la investigacion en sujetos jovenes, objeto central de esta tesis. Dada la
importancia de la eleccion de los parametros, cabe resefiar de antemano que la longitud de onda escogida
en el caso de los estudios con sujetos jovenes (bloque 1, objetivos 2, 3, 5, y 6), fue de 810 nm debido al
elevado niumero de investigaciones que reportan efectos positivos tras su uso, ademas de la realizacion
previa de estudios piloto de nuestro grupo de investigacion. En cuando a la duracion y modo de
suministro, se optd por la radiacion manual durante 30 minutos (tres ciclos de 10 minutos cada uno)
con el objetivo de reducir al maximo posible el estrés durante la aplicacion. Por otro lado, en el caso de
los sujetos adultos (bloque I, objetivo 7), se utiliz6é una longitud de onda de 1.064 nm dado su extenso
uso en las investigaciones con adultos humanos y se recurri6 a la colocacion de una pieza de velcro con
conexion directa con el laser para facilitar asi la radiacion de los animales adultos dado su tamafio y

para reducir la situacion estresante al permitirles la total libertad durante el suministro.



Discusion

En el estudio I del bloque I (Publicacion 2), el analisis de la actividad cerebral fue llevado a
cabo en sujetos jovenes (29 DPN) de ambos sexos, los cuales habian sido radiados con FBM (810 nm)
en la superficie de su cabeza, intentando alcanzar areas prefrontales, durante cinco dias. Dicha actividad
fue evaluada mediante el estudio de su metabolismo oxidativo cerebral y de la expresion de genes de
activacion temprana en la PFC y en el hipocampo. Respecto al estudio de la actividad metabdlica, los
resultados mostraron la ausencia de diferencias entre los grupos experimentales en cada uno de los
sexos en las regiones estudiadas. En la etapa de desarrollo postnatal, se ha demostrado que se produce
un incremento de citocromos y de la actividad CCO (Kalous et al., 2001). Tal y como se menciond
previamente, aunque los mecanismos precisos de la FBM no estan del todo claros, la via de accion
principal propuesta es la absorcion de la luz por parte de la CCO por lo que en nuestra investigacion se
hipotetizaba la probable modulacion de la funcion de dicha enzima reportando cambios en la actividad
metabolica de los sujetos jovenes. Asi pues, en el estudio de Pruitt et al. (2020) encontraron un aumento
en la concentracion de hemoglobina oxigenada y de CCO oxidada en sujetos jovenes y adultos
humanos. Son escasas las investigaciones cuyo objetivo principal haya sido especificamente el analisis
de la actividad metabolica cerebral tras la aplicacion de la TFBM y los encontrados focalizan sus
estudios en muestras adultas, apoyandose en la idea de que la absorcion de fotones por parte de la CCO
aumentaria la actividad enzimatica, el consumo de oxigeno y la producciéon de ATP debido a la
fotodisociacion del 6xido nitrico (Gonzalez-Lima, 2017; Hamblin, 2019a; X. Wang, Tian, et al., 2017).
Hay que tener en cuenta que los resultados reportados dependen directamente de los parametros
elegidos, pero, a pesar de ello, hay que destacar que la administracion de FBM alcanza la consecucion
de modificaciones de la CCO en sujetos adultos controles. Estos cambios en la enzima CCO no se han
identificado unicamente en sujetos adultos sanos, sino también en varios modelos de enfermedad y en
tareas cognitivas (N. Arias et al., 2016; Banqueri et al., 2019; Méndez et al., 2021). Sin embargo, en
nuestro estudio, tras la aplicacion de FBM en sujetos sanos jovenes no se encontraron alteraciones en
la actividad metabdlica. En esta misma linea, el estudio de la expresion del protooncogén c-fos ha
recibido ain menos atencion que la CCO tras la aplicacion de la FBM. Dicho gen temprano es uno de
los primeros grupos de genes que se expresan en minutos tras la activacion sinaptica y neuronal durante
la estimulacion extracelular y esta involucrado en la proliferacion y diferenciacion celular (Y. Li et al.,
2021; Velazquez et al., 2015). En nuestro estudio, al igual que en el caso de la cuantificacion de la
enzima CCO, no encontramos cambios en la expresion de c-fos entre los grupos experimentales en el
caso de los machos ni tampoco en el de las hembras. Los estudios previos han reportado resultados
controvertidos mostrando aumento en la produccion de la proteina c-Fos, pero también disminucion en
su generacion en varias areas cerebrales de modelos sanos y de enfermedad (J. L. Arias et al., 2020; De

Taboada y Hamblin, 2019; Y. Li et al., 2021; Nadur-Andrade et al., 2016).

El periodo postnatal es una etapa critica del desarrollo en la cual el cerebro es muy plastico y

especialmente vulnerable. En nuestro estudio, la aplicacion de la TFBM en sujetos con 29 DPN durante
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cinco dias no produjo variaciones en la actividad metabodlica ni en la expresion de c-fos y esta ausencia
de diferencias se mantuvo en los grupos de ambos sexos. Dichos resultados concuerdan con estudios
previos (dos Santos Cardoso, de Souza Oliveira Tavares, et al., 2021; Saucedo et al., 2021; Shinhmar
et al., 2020). Estos autores compararon los efectos de la radiacion de FBM entre sujetos jovenes y de
edad avanzada sobre la funcion retiniana, la actividad y la hemodinamica de la CCO y la respuesta
neuroinflamatoria. Sus resultados mostraron unos mayores efectos de la FBM en sujetos de edad mas
avanzada tras la aplicacion de la técnica. Durante el envejecimiento cerebral, multiples procesos de
degeneracion neuronal, tales como la inflamacion local y la reduccion del metabolismo energético,
inician su puesta en marcha (dos Santos Cardoso, dos Santos, et al., 2021; dos Santos Cardoso, Mansur,
et al., 2021). Es por ello que estos investigadores hipotetizaron que el declive mitocondrial ligado a la
edad y no presente en las muestras de jovenes desempefaria un papel esencial en los resultados de la
TFBM (dos Santos Cardoso, de Souza Oliveira Tavares, et al., 2021; Saucedo et al., 2021; Shinhmar et
al., 2020). Dicha hipotesis ha sido confirmada recientemente en el estudio realizado por Cardoso et al.
(2022). Estos investigadores mostraron la existencia de una disminucion en la actividad regional de la
CCO y en la conectividad funcional en el cerebro de sujetos envejecidos. Tras el empleo de la FBM de
manera cronica, se producia la reversion de dichas disfunciones fortaleciendo la conectividad funcional.
Este efecto era encontrado en el grupo de sujetos de avanzada edad, pero también en el grupo de jovenes,
siendo mas significativo en el grupo de mayor edad (dos Santos Cardoso et al., 2022). Siguiendo esta
premisa, el mismo motivo puede explicar nuestros hallazgos tras la aplicacion de TFBM en sujetos
jovenes cuyo cerebro continua en desarrollo y sin problemas de salud aparentes. En esta etapa postnatal,
la funcion cerebral y, especificamente, la funcion mitocondrial del cerebro no estd perturbada, por lo
que la accion de la FBM en las mitocondrias podria no ser detectable mediante el andlisis de la actividad
de la CCO vy la sintesis de la proteina c-Fos. Se podria entonces sugerir, en base a las evidencias
aportadas en la literatura actual, que la TFBM seria mas eficaz en individuos con posible disfuncion
mitocondrial, tales como serian modelos de sujetos adultos/ancianos e incluso, con presencia de
disfunciones, antes que en sujetos jovenes y sanos (Saucedo et al., 2021; Scaglia, 2010). Por otro lado,
las células hipoxicas o disfuncionales son mas propensas a presentar altas concentraciones inhibitorias
de NO (Hamblin, 2018a). La teoria de la accion de la FBM a través de la fotodisociacion del NO
explicaria entonces por qué se encontraria un mayor efecto de dicha técnica en tejidos enfermos o
dafiados y no seria tan apreciable en células sanas (Hamblin, 2018a). Sin embargo, tal y como se planteo
en la introduccion de esta tesis doctoral, en el estudio de Buzza et al. (2019) se observé como la
aplicacion de la TFBM en la etapa de desarrollo postnatal conducia a efectos beneficiosos. A pesar de
que los sujetos elegidos por parte de estos autores eran ratas sanas y recién nacidas, los resultados
mostraron una madurez mas temprana y sin dafios en el grupo radiado. En contraste con nuestro estudio,
Buzza et al. (2019) iniciaron la radiacion con FBM en una etapa mas temprana del desarrollo y no fue

examinado ningun parametro de actividad neural.
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Finalmente se analizaron las diferencias entre los grupos de machos y hembras en la actividad
metabolica cerebral y en la produccion de proteina c-Fos. Asi pues, se comprobo que, en el caso de la
actividad de la CCO, los tres grupos femeninos mostraban una mayor actividad que los grupos
masculinos en la PFC y en el hipocampo. Dichos resultados concuerdan con los reportados previamente
por Spivey et al. (2008) los cuales encontraron una menor actividad metabdlica regional en la PFC y en
la corteza parietal de machos jovenes sanos en comparacion con el grupo de hembras sanas jovenes.
Resultados similares en una muestra de sujetos adultos fueron reportados por Gonzalez-Pardo et al.
(2020). Dimorfismo sexual se encontrd también en el caso del estudio de las diferencias en expresion
del gen c-fos. En este caso, los tres grupos masculinos mostraron un mayor ntimero de células positivas
de c-Fos que las mujeres en las tres areas estudiadas de la PFC mientras que, por el contrario, los grupos

femeninos presentaron una mayor produccion de proteina c-Fos en la subregion CA3 del hipocampo.

Tras verificar la ausencia de alteraciones en la actividad metabolica y en la expresion de genes
tempranos en el PFC y en el hipocampo de machos y hembras jovenes tras la radiacion con FBM, nos
planteamos el estudio de la seguridad de la aplicacion de la técnica a través del analisis de células gliales
en muestra de machos jovenes (Estudio 11, objetivo 3). La gliosis es el término utilizado para describir
la proliferacion de células gliales en respuesta al dafio neuronal y tiende a ser asociada con efectos
toxicos y perjudiciales para las neuronas (El Massri, Moro, et al., 2016). El efecto sobre las células
gliales de la TFBM ha sido escasamente explorado y las investigaciones actuales focalizan su interés
en muestras de sujetos adultos sin encontrar en la literatura ningtin dato acerca de la alteracion de estas
células en el desarrollo postnatal. Los resultados obtenidos en estos estudios muestran una atenuacion
de la inflamacion cerebral general tras el uso de la FBM, al encontrarse un descenso en el niimero de
células gliales (El Massri et al., 2018; El Massri, Johnstone, et al., 2016). Sin embargo, existen
controversias entre las investigaciones acerca de qué células se ven afectadas tras su uso. Asi pues,
algunas investigaciones encuentran una reduccion general de astrocitos y microglia (El Massri et al.,
2018; Lee et al., 2016; Tsai et al., 2022), mientras que otros Unicamente encuentran un efecto
significativo en los astrocitos siendo muy limitado en el caso de la microglia (El Massri, Johnstone, et
al., 2016; El Massri, Moro, et al., 2016). Cabe destacar que dicha disminucion, encontrada tinicamente
en los astrocitos, parece estar presente en las investigaciones llevadas a cabo en modelos de Parkinson
por lo que podria ser un proceso de gliosis especifico en este trastorno el que produjera dicho efecto
particular. Un estudio reciente llevado a cabo por Vogel et al. (2021) en un modelo de infarto cerebral
detectaron una reduccion en Iba-1, marcador de microglia, junto con un incremento astroglial. Los
mismos resultados fueron confirmados por Yoon et al. (2021), los cuales detectaron un aumento en la
proliferacion de astrocitos en las células cultivadas radiadas con FBM. Por otro lado, se vuelve a poner
de manifiesto la importancia de los parametros de radiacion en el estudio de El Massri, Johnstone, et al.
(2016) al constatar como el tratamiento con FBM podria actuar como factor protector ante la

degeneracion progresiva durante el envejecimiento siempre que se aplique en intervalos regulares. La
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misma importancia se otorga a los pardmetros de radiacion en el estudio de Xuan et al. (2016) los
cuales identifican una inhibicion temporal del proceso de reparacion al observarse un aumento en el
numero de astrocitos tras un excesivo numero de sesiones de FBM. En contraste con los efectos
descritos reportados por otros autores, en nuestra investigacion no fueron hallados cambios en la
proporcion de astrocitos y microglia en el PFC de los grupos jovenes sanos radiados (Figura 18). Cabe
sefalar que los estudios previamente citados emplearon muestras de sujetos en edades avanzadas o con
presencia de lesiones o trastornos neurodegenerativos mientras que en nuestro caso la muestra estaba
formada por sujetos sanos jovenes. Los astrocitos y la microglia son células que contribuyen a un
funcionamiento éptimo de las neuronas en el cerebro sano y la alteracion en cualquiera de estas células
repercute en la funcion neuronal y, en consecuencia, en la funcion cognitiva (Lynch et al., 2010). Asi
pues, estas células son activadas ante presencia de dafo o infeccion y en multiples enfermedades
neurodegenerativas (Allen y Barres, 2009). Las investigaciones, ademas, han verificado como con la
edad se produce un cambio en el fenotipo de los astrocitos y de la microglia asociado con el deterioro

de la funcidn sinaptica (Lynch et al., 2010).

Para finalizar este apartado focalizado en la modulacion de la funcidn cerebral mediante el uso
de la TFBM, se incluyen los resultados derivados del estudio I, bloque II (Publicacién 3) realizado, en
este caso, en muestras de sujetos adultos. En este estudio se analiz6 la actividad metabolica en sujetos
controles basales sanos y en sujetos sometidos a una prueba de aprendizaje reverso. En este apartado,
unicamente se incluird el primer grupo de sujetos basales. Asi pues, tras la aplicacion de la TFBM
durante cinco dias se encontrd una disminucion en la actividad metabolica en el estriado dorsal y ventral,
MS, ENT, hipocampo, amigdala, talamo anterior, cuerpos mamilares y VTA. El suministro de la
radiacion generd cambios en la actividad cerebral de los sujetos sanos y, a pesar de haber sido aplicada
en el primer tercio de la cabeza, los cambios en los niveles de CCO se detectaron también en regiones
distales poniendo de manifiesto el efecto sistémico de la técnica. Investigaciones anteriores han
encontrado resultados similares examinando los efectos de la FBM en la modulacion de la funcion
cerebral de sujetos sanos con ausencia de sintomas clinicos. En esta linea, en el estudio de Cardoso
et al. (2022) se reportd una disminucion de la actividad metabdlica cerebral en sujetos jovenes y de
avanzada edad sanos tras la aplicacion de la FBM. Por otro lado, Wang, et al. (2017) y Zomorrodi et al.
(2019) reportaron un aumento de las frecuencias alfa, beta y gamma junto con una reduccion de las
frecuencias delta y theta en multiples regiones en una muestra de sujetos humanos. En un estudio
reciente de Oh et al. (2022) encontraron, también, una reduccion en las concentraciones de la CCO
oxidada en un modelo de roedor sin patologia. Cabe destacar que la deteccion de la hemodinamica y el
metabolismo cerebral se realizé empleando la espectroscopia de infrarrojo cercano, la cual requiere de
uso de anestesia. Es por ello por lo que justifican los resultados obtenidos no solamente debido a la
accion de la FBM en la mitocondria, sino también debido a la inhibicion del complejo I mitocondrial

debido al uso de isoflurano (Oh et al., 2022).
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6.5 Modulacion conductual mediante fotobiomodulacion y actividad cerebral subyacente

Finalizado el estudio de las consecuencias de la FBM en la funcion cerebral de sujetos jovenes y
tras reportar una ausencia de cambios en la actividad metabdlica cerebral y en la expresion de genes
tempranos, junto con la ausencia en la proliferacion de células gliales, se plante6 el estudio de su efecto
en determinados parametros conductuales. Del mismo modo, el estudio de los efectos de la FBM en

sujetos adultos se continud con el analisis de sus consecuencias en una tarea de aprendizaje reverso.

Previo al inicio de las investigaciones con sujetos jovenes y con el objetivo inicial de estudiar
el efecto de la FBM en la memoria espacial en ambos sexos, se llevod a cabo un estudio experimental
basico para analizar la ejecucion de los animales jovenes en una tarea de memoria de referencia espacial
con dos grados diferentes de dificultad (Estudio 3, objetivo 4, publicacion 4). La memoria espacial es
una funcion cognitiva vital que permite aprender y explorar el contexto que nos rodea. Dicha funcion
depende principalmente del hipocampo el cual interactiia con otras estructuras tales como la PFC para
llevar a cabo una navegacion espacial exitosa y por tanto una correcta ejecucion conductual (Glockner
et al., 2021; Tan et al., 2017). Existe cierto consenso sobre la emergencia de dicha funcion en roedores
en la tercera semana postnatal, alrededor del dia 20 o 21 (Akers y Hamilton, 2007; Scott et al., 2011;
Wills et al., 2014), sin embargo, el estudio de Tan et al. (2017) mostrd la competencia de memoria
espacial ya en el DPN 19, al mantener la temperatura del cuerpo de los animales estable y al utilizar un
MWM proporcional en medidas al tamafio del animal. A pesar de dichos resultados, la investigacion
actual no ha encontrado evidencias de la emergencia del aprendizaje espacial antes del DPN 19 (Wills
y Cacucci, 2014). En nuestro estudio, tras iniciar el entramiento en el protocolo estandar/facil de
memoria de referencia espacial en el DPN 23, encontramos una disminucion de la latencia de escape a
lo largo de los dias en ambos grupos (machos/hembras) junto con un aprendizaje de la tarea en el cuarto
dia de protocolo (DPN 27). Adicionalmente, no se encontraron diferencias entre los grupos de ambos
sexos en la permanencia en la zona focal, en la zona periférica, en el cuadrante objetivo ni en la distancia
recorrida, pero si se vieron reflejadas en la velocidad, siendo el grupo femenino, F-MRF, mas rapido

que el masculino, M-MRF.

Por otro lado, el estudio general de la memoria espacial ha mostrado la existencia de dimorfismo
sexual en las habilidades espaciales, apoyando una mejor ejecucion por parte de los machos en
diferentes tipos de memoria tales como la memoria de referencia o la memoria de trabajo (Yagi et al.,
2017). Sin embargo, dicha teoria no tiene el apoyo en los resultados de otras investigaciones. Estas
posibles desigualdades en la ejecucion entre los sexos son asociadas, por algunos autores, al uso de
distintos tipos de estrategias para navegar en el espacio, mientras que otros proponen que se deben a la
dificultad de la tarea (W. Chen et al., 2020). Asi pues, investigaciones previas han mostrado como los
machos son mejores en el uso de estrategias alocéntricas (formacion de un mapa cognitivo a partir de
las relaciones existentes entre los objetos del medio) mientras que las hembras emplearian mas

estrategias egocéntricas, guiadas por la orientacion del cuerpo (a pesar de que no muestran mejores
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resultados empleando el componente egocéntrico) (Méndez-Lopez et al., 2009a; C. Wang et al., 2020).
En nuestro estudio se utilizaron sefales distales situadas alrededor de la piscina, para tratar de evocar
el uso de estrategias alocéntricas en la orientacion de los animales. La memoria espacial, en concreto,
la memoria alocéntrica depende de la corteza entorrinal, del hipocampo y de otras estructuras
circundantes mientras que, por el contrario, las representaciones egocéntricas implican el estriado dorsal
y varias estructuras interconectadas. El desarrollo de la memoria alocéntrica de las ratas coincide con
la maduracion funcional de las células de lugar (place cells) del hipocampo (Baram et al., 2019). Estas
células se disparan en una posicion tnica en el contexto circundante y codifican la ubicacion actual del
sujeto (Wills et al., 2014). A pesar de que el hipocampo es la estructura fundamental en la memoria
alocéntrica, las interacciones entre el hipocampo y la PFC también parecen ser relevantes para codificar
los objetivos prospectivos y para lograr la ubicacion por parte de las células de lugar durante la
navegacion (Glockner et al., 2021). Estas células muestran una sintonia espacial y un disparo estable
alrededor del DPN 16 (Baram et al., 2019; Tan et al., 2017), pero la madurez de la red de células de
lugar no se alcanza hasta alrededor del DPN 45 (Wills et al., 2014). Las células de lugar también
disminuyen su capacidad de disparo a medida que se avanza en la edad, mostrando pérdida de sinapsis
funcionales y alteraciones en la regulacion del calcio en varias regiones del hipocampo (Glockner et al.,
2021). Varios estudios apoyan que el alcance de la precision en el disparo por parte las células de lugar,
coincide con el desarrollo de la red de las células de red o de rejilla (grid cells) en la corteza entorrinal.
Las células de rejilla, organizadas en modulos, se disparan en un patrén hexagonal de localizaciones y
su desarrollo contribuye a estabilizar las células de lugar (Baram et al., 2019; Gardner et al., 2022). Por
lo tanto, la accién combinada de las células de lugar y de las células de rejilla podria determinar la

percepcion y el recuerdo de la posicion de un sujeto en el contexto circundante (Moser et al., 2008).

Pocos son los estudios que se dirigen al analisis de las diferencias sexuales de la memoria espacial
durante el desarrollo postnatal y los encontrados, apoyan una mejor ejecucion por parte de los machos
jovenes que las hembras (Chow et al., 2013; Cimadevilla et al., 1999; Conejo et al., 2004). En
contraposicion a esta teoria, en nuestro estudio no se encontraron diferencias entre los dos sexos en la
correcta ejecucion de la prueba de memoria de referencia espacial estandar. Ambos grupos alcanzaron
el criterio de aprendizaje en el cuarto dia (DPN 27) y no mostraron diferencias en las latencias de escape,
en la permanencia en la zona focal, en la zona periférica, en el cuadrante objetivo ni en la distancia
recorrida. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Akers y Hamilton (2007) los cuales
encontraron una ejecucion similar entre ambos sexos en una tarea de pistas distales. Cabe destacar que
en nuestro estudio las hembras exhibieron una tendencia a permanecer en el cuadrante objetivo desde
el dia dos (PND25) y también mostraron una mayor velocidad de ejecucion. La inconsistencia respecto
a las diferencias sexuales no ha sido encontrada unicamente en estudios de memoria de referencia
espacial, sino que también se observa en otros tipos de memoria tales como en la evaluacion de la

memoria de trabajo. En este caso, algunos autores no encuentran diferencias entre machos y hembras
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jovenes mientras que otros apoyan un retraso en la adquisicion de la tarea por parte de las hembras,

diferencias las cuales desaparecen en la etapa adulta (Conejo et al., 2004; Méndez-Lopez et al., 2009a).

Por otro lado, tal y como se menciond previamente algunos autores asocian las diferencias
sexuales a la dificultad de la tarea. Es por ello que, en nuestra segunda investigacion presentada en el
estudio III, se estudio la ejecucion de machos y hembras en la misma tarea de memoria espacial, pero
esta vez, anadiendo el factor de dificultad al disminuir el nimero de ensayos en la fase de adquisicion
(dos ensayos). Nuestros resultados pusieron de nuevo de manifiesto la ausencia de diferencias entre
machos y hembras en la latencia de escape, en el tiempo de permanencia en la zona focal y periférica,
en la velocidad y en la distancia recorrida. Sin embargo, existidé una clara ventaja en el caso de las
hembras en la adquisicion del criterio de aprendizaje. El grupo de hembras, F-MRD, alcanzo el criterio
de aprendizaje en el dia cuatro (DPN 27), dos dias antes que el grupo de machos, M-MRD, (dia seis,
DPN29). También mostraron una elevada permanencia en el cuadrante objetivo (D) a lo largo de los
dias. A pesar de la mayor dificultad de la tarea, el grupo F-MRD mantuvo el mismo rendimiento
encontrado anteriormente en el protocolo de memoria de referencia facil. A nuestro parecer, esta podria
ser la primera investigacion que analiza la ejecucion de ratas macho y hembras en edades tempranas en
un protocolo de memoria de referencia con mayor grado de dificultad. Nuestros resultados podrian
mostrarse en consonancia con varios estudios humanos los cuales hipotetizaron que las diferencias de
sexo en tareas de memoria espacial dependen de la dificultad de la tarea, emergiendo dichas
controversias cuando aumentan las exigencias de la misma (W. Chen et al., 2020). En nuestro estudio,
se encontraron resultados contrarios: la mayor dificultad en la tarea condujo a una peor ejecucion de los
machos, pero a un mantenimiento de la conducta de las hembras, exhibiendo mismos niveles de éxito
que en el protocolo de memoria de referencia espacial facil analizado previamente. En esta etapa del
desarrollo, los protocolos dificiles podrian detectar un desarrollo temprano de las habilidades espaciales

de las hembras en comparacion con las de los machos.

Algunas de las diferencias sexuales en el rendimiento espacial han sido atribuidas a los efectos
de las hormonas gonadales tanto en la edad adulta como en el desarrollo temprano (Méndez-Lopez et
al., 2009a). Las hormonas sexuales, especialmente los estrégenos, desempefian un papel de suma
importancia en la memoria espacial de ambos sexos (Taxier et al., 2020). De hecho, la pérdida de
memoria espacial vinculada a la edad que se inicia con anterioridad en las hembras de raton, puede estar
relacionada con el cese del ciclo estral (Vorhees y Williams, 2014). Es ampliamente conocido que los
estrogenos afectan a la neuroplasticidad de varias regiones del cerebro y concretamente, modulan la
formacion de espinas dendriticas y sinapsis y también la neurogénesis en la formacion del hipocampo
(Sheppard et al., 2019). Sin embargo, sus efectos sobre la plasticidad del hipocampo dependen de
diversos factores tales como el sexo, la edad, el historial reproductivo, el estado hormonal, etc.
(Sheppard et al., 2019). El mejor rendimiento cognitivo encontrado en nuestra investigacion podria no

estar relacionado con los estrogenos circulantes, ya que las concentraciones son minimas y se mantienen
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equivalentes en ambos sexos hasta la pubertad (DPN 30-DPN 42 en las hembras y DPN 42- DPN 55 en
los machos). Adicionalmente, la regulacion del ciclo estral y la maduracion del esperma ocurren mas
tardiamente, también en esa etapa de pubertad (Bell, 2018). Otra posible explicacion de la disparidad
de los resultados en la memoria espacial podria estar relacionada con el uso de protocolos de
preentrenamiento que permitirian a los animales familiarizarse con la tarea y reducir el estrés de la
natacion (Simpson y Kelly, 2012). El uso de estos procedimientos de habituacion tiende a reducir las
diferencias sexuales y se manifiesta en una menor respuesta de tigmotaxis, conducta tipica de estrés en
roedores manifestada por una mayor permanencia de los animales proximos a las paredes del aparato,
en la zona periférica (Méndez-Lopez et al., 2009a; Simpson y Kelly, 2012). A pesar de la tendencia de
una mayor presencia de comportamiento de tigmotaxis en las ratas hembras descrita en la literatura
(Simpson y Kelly, 2012), en nuestro estudio, tras analizar en ambos protocolos de diferente dificultad
la permanencia en la zona periférica, zona cercana a las paredes, no encontramos diferencias en este
parametro entre ambos sexos. En ambos grupos, se realizé una jornada de habituacion previa por lo que
esos ensayos de preentrenamiento podrian ser suficientes para reducir el estrés de los animales y
conseguir una correcta realizacion de la tarea, como se ha encontrado en estudios anteriores (Méndez-

Lopez et al., 2009a).

Una vez realizado el estudio de la ejecucion en el protocolo de memoria de referencia espacial
en las muestras de roedores jovenes, se planteé el estudio del efecto de la FBM en dicha conducta y en
la actividad metabdlica cerebral subyacente escogiendo como protocolo a estudiar el de mayor
dificultad (2 ensayos/6 dias). Para ello, se contd con tres grupos diferentes de ambos sexos, el grupo
radiado, el grupo dispositivo que servia como control de la técnica, ambos sometidos al protocolo
conductual y, por ultimo, un grupo control basal, el cual fue afiadido en el estudio de la actividad

metabolica con el fin de controlar los niveles basales de los sujetos jovenes en las unidades de CCO.

En el caso de las muestras de machos jovenes (Estudio IV), se observd que no existian
diferencias significativas entre el grupo MDFB-MR y el grupo MFBM-MR en las latencias de escape,
ambos grupos mostraban una reduccion a lo largo de los dias (Figura 19). Respecto al aprendizaje de la
tarea, ambos grupos lograban adquirir el criterio de aprendizaje en el cuarto dia de protocolo (DPN 27)
(Figura 20). A pesar de no existir diferencias entre el grupo radiado y el grupo control dispositivo, cabe
destacar que ambos grupos de machos jovenes alcanzaron el criterio de aprendizaje dos dias antes que
el grupo de machos jovenes controles sometidos al protocolo de memoria de referencia espacial dificil
presentados en el estudio III de la presente tesis doctoral. Una de las hipotesis que podria dar cuenta de
nuestros resultados seria el posible efecto del estrés producido por el protocolo de inmovilizacion. El
andlisis de la permanencia de ambos grupos en la zona periférica y en la zona central del MWM el
ultimo dia de protocolo (sexto dia), manifestd la ausencia de diferencias entre ambos grupos
presentando, sin embargo, una mayor permanencia en la zona periférica en comparacion con la zona

central (Figura 21). Tal y como se expuso previamente, dicho resultado podria ser indicativo de la
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presencia de tigmotaxis, medida no invasiva de los niveles de estrés en los protocolos del MWM (Harris
et al., 2008). Asi pues, el estrés es un potente modulador de la funcidén cognitiva en general, y
particularmente, de los procesos de aprendizaje y memoria, presentando un efecto altamente complejo
(Loganathan y Rathinasamy, 2015). Algunos estudios muestran como la exposicion repetida de los
roedores a situaciones de estrés produce déficits en tareas de memoria y aprendizaje. Por otra parte otros
estudios han mostrado como la exposicion cronica al estrés mejora los componentes de adquisicion o
rendimiento en tareas de memoria (Gouirand y Matuszewich, 2005). Un estudio de Luine et al. (1996)
mostraron como tras 13 dias de estrés mediante un método de inmovilizacion daba lugar a mejorias en
la ejecucion en el laberinto radial de ocho brazos mientras que dicha inmovilizacion durante siete dias
no mostraba afectaciones de la memoria espacial. En nuestro estudio la exposicion de sujetos jovenes

al protocolo de inmovilizacion podria dar lugar a efectos de estrés mas destacables a nivel conductual.

Una de las principales consecuencias de la exposicion al estrés es la activacion del eje
hipotaldémico-hipofisiario adrenal y la liberacion de la hormona glucocorticoide (cortisol en humanos y
corticosterona en la mayoria de los roedores) por parte de las glandulas suprarrenales, asi como también
la liberacion de otros mediadores como las catecolaminas y las citoquinas (Cazakoff et al., 2010).
Dichas moléculas activarian sus respectivos receptores en el cerebro dando lugar a una serie de cambios
funcionales como son la alteracion de la actividad sindptica, la organizacion dendritica y la neurogénesis
(Cazakoff et al., 2010). Asi pues, Chaby et al. (2015) mantienen que los sujetos jovenes podrian ser mas
sensibles al estrés por varias razones: en primer lugar, los adolescentes presentarian una mayor
produccion de glucocorticoides ante estimulos fisicos y psicoldgicos aversivos en comparacion con los
adultos, en segundo lugar los adolescentes podrian ser mas sensibles al efecto de los glucocorticoides
en la regulacion de los genes y, por ltimo, las areas cerebrales de los sujetos jovenes implicadas en la
regulacion del estrés, el aprendizaje y la memoria tales como el PFC, el hipocampo y la amigdala, se
encontrarian ain en un periodo de desarrollo y maduracion por lo que podrian verse mas afectadas por
la produccion de glucocorticoides. De esta manera, aunque algunos tipos de exposiciones a situaciones
de estrés cronico disminuyen el rendimiento en tareas de memoria, otras exposiciones facilitan la
adquisicion o el rendimiento en tareas de memoria siguiendo una curva en forma de U invertida:
condiciones de estrés leve o transitorio mejorarian el aprendizaje mientras que el estrés cronico mas
severo lo perturbaria (Gouirand y Matuszewich, 2005). Por tanto, la exposicion a estrés elevado o a una
situacién que conduce a una alta produccion de glucocorticoides afectaria al aprendizaje y a la memoria
pero sin embargo, dicho efecto dependeria entonces del tipo, duracidon e intensidad del estrés
(Loganathan y Rathinasamy, 2015). La exposicion a la situacion de inmovilizacion en nuestro estudio
podria suponer una situacion estresante, reflejada en los niveles de tigmotaxis, la cual mejoraria la
ejecucion de los machos jovenes dando lugar a un aprendizaje precoz. Sin embargo, el analisis
individual del porcentaje de permanencia en la zona periférica mostrd que el Gltimo dia del protocolo,

el porcentaje del grupo MDFBM-MR era del 50,58% y el del grupo radiado fue del 45,39%. Al

167



168

Discusion

comparar dichos porcentajes con los resultados obtenidos en el estudio III, los machos controles
pertenecientes a dicha investigacion previa, mostraron un porcentaje de permanencia en la zona
periférica el dia sexto del 58,17% exhibiendo entonces, unos mayores niveles de tigmotaxis que dichos
grupos sometidos al protocolo de FBM. Por tanto, pareceria suponer que el nivel de estrés no seria el
causante de la mejora reportada en el aprendizaje. Adicionalmente, algunos autores mantienen que los
niveles de tigmotaxis correlacionan positivamente con los niveles de corticosterona durante la ejecucion
de las pruebas en el MWM vy adicionalmente, con los niveles de ansiedad (Harris et al., 2008). No
obstante, reafirmando dicha falta de relacion entre el estrés y el mejor rendimiento reportado en el
MWM, el estudio VI mostro la ausencia de diferencias entre los grupos sometidos al protocolo de FBM

y el grupo control aprendizaje en las variables que evaluaban conductas de tipo ansioso.

Dado que el estrés del protocolo no parece ser el factor explicativo de los resultados obtenidos
otra hipoétesis que podria dar cuenta de las mejorias obtenidas seria el efecto de la habituacion o
familiaridad al experimentador. Asi pues, los animales sometidos al protocolo de FBM, a diferencia de
los sujetos en el estudio III, permanecieron un mayor periodo de tiempo en contacto con el
experimentador. La literatura previa establece que uno de los factores mas importantes en la variacion
de los resultados conductuales es el investigador, dadas las diferencias que se establecen en el manejo
de los animales (Fridgeirsdottir et al., 2014). El manejo postnatal ha mostrado mejorias en la ejecucion
de los roedores en diferentes protocolos y pruebas conductuales tales como el MWM (Plescia et al.,
2014; Thompson y Lippman, 1975). Asi pues, estudios previos como el estudio de Fridgeirsdottir et al.
(2014) mostraron como la manipulacion de los ratones produjo un aprendizaje precoz en comparacion
con el grupo de ratones no manipulados los primeros dias de ejecucion en el MWM. Estudios con
sujetos jovenes manipulados tras el destete han mostrado un incremento en las conductas exploratorias
(Thompson y Lippman, 1975). Dichos autores mantienen que la habituacion a la manipulacion tanto
después del destete como en la edad adulta disminuiria la emocionalidad y aumentaria el
comportamiento exploratorio (Thompson y Lippman, 1975). En nuestro estudio, los sujetos que fueron
sometidos al protocolo de FBM se mantuvieron inmovilizados por parte del investigador durante 30
minutos al dia por un periodo de siete dias (un dia de habituacién + seis de FBM o dispositivo). Dicha
inmovilizacion era realizada de manera manual por parte del investigador por lo que los animales
permanecian durante todo el tiempo en contacto directo con el investigador. Al igual que en los estudios
previos, dicha familiarizacién podria haber conducido a una mejor ejecucion en el MWM vy, por tanto,

a una mejora en el aprendizaje del protocolo de memoria de referencia espacial.

Respecto a la actividad metabdlica subyacente, se encontré una disminucion de la actividad
metabolica cerebral en el grupo MFBM-MR con respecto al grupo control en todas las subareas del
hipocampo y en los nucleos talamicos, junto con una reduccion significativa de actividad en AD en el
grupo MDFBM-MR en comparacion con MC (Figura 24). Cabe destacar que, a pesar de no existir

diferencias significativas entre los grupos en el resto de las areas, se observo una tendencia a manifestar
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menores unidades de CCO en los grupos MDFBM-MR y MFBM-MR sometidos al protocolo
conductual de memoria de referencia, siendo el grupo MFBM-MR el que mostraba un mayor descenso.
Asi pues, los cambios en la CCO reflejan las modificaciones de la actividad metabdlica neuronal debido
a los procesos de aprendizaje (Sakata et al., 2005). La evaluacion de los niveles de CCO por parte de
numerosos estudios ha demostrado que la demanda de energia cerebral implicada en la actividad
neuronal durante una tarea conductual especifica se incrementa en las areas cerebrales que participan
en la ejecucion de la tarea y, ademas, dicha actividad esta relacionada con la dificultad de la misma
(Congjo et al., 2010; Méndez-Lopez et al., 2010; Poremba et al., 1998; Sakata et al., 2005), mientras
que por el contrario tras la consecucion del aprendizaje, se produce una reduccion de los costes
metabolicos, aumentando la eficiencia de las areas implicadas en la tarea (Méndez-Lopez et al., 2009b).
Asi pues, en el estudio de Olson et al. (2006) mostraron la existencia de una correlacion entre la
disminucién del flujo sanguineo y la mejoria en una tarea de tiempo de reaccion y Gobel et al. (2011)
hallaron un patron de desactivacion de varias regiones cerebrales, en la mejor de la eficiencia del

procesamiento visomotor en una tarea de aprendizaje.

En nuestro estudio, se observo un claro patron de reduccion de la CCO en los grupos que habian
realizado el protocolo de aprendizaje. El criterio de aprendizaje fue alcanzado en el dia cuarto de la
tarea y el analisis de la actividad metabolica se realiz6 dos dias después, en el sexto dia. Tras la ejecucion
correcta de la prueba, la tarea seria percibida por los sujetos como un elemento de facil superacion, por
lo que requeriria un menor esfuerzo reflejado en la actividad metabdlica subyacente mediante una
reduccion en los costes metabdlicos incrementando asi la eficiencia de las regiones implicadas en la
tarea de memoria. Cabe destacar que el grupo MFBM-MR mostré una reduccion significativa de la
actividad en las regiones hipocampales CA1, CA3 y DGy en el tdlamo anterior en comparacion con el
grupo control (Figura 24). El hipocampo, junto con otras regiones cerebrales, es reconocido como una
estructura limbica cerebral que sustenta multiples formas de memoria y, especificamente, se ha visto
que es especialmente relevante en la memoria espacial (Tan et al., 2017). El talamo anterior, el cual
también forma parte del sistema limbico, también estd relacionado con la memoria espacial, al
contribuir a dicha funcién mediante su conexidén reciproca con las células hipocampales, siendo
considerado como la “extension del sistema hipocampal” debido a su papel esencial en la ejecucion de
una gran variedad de tareas de memoria espacial (Jankowski et al., 2013; Méndez-Lopez et al., 2009b).
Asi pues, en nuestra investigacion todo parece indicar que, a pesar de existir un patréon de disminucidén
de unidades CCO tras la realizacion de la tarea, la FBM podria haber tenido un mayor efecto en aquellas

regiones cuyo papel fue fundamental en la tarea de memoria de referencia espacial.

Continuando con el estudio del efecto de la FBM en la conducta de sujetos jovenes, la misma
investigacion previa fue llevada a cabo, esta vez, utilizando muestras de roedores jovenes hembras
(Estudio V) con el objetivo de evaluar la posible afectacion diferencial en cada uno de los sexos. Los

resultados mostraron ausencia de diferencias entre los grupos FDFBM-MR y FFBM-MR en las
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latencias de escape existiendo en ambos casos una disminucion de estas a medida que los ensayos
avanzaban en el protocolo conductual (Figura 22). Por otra parte, ambos grupos alcanzaron el criterio
de aprendizaje el cuarto dia de la prueba, mismo dia que las hembras controles pertenecientes al estudio
1T (Figura 23). Al contrario que en el caso de los machos jovenes, las hembras no mostraron ninguna
mejoria en la ejecucion en el protocolo de memoria de referencia. Esto muestra que el efecto de la FBM,
tanto de la propia radiacion como del protocolo de aplicacion de la técnica, no produjo efectos aparentes

detectados con nuestra evaluacion conductual.

Dada la posibilidad de que el desarrollo de las habilidades espaciales tenga lugar antes en
hembras que en machos, seria necesario el analisis mas detallado de la conducta de dicha muestra o la
evaluacion de otras funciones de mayor exigencia cognitiva para detectar las posibles consecuencias de
la FBM. No obstante, a pesar de no encontrar diferencias a nivel conductual entre los grupos, el analisis
de la actividad metabolica muestra diferencias significativas entre los grupos. Asi pues, los grupos
FDFBM-MR y FFBM-MR mostraron elevados niveles de unidades CCO que el grupo FC en la corteza
orbitofrontal, en regiones prefrontales, en el cuerpo estriado, niicleos talamicos, amigdala, subdivisiones
hipocampales CA1ly CA3y enla RSG (Figura 25). Dichas diferencias reportadas podrian ser explicadas
debido al procedimiento de aplicacion de la TFBM, el cual conllevaria una situacion de estrés que
conduciria a unos mayores niveles de actividad en el caso de las hembras. Asi pues, estudios previos
sugieren la existencia de variaciones en los mecanismos responsivos ante situaciones de estrés entre

machos y hembras (Zavala et al., 2011).

De forma acorde con nuestros resultados, el estudio de Méllo et al. (2009) mostr6 un patron de
actividad neuronal regional diferente entre machos y hembras ante una situacion de estrés. Dichos
autores pusieron de manifiesto la presencia de mayores niveles de metabolismo oxidativo en hembras
en comparacion con los machos en la amigdala y en las regiones limbicas, junto con una disminucién
de la actividad metabolica en varias regiones corticales y en el tronco cerebral (Méllo et al., 2009). Por
tanto, al igual que en dicha investigacion, las hembras de nuestro estudio sometidas a inmovilizacién
debido al protocolo de aplicacion de la FBM, tanto el grupo FFBM-MR que recibi6 la radiacion, como
el grupo MDFBM-MR que fue expuesto a las mismas condiciones, pero con el aparato apagado y sin
emision, exhibieron mayores niveles de actividad metabdlica en las dreas limbicas examinadas que el
grupo FC que no fue sometido a la situacion de estrés. Este efecto diferencial del estrés ha sido también
reportado por otras investigaciones las cuales han mostrado una mayor activacion de neuronas que
expresan glucocorticoides, junto con mayores niveles de corticosterona en situaciones basales y en
situaciones de estrés en ratas hembras en comparacion con machos (Galea et al., 1997; Zavala et al.,
2011). Es por ello que nuestros resultados podrian ser explicados debido a una mayor activacion general
por parte de las hembras sometidas a la situacion estresante, la cual se ve reflejada en unos mayores
niveles de actividad metabolica. Dicho efecto del evento estresante, sin embargo, no se vio reflejado en

la ejecucion de la tarea de memoria de referencia espacial de dichas hembras. Las hembras jovenes del
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estudio V sometidas al protocolo de TFBM, alcanzaron el criterio de aprendizaje el dia cuarto de
entrenamiento, al igual que las hembras controles del estudio III. Dicha correcta ejecucion podria ser
indicativa de la ausencia de dificultad para superar la tarea en esta muestra de sujetos, por lo que el
efecto del estrés podria no ser un factor decisivo en la ejecucion de la tarea de memoria de referencia
espacial utilizada y pruebas mas sensibles o con mayor exigencia cognitiva podrian llegar a dar cuenta
del efecto de la inmovilizacidon realizada. Adicionalmente, cabe destacar que en nuestro estudio
encontramos mayores niveles de unidades de CCO en los nucleos amigdalinos LaA y BLA del grupo
radiado en comparacion con el grupo FDFBM-MR y el grupo FC. La amigdala es una estructura
cerebral la cual es activada ante estimulos estresantes y conduce a una serie de reacciones de
afrontamiento de la situacion las cuales incluyen respuestas emocionales, autondmicas y
neuroendocrinas (Mitsushima et al., 2006). No es de extrafiar, entonces, la presencia de alta actividad

amigdalina en nuestros animales dada la situacion de inmovilizacion a la que fueron sometidos.

El estudio I del bloque II el cual serd discutido mas adelante, puso de manifiesto el efecto
diferencial de 1a FBM en redes cerebrales activas, observando un mayor efecto de la TFBM en aquellas
regiones las cuales se encontraban activadas en la realizacion de una tarea espacial. Este efecto
potenciador de la FBM en las regiones activas justificaria la mayor actividad de los nticleos amigdalinos
encontrada en el grupo FFBM-MR: la amigdala estaria notablemente méas activada ante la situacion de
inmovilizacion y la aplicacion de la FBM produciria un efecto significativamente mayor en dicha
estructura conduciendo asi, a un aumento de su actividad metabdlica. El mismo patrén de mayor
actividad en el grupo FFBM-MR en comparacion con los otros dos grupos, lo encontramos en la corteza
RSA. Estudios previos han mostrado la relevancia de la RSA en la memoria espacial, concretamente,
en la navegacion guiada por elementos visuales del contexto (Pothuizen et al., 2008; Vann et al., 2009).
La relevancia de dicha estructura en la orientacion espacial alocéntrica, estrategia potenciada en nuestro
estudio al usar pistas distales para guiar los movimientos de los sujetos, junto con su posicion dorsal y
cercana a la corteza prefrontal, lugar de aplicacion de la FBM, explicarian la mayor actividad encontrada
en los grupos radiados. Asi pues, dicha estructura mostraria un alto grado de activacion al ejecutar la
tarea de memoria de referencia espacial, actividad que se veria potenciada debido a la cercania de la
aplicacion de la FBM y dadas las evidencias previas del efecto diferencial de la FBM en aquellas areas

activadas durante la tarea.

El estudio del efecto de la FBM en sujetos jovenes se continud con la evaluacion de las conductas
de tipo ansioso, la actividad locomotora y del reconocimiento social en una muestra de sujetos machos.
Asi pues, en primer lugar, la evaluacion de las conductas ansiosas en el laberinto en cero elevado no
mostro diferencias entre los tres grupos (MCC-AMS, MDFBM-AMS y MFBM-AMS) en ninguna de
las variables estudiadas: distancia total recorrida, velocidad media, nimero de heces y porcentaje de
ansiedad (Figura 26). El laberinto en cero elevado es un paradigma conductual que permite evaluar la

ansiedad en roedores y se basa en la mayor tendencia a permanecer en los lugares cerrados y oscuros
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(brazos cerrados) en comparacion con las areas abiertas (brazo abiertos) (Dawson y Tricklebank, 1995).
La ausencia de diferencias entre grupos en nuestra investigacion pone en evidencia la no manifestacion
de ansiedad tras el protocolo de aplicacion de la FBM. Asi pues, a pesar de inmovilizar a los animales
diariamente, los grupos MDFBM-AMS y MFBM-AMS no mostraron mayores niveles de ansiedad que
el grupo MCC-AMS. Del mismo modo, tampoco se vio reflejado el efecto de la radiacion en dichas

conductas de tipo ansioso.

Por otro lado, el estudio de la actividad y la coordinacion motora en el rotarod no mostro
diferencias significativas entre los grupos en la segunda fase del protocolo, al afiadir la variable
aceleracion, pero si se encontraron diferencias en la primera fase donde la velocidad se mantuvo
constante (Figura 27). En dicha primera fase, el gruypo MDFBM-AMS mostré una mayor permanencia
en el aparato que el grupo control. Cabe destacar, ademads, que, en todas las variables estudiadas, los
grupos MDFBM-AMS y MFBM-AMS mostraron una mayor tendencia a permanecer mas tiempo en el
aparato exhibiendo una posible leve mejoria con respecto a el grupo MCC-AMS en la coordinacion y
la actividad locomotora. Tal y como se expuso previamente, estos resultados pueden derivar de la
habituacion de los animales al experimentador y a situaciones de mayor actividad. Los animales
sometidos al protocolo de la FBM permanecieron un mayor tiempo fuera de la jaula y contaron con més
oportunidades para entrenar su capacidad locomotora lo que puede verse reflejado en el rotarod. Se
puede afirmar entonces, que la FBM no mostro6 efectos en la coordinacion ni en la actividad locomotora

de los machos jovenes evaluado en el rotarod.

Finalmente, se estudi6 el efecto de la técnica en el reconocimiento social mediante el uso del test
de las tres cdmaras, paradigma conductual utilizado para evaluar la preferencia de los roedores por la
novedad social. Estd basado en el Test de Interaccion Social de Crawley, pero con una importante
modificacion del estimulo social familiar, siendo en este caso, un congénere de la misma jaula que el
animal que se esta evaluando (C. J. W. Smith et al., 2015). Los resultados mostraron ausencia de
diferencias entre los grupos en la distancia recorrida y en la velocidad media, pero, sin embargo, el
grupo MFBM-AMS mostré un porcentaje de preferencia por la novedad social significativamente
menor que el grupo MCC-AMS (Figura 28). En la actualidad, no se encuentra literatura que analice los
efectos de la FBM en los aspectos sociales y tinicamente fue encontrado el articulo de Hosseini et al.
(2022) los cuales, al igual que en nuestro estudio, evaluaron los efectos de la FBM a nivel social en un
modelo de roedor envejecido utilizando para ello, el test de tres las camaras. Estos autores describieron
una mejoria en el indice de sociabilidad de los sujetos envejecidos tras la TFBM. En nuestro caso, al
contrario que las consecuencias reportadas por Hosseini et al. (2022), no se encontrd mejoria en los
aspectos sociales tras la aplciacion de la FBM sino que los sujetos radiados parecian presentar un menor
interés por el congénere nuevo. De nuevo, se puede observar que en ambos grupos sometidos a la técnica
de FBM, MDFBM-AMS y MFBM-AM, existia una tendencia menor que en el grupo MCC-AMS a

interactuar con el congénere desconocido. Al igual que lo expuesto anteriormente, el protocolo de
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aplicacion, asi como la mayor manipulacion e interaccion con el investigador y las variables del medio,
podrian influir en dicha reduccion. Asi pues, los sujetos eran expuestos a un contexto nuevo durante la
técnica lo cual incluia nueva ubicacion, sonidos, olores, elevada manipulacion por parte de los
investigadores, etc. Todos estos factores podrian haber sido de interés al inicio del protocolo pero, tras
los primero dias, los animales se habrian habituado a esta continua estimulacion, condicionando asi sus
comportamientos de exploracién y busqueda en contextos y ante factores novedosos. Por tanto, la
habituacion a los contextos y eventos novedosos podria ser la causa de la reduccion por la novedad
social encontrada en los dos grupos sometidos a la técnica. Sin embargo, seria necesario evaluar en
profundidad mediante el uso de otros protocolos de evaluacion de los aspectos sociales, el efecto de la

técnica y de su protocolo de adminsitracion.

Finalmente, en el estudio I (Publicacion 3) del bloque II, posterior al analisis del efecto de la
FBM en sujetos controles adultos, se evaluaron los cambios en la actividad de la CCO durante el uso
de la FBM en animales cuyas redes cerebrales habian sido activadas al ser sometidos a una tarea de
aprendizaje reverso. Tal y como se describid anteriormente, la CCO refleja modificaciones de la
actividad metabolica neuronal debido a los procesos de aprendizaje (Sakata et al., 2005). Asi pues, la
demanda de energia cerebral implicada en una tarea conductual especifica se incrementa en las areas
cerebrales que participan en la ejecucion de la tarea (Conejo et al., 2010; Méndez-Lopez et al., 2010;
Poremba et al., 1998; Sakata et al., 2005). Por el contrario, se ha comprobado que tras la consecucion
del aprendizaje se produce una reduccion de los costes metabolicos, aumentando la eficiencia de las
areas implicadas en la tarea (Méndez-Lopez et al., 2009b). Siguiendo dichas premisas, en nuestro
estudio encontramos que, a pesar de no existir diferencias en la ejecucion de la prueba de aprendizaje
reverso, el grupo BC+PBM exhibié menores niveles de CCO en varias areas limbicas implicadas en la
ejecucion de la tarea de memoria tales como MS, ENT, CA1, CA3, CeA y SuM, junto con niveles de
actividad mas elevados en AccC en comparacion con el grupo BC. Las regiones hipocampales (CA1,
CA3 y ENT) son necesarias para el aprendizaje espacial (Banqueri et al., 2017; Congjo et al., 2007) y
presentan conexiones con el SuM a través del fornix (Bergado Acosta et al., 2017). El hipocampo,
ademads, envia y recibe aferencias del MS, estructura que también envia proyecciones al SuM,
generando, entonces, una red espacial activa (Aggleton et al., 2010; Banqueri et al., 2017). En nuestro
estudio, encontramos también una reduccion de la actividad metabdlica en la amigdala. Dicha region
podria estar relacionada con los aspectos emocionales de la tarea y los niveles mas bajos podrian indicar

menor grado de estrés o de ansiedad en el grupo BC+PBM (Conejo et al., 2010).

Por lo tanto, el uso de la FBM podria haber facilitado la ejecucion de la tarea al provocar una
disminucion de la actividad metabolica en el grupo BC+PBM mejorando la eficiencia de esta red activa
del cerebro implicada en la tarea de memoria espacial. Resultados similares fueron encontrados por
Méndez-Lopez et al. (2010) los cuales hallaron reducciéon de la actividad CCO en varias regiones

implicadas en una tarea de memoria, junto con una mejoria conductual, al someter a los animales a un
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ensayo adicional en la tarea de memoria a realizar. Estos resultados sustentan la hipotesis de que la
ejecucion mas facil de una tarea podria estar también relacionada con cambios cerebrales. Asi pues, en
nuestro estudio, a pesar de que los animales fueron sometidos a una tarea de aprendizaje reverso de alta
dificultad, realizaron ocho ensayos antes del ensayo de transferencia. El gran nimero de ensayos fue
suficiente entrenamiento para desempeiar la tarea correctamente y dicho sobreentrenamiento podria
explicar por qué no observamos diferencias conductuales entre los grupos BC y BC+PBM que muestren
de forma evidente el efecto de la FBM en las redes activas del cerebro. Por ultimo, en el grupo BC+PBM
se encontrdé un aumento de la actividad CCO en el AccC. Esta area esta relacionada con el relief
learning, induccion de estados emocionales positivos debido a la asociacion de un estimulo neutro con
el cese de un evento aversivo (Banqueri et al., 2017; Bergado Acosta et al., 2017). Los niveles mas
elevados de CCO en este area podrian indicar una mayor atribucion de refuerzo a la plataforma oculta
por parte del grupo BC+PBM lo que conduciria el aumento sus conductas de busqueda. Estos cambios
metabolicos encontrados por el uso de la técnica podrian explicar la diferencia marginal encontrada en
las tareas conductuales ya que, a pesar de la correcta ejecucion por parte de ambos grupos en la tarea
de aprendizaje espacial reverso, el grupo BC+PBM mostr6 una reduccion significativa de las latencias

entre el dia 1 y el dia 4 mientras que en el grupo BC se mantuvo invariable durante todos los dias.

En tultimo lugar, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, comparamos la actividad
metabolica oxidativa de los grupos C, BC y BC+PBM. Los resultados mostraron un patrén similar de
reduccion de la CCO en el grupo BC en comparacion con el grupo C en varias areas limbicas: regiones
frontales, estriado, CA1, amigdala, AD, AV y cuerpos mamilares. Del mismo modo, el grupo BC+PBM
también mostro niveles mas bajos de CCO en comparacion con el grupo C, pero, en este caso, en un
mayor numero de regiones limbicas: regiones prefrontales, STD, AccSh, septum, ENT, hipocampo,
amigdala, tdlamo y cuerpos mamilares. Tal y como se describio anteriormente, todas estas regiones
estan implicadas en tareas de memoria espacial por lo que los grupos que ejecutaron y alcanzaron el
aprendizaje de la tarea, mostraron menores niveles de CCO. Adicionalmente, el grupo BC+PBM mostro
mas diferencias con el grupo C que con el grupo BC lo que indicaria que la FBM provoca cambios en
muchas regiones implicadas en la tarea, haciéndolas mas eficientes y reduciendo el coste metabolico.
Por ultimo, encontramos una reducciéon de los niveles de CCO en el grupo BC+PBM en MS, ENT,
CAl, CA3, BLA y SuM en comparacion con el grupo BC. En concordancia con los resultados descritos
en nuestra investigacion, en el estudio de Khoury et al. (2021) hallaron una reduccién de la actividad
cerebral en varias regiones cerebrales implicadas en una de las tareas realizadas por los sujetos. En
consecuencia, dichos autores sugirieron que la luz NIR mostraria efectos significativos en la actividad
cerebral pero solo cuando la region esta funcionalmente activa ejecutando una tarea especifica y que
esta reduccion podria reflejar un efecto protector de la FBM (Khoury et al., 2021). Acorde con dicha
hipdtesis y teniendo en cuenta el conjunto de nuestros resultados, la FBM facilit6 la ejecucion de la

tarea de memoria espacial y disminuy¢ la actividad metabolica en el sistema limbico que estaba activo
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en la ejecucion de la tarea espacial dejando ver el efecto diferencial de la FBM en redes cerebrales

activas.

6.6 Limitaciones del trabajo y perspectiva futura
Tras la discusion de los estudios realizados en esta tesis doctoral, cabe destacar las limitaciones
presentadas en nuestras investigaciones, asi como también las posibles lineas de investigacion futuras

que explorarian en mayor profundidad los posibles efectos de la FBM en sujetos en la etapa postnatal.

Una de las limitaciones presentes en el estudio I del bloque I seria la utilizacion de escasos
métodos para detectar los cambios en la actividad cerebral. El analisis de las variaciones de CCO y de
c-Fos podria no ser suficiente para detectar cambios en los cerebros jovenes y sanos y, por tanto, la
adicion de otros métodos funcionales o conductuales podria ayudar en la comprobacion de los posibles
efectos. Por otro lado, a pesar de incluir un grupo de dispositivo sometido a las mismas condiciones que
el grupo de FBM, pero sin radiacion, en un intento por controlar cualquier influencia estresante, la
inclusion de un grupo de control positivo podria ser necesario para ratificar que los métodos histoldgicos

utilizados son sensibles a cambios.

El estudio de la seguridad de la técnica presente en el estudio I, requeriria de la evaluacion mas
exhaustiva de otros factores implicados en la respuesta ante dafio. Asi pues, podria ser interesante el
analisis de los niveles de citocinas (proinflamatorias) tales como la interleucina-6, el factor de necrosis
tumoral o la interleucina-1 beta. Ademas, podria plantearse el estudio de la determinacion taxondémica
del microbiota intestinal con el fin de evaluar si el efecto de la FBM a nivel cerebral conllevaria
consecuencias periféricas en el sistema nervioso. Dichos planteamientos deberian llevarse a cabo no
solamente en muestras de machos, sino también en hembras dado el efecto diferencial de la FBM

presentado en esta tesis doctoral.

En los estudios IV y V se estudio el efecto de la FBM en un protocolo de memoria de referencia
espacial ejecutado por machos y hembra jévenes durante el mismo periodo de aplicacion de la técnica.
La limitacion presente en estos estudios seria la falta de un grupo control aprendizaje en cada uno de
los sexos el cual seria sometido a las mismas pruebas conductuales con el objetivo de obtener una
medida basal de ejecucion de los sujetos en las mismas condiciones. Adicionalmente, dados los
resultados obtenidos, destacablemente en el caso de los machos, las futuras investigaciones podrian
dirigirse al estudio del efecto de la FBM en las funciones cognitivas en la edad adulta tras su aplicacion
en el periodo juvenil. En el caso de las hembras, tras reportar las posibles consecuencias de la situacion
de inmovilizacion en la actividad cerebral, resultaria necesario la evaluacion de otras funciones
cognitivas mediante el uso de tareas mas sensibles a los efectos del estrés, con el fin de detectar la
posible existencia de efectos positivos/deletéreos tras la aplicacion de la FBM. Ademas, resultaria de
sumo interés la evaluacion de las conductas de tipo ansioso o de estrés para confirmar las consecuencias

de la aplicacion de la FBM en dichos aspectos. Dado el comportamiento y el efecto neural diferencial
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manifestado en ambos sexos, nuestros estudios reafirman entonces, la necesidad de inclusion de
muestras de hembras en los estudios sobre la eficacia de la FBM, como es prescriptivo en la actualidad

para la mayoria de los estudios desarrollados en las Neurociencias.

Finalmente, a pesar de los resultados positivos obtenidos, se plantea la posibilidad de utilizar
en futuros estudios un método adicional de aplicacion de la técnica que evite la inmovilizacion de los

sujetos para su aplicacion y permita su total movilidad.
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El anélisis de la literatura cientifica indica que la fotobiomodulacion produce efectos positivos
en la modulacion de las funciones cognitivas en sujetos sanos y logra beneficios evidentes en
sujetos que padecen trastornos psicoldgicos, siendo de suma importancia la eleccion de los
parametros de estimulacion.

La aplicacion de la técnica de fotobiomodulacion con una longitud de onda de 810 nandmetros
durante cinco dias en el area frontal de ratas jovenes sanas macho y hembra no muestra cambios
en la actividad metabdlica oxidativa ni en la produccion de proteina c-Fos en la corteza
prefrontal ni en el hipocampo.

No se encuentran cambios en la proporcion de astrocitos y microglia en el cortex prefrontal de
ratas jovenes sanas macho tras la aplicacion de la técnica de fotobiomodulacion de 810
nandémetros en el area frontal durante cinco dias.

Ratas jovenes sanas de ambos sexos adquieren el criterio de aprendizaje en una tarea estandar
de memoria espacial de referencia en el dia postnatal 27 con ausencia de dimorfismo sexual en
este parametro.

En una tarea de memoria de referencia espacial dificil, las ratas hembra sanas jovenes muestran
un mejor rendimiento que los machos.

La fotobiomodulacion de 810 nandmetros mediante inmovilizacidon, simultanea a la realizacion
de una tarea de memoria de referencia espacial dificil en machos jévenes sanos, produce una
reduccion de la actividad metabolica oxidativa cerebral en el grupo radiado con respecto al
grupo control en el hipocampo y nucleos taldmicos, sin diferenciarse del control de aplicacion,
con el que no presenta diferencias conductuales. La fotobiomodulacion y la inmovilizaciéon
mejoran la adquisicion de la memoria de referencia espacial.

La fotobiomodulacion de 810 nandmetros mediante inmovilizacion, simultanea a la realizacion
de una tarea de memoria de referencia espacial dificil en hembras jovenes sanas, no mejora la
adquisicion del aprendizaje y manifiesta, junto con el control de dispositivo, un aumento de la
actividad metabolica oxidativa cerebral en diversas regiones del sistema limbico, sin
diferenciarse conductualmente de este. El efecto de la fotobiomodulacion sobre el metabolismo
oxidativo cerebral actiia exclusivamente sobre la amigdala y la corteza retrosplenial agranular
durante la tarea de memoria de referencia.

La radiacion fotobiomoduladora con 810 nandémetros mediante inmovilizacion de sujetos
machos sanos jovenes da lugar a la ausencia de conductas de tipo ansioso, sin afectar a la
locomocion, y a una disminucion en la preferencia por la novedad social, sin diferenciarse del
grupo de aplicacion.

El uso de la fotobiomodulacion con 1.064 nandémetros en sujetos adultos sanos produce una
disminucion de la actividad metabolica oxidativa en diversas regiones del sistema limbico tales
como el estriado, septum medial, hipocampo, amigdala, talamo, cuerpos mamilares y corteza

entorrinal.

179



Conclusiones

10. La fotobiomodulacion con 1.064 nanometros en sujetos adultos sanos sometidos a una tarea de
aprendizaje reverso reduce las latencias de aprendizaje y la actividad metabodlica oxidativa
cerebral en diversas regiones del sistema limbico tales como el septum medial, corteza

entorrinal, CA1l y CA3, la amigdala y los cuerpos mamilares.
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Conclusions

The analysis of the literature shows that photobiomodulation produces positive effects on
several cognitive functions of healthy subjects and achieves evident benefits in subjects with
psychological disorders, taking always into account the importance of the stimulation
parameters.

The application of 810-nanometres photobiomodulation technique for five days in the frontal
area of healthy male and female young rats shows no changes in the metabolic activity nor c-
Fos protein production in the prefrontal cortex and the hippocampus.

No changes in the density of astrocytes and microglia in the prefrontal cortex of young healthy
male rats are found after the application of 810-nanometre photobiomodulation technique for
five days in the frontal region.

Healthy young rats of both sexes acquire the learning criterion in a standard reference spatial
memory task on postnatal day 27 with a lack of sexual dimorphism.

In a difficult spatial reference memory task, young healthy female rats show better performance
than males.

The 810-nanometre restraining photobiomodulation protocol, simultaneous to the execution of
a difficult spatial reference memory task in healthy young males, produces a reduction of brain
oxidative metabolic activity in the irradiated group when compared to the control group in the
hippocampus and thalamic nuclei, with no differences comparing to the application control
group, with respect to whom it does not show behavioural differences. Both
photobiomodulation and restrain groups improve the acquisition of spatial reference memory.
The application of the 810-nanometre restraining photobiomodulation protocol, simultaneous
to the execution of a difficult spatial reference memory task in healthy young females, does not
improve the acquisition of learning criterium and shows, together with the device control group,
an increase in brain oxidative metabolic activity in some regions of the limbic system, without
behavioural differences. The effect of photobiomodulation on brain oxidative metabolism takes
action exclusively on the amygdala and agranular retrosplenial cortex during the spatial
reference memory task.

The 810-nanometre restraining photobiomodulation protocol application in young healthy male
subjects results in a lack of anxiety-like behaviours, no locomotion affectation and a decrease
in the social novelty preference in the irradiated group relative to the control group.

The use of 1,064-nanometre photobiomodulation in healthy adult subjects causes a decrease in
the oxidative metabolic activity of several regions of the limbic system (striatum, medial
septum, hippocampus, amygdala, thalamus, mammillary bodies and entorhinal cortex).

The 1,064-nanometre photobiomodulation in healthy adult subjects subjected to a reversal-
learning task reduces learning latencies and brain oxidative metabolic activity in some regions
of the limbic system (medial septum, entorhinal cortex, CAl and CA3, amygdala and

mammillary bodies).
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