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RESUMO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) sdo doencas crénicas e multifatoriais
caracterizadas por disfungdo da mucosa intestinal e comprometimento da resposta
imunolodgica. O complexo sistema de comunicacdo bidirecional existente entre as vias
intestinal e pulmonar se relaciona ao papel fundamental da microbiota intestinal na
sustentacdo da homeostase local e sistémica. Consideraveis progressos tém sido feitos na
terapéutica das DII, porém os farmacos deflagram efeitos colaterais extremamente
nocivos e assim novas terapias sdo necessarias, deste modo a fotobiomodulagcdo (FBM)
emerge como uma terapia coadjuvante, apresentando bons resultados nas DII. Assim
avaliamos a influéncia da inflamacéo intestinal sobre a homeostasia pulmonar e o papel
da FBM como tratamento. Para tanto, 54 ratos Wistar machos, divididos em trés grupos:
Basal, Colite, Colite + FBM, foram submetidos a indug&o de DI por &cido acético a 10%.
Apbs 48 horas da inducdo da colite, os ratos foram tratados por trés dias consecutivos
com LED vermelho com comprimento de onda de 660 nm. Os dados das amostras foram
submetidos a anélise de varidncia seguidos de pds-teste Student Newman-Keuls. Nossos
resultados considerados, foram com valores de P<0,05. Verificou-se que a FBM reduziu
0 escore da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido intestinal, reduziu o indice de
atividade da doenca e a reducdo da migracdo de células inflamatérias para a mucosa
intestinal. Comprovou-se a alteracdo da hemostasia pulmonar ao verificar a atividade da
MPO no tecido pulmonar, a migracdo de células inflamatdrias para o pulmao, a inducgéo
da ativacdo de mastdcitos pulmonares com granulos de extruséo, niveis elevados de IL-
6, IL-1B e TNF-a no tecido pulmonar e a expressdo génica elevada de IL-6 e TNF-a.
Também observou-se o papel da FBM no parénquima pulmonar em reduzir a atividade
pulmonar da MPO, a reducdo da desgranulacdo dos mastdcitos pulmonares, reverteu a
elevacdo das citocinas e a expressdo génica das citocinas pro- inflamatoérias. Novos
estudos que investiguem o papel da FBM nas DII, mediante a comprovacéo da ligacao do
eixo intestino- pulmédo sdo importantes para identificar novas abordagem, como a

translacional, beneficiando evidencias da pesquisa basica para protocolos clinicos.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca inflamatéria intestinal; Microbiota intestinal;

Inflamag&o pulmonar; Fotobiomodulacéo; Citocinas



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic and multifactorial diseases characterized
by dysfunction of the intestinal mucosa and compromised immune response. The
complex bidirectional communication system existing between the intestinal and
pulmonary pathways is related to the fundamental role of the intestinal microbiota in
supporting local and systemic homeostasis. Considerable progress has been made in IBD
therapy, but drugs trigger contractual side effects and thus new therapies are allowed, thus
photobiomodulation (FBM) emerges as an adjunctive therapy, showing good results in
IBD. Thus, we evaluated the influence of intestinal inflammation on lung homeostasis
and the role of FBM as a treatment. To this end, 54 male Wistar rats, divided into three
groups: Basal, Colitis, Colitis + FBM, were subjected to IBD induction with 10% acetic
acid. 48 hours after colitis induction, the rats were treated for three consecutive days with
red LED with a wavelength of 660 nm. Sample data were subjected to analysis of variance
followed by Student Newman-Keuls post-test. Our considered results were with values
of P<0.05. It was found that FBM impaired the myeloperoxidase (MPO) activity score in
intestinal tissue, impairing the disease activity index and reducing the migration of
inflammatory cells to the intestinal mucosa. It proves the alteration of pulmonary
hemostasis to verify the activity of MPO in the lung tissue, the migration of inflammatory
cells into the circulation, the induction of activation of pulmonary mast cells with
extrusion mixtures, elevated levels of IL-6, IL-1B and TNF- a in lung tissue and elevated
gene expression of IL-6 and TNF-a. The role of FBM in the lung parenchyma in reducing
pulmonary MPO activity, reducing pulmonary mast cell degranulation, reversing the
elevation of cytokines and gene expression of pro-inflammatory cytokines was also
observed. New studies that investigate the role of FBM in IBD, by proving the link
between the intestine-transport axis, are important to identify new approaches, such as

translational, benefiting evidence from basic research for clinical protocols.

KEY WORDS: Inflammatory bowel disease; Intestinal microbiota; Pulmonary
inflammation; Photobiomodulation; Cytokines
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas inflamatdrias intestinais

As doencas inflamatorias intestinais (DII) sdo doencas cronicas e multifatoriais
caracterizadas por disfuncdo da mucosa intestinal e comprometimento da resposta
imunologica .

Na figura 1, observa-se o desenvolvimento das DII, por estagios, desde a
exposicdo a fatores extrinsecos e intrinsecos no individuo, a transicdo da mucosa da
inflamacdo para a cronificacdo, até a destruicdo tecidual da mucosa intestinal. Essas fases
estdo relacionadas a interacdo entre fatores genéticos e exposi¢do a um meio especifico,
como uma alimentacdo ndo saudavel, tabagismo, poluicdo, melhoria das condicdes de
higiene e de armazenamento de alimentos que reduzem significativamente a frequéncia
de infecgbes entéricas, ingestdo de medicamentos, entre outros, podendo levar a
disfuncionalidade da mucosa intestinal, comprometendo a tolerancia imunologica, e

assim, alterando a microbiota intestinal 234
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Figura 1: Quadro conceitual da patogénese das DII- Fonte: Adaptado de Neurath,2014 3

Nos ultimos 20 anos, os estudos epidemiol6gicos em continentes em
desenvolvimento como a Asia, América do Sul e Africa revelaram um aumento na
incidéncia das Dlls®. O Brasil é o pais mais populoso da América do Sul, com mais de
200 milhGes de pessoas, com diversas origens genéticas, secundarias a miscigenacao de
indigenas, europeus, africanos e asiaticos, em mais de 500 anos de sua histéria . Essa
diversidade varia de acordo com a regido do pais, com grande carga genética de europeus,

refletindo a maior probabilidade das Dlls nas regides Sul e Sudeste do Brasil ¢,

1BD prevalence rates in Brazil/10%
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Figura 2: Prevaléncia da Colite Ulcerativa no Brasil 8.

As Dlls s@o descritas com grande impacto na sadde publica, em relagdo a reducdo
da qualidade de vida por ser uma doenca incuravel com tratamento de longo prazo,
implicando em despesas e susceptibilidade a complicacdes " °. Em paises desenvolvidos,
como Estados Unidos e Canada, a maior incidéncia é encontrada em individuos com a
faixa etaria de extrema produtividade, entre 20 e 39 anos de idade, demonstrando a
importancia de estudos que descrevem essa tematica °.

As DIIs compreendem duas situagdes clinicas distintas, com alteragdes

histologicas e anatdmicas ao longo do trato gastrointestinal diferenciadas, mas



fisiopatologicamente muito semelhantes: Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa
(CU). A evolucdo da doenca se mostra pela desarmonia entre as citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias na mucosa afetada. Ambas as doengas, caracterizam-se
pela infiltracdo linfocitaria da ldmina intestinal, aumentando a permeabilidade da barreira
da mucosa, que € um dos mecanismos que pode promover, quando ocorre 0 processo
inflamatdrio intestinal, a translocacéo bacteriana, o que pode contribuir com a evolucéo
da DIl para um quadro de inflamagao sistémica **.

A DC é uma das inflamacdes intestinais que ocorre em pacientes com idade entre
15-35 anos. Ao contrario de outras doencas inflamatorias, as DIls ndo sdo suprimidas
facilmente. Consequentemente, o sistema imunologico é estimulado e parte do intestino
é destruido. Causa dor, diarréia, febre e outras sintomatologias. Além do grave efeito na
parte inferior do intestino delgado, a DC também pode ocorrer em partes do trato
digestivo, incluindo o intestino grosso, estdmago, eséfago ou mesmo boca %2

Ja a CU afeta a camada da mucosa do célon. As lesdes ocorrem no reto e no
intestino. A sintomatologia varia de leves a graves e podem ameacar a vida 3. A
desnutricdo € muito comum na DC porque o intestino delgado é responsavel pela absor¢édo
de nutrientes, o qual fica danificado *°. A CU esta associada a sangue nas fezes, dor
intensa e diarréia, enquanto na DC também ha risco de sangramento em casos graves. O
sangramento retal € menos comum em DC, enquanto a CU é comumente associada ao
sangramento retal. Mais de 50% das pessoas com DC sofrem de deficiéncia de vitamina

D, enquanto mais de 50% das pessoas com CU sofrem de deficiéncia de ferro &,
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Figura 3: Diferenca fisiopatoldgica da Doenga de Crohn e a Colite Ulcerativa.

Fonte: https://brasilescola.uol.com.br/doencas/retocolite-ulcerativa.htm

E bem conhecido que o desenvolvimento de doencas inflamatorias cronicas esta
associado a um desequilibrio no sistema imunoldgico, resultando em niveis elevados de
varias citocinas especificas. Na DC h& uma libera¢do aumentada de citocinas como TNF-
o, IFN-a, IL-12 e 1L-17, enquanto na CU ocorre um aumento de IL-13 1314,

As citocinas sdo proteinas associadas as doencas inflamatorias e sdo liberadas por
células como os macrdfagos, linfocitos T, linfocitos B, neutrofilos e mastdcitos 2°.

Os linfécitos T auxiliares do subtipo Thl produzem interferon-y (IFN-y), fator de
necrose tumoral (TNF), sendo responsaveis pelas células mediadoras da inflamacéo e da
imunidade, como o interferon gama. As citocinas secretadas pelos linfocitos Th1l também
estimulam a produc&o de 6xido nitrico nos macrofagos, aumentando a sua atividade 1216,

O TNF é outra citocina pro-inflamatéria, reconhecido como um dos principais
membros da familia das citocinas, com importantes funcdes patogénicas na progressao
de processos inflamatorios cronicos *’.

Os linfocitos Th2 secretam IL-4, I1L-6, IL-10, que estimulam os linfocitos B a

promover a imunidade humoral. As citocinas secretadas pelas células Th2,


https://brasilescola.uol.com.br/doencas/retocolite-ulcerativa.htm

particularmente a interleucina-4 (IL-4), também podem ativar os mastdcitos. A IL-4
derivada dos mastdcitos pode polarizar as células T em células Th2 1518,

A mucosa intestinal inflamada contém um grande nimero de neutrofilos e proteinas
derivadas dessas células assim como aumentada producdo da enzima mieloperoxidase
(MPO), a qual e considerada um biomarcador da presenca de neutrofilos. A MPO
desempenha um papel importante nas respostas imunologicas e nos processos
inflamatorios relacionados com os mecanismos bactericidas dependentes de oxigénio 8.E
catalisadora do processo de formacdo de radicais altamente reativos, que produzem
estresse oxidativo, na qual exercem uma atividade oxidante prejudicial sobre as células e
os tecidos ao redor *°,

Os mastocitos também participam do processo inflamatorio. S&o células secretoras
multifuncionais do sistema imune que participam da regulacao da resposta imunolégica,
pela liberacdo de mediadores quimicos, frente a um estimulo apropriado. Observa-se a
presenca de mastdcitos tanto na reacdo inflamatdria aguda quanto na crénica, expressando
em sua superficie o receptor que liga a imunoglobulina E (IgE) *’. A desgranulag&o de
mastocitos descreve a acdo da liberacdo de mediadores quimicos que amplificam os
processos sistémicos de inflamacéo tecidual 2.

Atualmente, trés hipoteses estdo sendo investigadas como possiveis causas desse
desequilibrio imunoldgico, incluindo disturbios na microbiota intestinal, fatores
imunoldgicos e defeitos na barreira mucosa. Nesse sentido, a literatura ja evidenciou a
fisiopatologia da DIl sendo relacionada a desregulacdo do sistema imunoldgico da
mucosa intestinal, conduzindo a uma resposta imune patogénica contra a flora comensal
do intestino, demonstrando que a microbiota intestinal € um importante fator na conducéo

da resposta inflamatoria nas DIls 2,



1.2 Microbiota intestinal e Doencgas inflamatorias intestinais

A microbiota intestinal é constituida por microrganismos vivos, dos quais fazem
parte as bactérias, virus e fungos. O biossistema do trato gastrointestinal (TGI) é separado
do interior do hospedeiro por uma fina camada de células epiteliais, que atuam como
interface entre hospedeiro e meio ambiente, e esse epitélio € coberto com cilios,
microvilosidades, células produtoras de muco e juncdes intercelulares que proporcionam
a fisiologia intestinal em contato com a microbiota 2.

Estima-se que no TGI haja aproximadamente 1014 micro-organismos, composto
por mais de 1000 tipos distintos de espécies e mais de trés milhGes de genes comparados
a aproximadamente 30.000 no genoma humano. A composicdo dos microrganismos,
anaerdbios facultativos e estritos, que estdo presentes no intestino varia ao longo do TGl
e entre o limen e as células epiteliais, em condi¢cdes normais, ndo nos causam doencas.
A literatura descreve mais de 50 filos (Filos- Classificacdo em categorias hierarquicas da
populacdo do microbioma intestinal). Existem, quatro principais filos que colonizam o
TGI humano: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria representando
98% da microbiota intestinal, os filos mais prevalentes sdo os Bacteroidetes e Firmicutes
22 A microbiota tem demonstrado interagir com o hospedeiro de forma simbidtica,
modulando a inflamagc&o e o sistema imunologico. 2

Nesse sentido, a literatura vem evidenciando pesquisas que ilustram essa tematica,
e um estudo realizado em 2017, multicéntrico, duplo-cego em trés hospitais na Australia,
com o objetivo de avaliar a eficacia do transplante fecal em pacientes com CU,
demonstraram a importancia das caracteristicas da microbiota intestinal 2*.

Estudos recentes 2>% revelam que a disbiose da microbiota intestinal esta

associada a vérias infec¢fes crénicas locais e de forma sistémica. Uma comunidade



microbiana equilibrada no intestino é de grande importancia na funcdo imunolégica e

processo saude - doenca.

1.3 Eixo intestino-pulméo: relacdo das doencas intestinais e respiratdrias

O maior reservatorio de organismos vivos no corpo, é a microbiota entérica,
considerada um fator fundamental na resposta imunoldgica local e sistémica, por meio
dos mediadores inflamatérios, que podem se estender para regides mais distantes, como
a regido pulmonar 2.0 complexo sistema de comunicagéo bidirecional existente entre as
vias intestinal e pulmonar, inicialmente denominado "eixo intestino-pulmao”, descreve o
papel fundamental da microbiota intestinal na sustentacdo da homeostase local e
sistémica. A relacdo da inflamag&o intestinal com repercusséo pulmonar, ocorre devido
ao cruzamento desta microbiota local com o desenvolvimento de repercussoes
inflamatorias distais em 6rgaos subjacentes 1%,

As interacBes bioldgicas entre os microrganismos e 0 homem ao longo da
evolugdo, além da relevancia do ecossistema luminal na modulacéo imune, j& se impdem
como um novo paradigma %8,

O ecossistema microbiano que abriga esses organismos vivos atua interligando-
se com outros 6rgdos, auxiliando a digestdo, modulando a resposta imune, produzindo
neurotransmissores, ademais mantém a integridade da barreira intestinal. 2° Dessa forma,
estudos experimentais mostram que bactérias que habitam no intestino influenciam
diretamente o metabolismo epitelial, sua proliferacdo, bem como a sua troca entre

diferentes “compartimentos”, como por exemplo o sistema respiratério 2>,
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Figura 4- Adaptado Ligagao intestino-pulmao nas doengas inflamatérias intestinais 2.

Zhang et al em 2020 demonstraram que a microbiota intestinal tem um papel
critico na mediacdo da resposta imune em locais distantes, incluindo o pulméo. Seus
metabolitos podem atingir outros érgdos por meio da corrente sanguinea. A colonizacao
direta de bactérias benéficas da microbiota intestinal nas vias aéreas € outra possibilidade.
Novas estratégias terapéuticas que visam a manipula¢do do microbioma intestinal por
meio de antibidticos, probioticos, prebidticos, produtos naturais ou dietas foram
experimentadas em varias doencas pulmonares por estudos clinicos e laboratoriais. Essas
abordagens mostraram resultados encorajadores na maioria dos casos. Eles podem
restaurar a disbiose da microbiota e aumentar a resposta imune 3L,

A literatura demonstrou o papel da microbiota intestinal na aquisicéo e evolucao
do SARS-CoV-2 3233, Atuando diretamente na inibicdo da replicagdo viral, assim como
indiretamente modulando a resposta imune, descrevem o predominio majoritario na
microbiota intestinal, Bacteroidetes e Firmicutes, os quais também estdo presentes nas

células pulmonares 3. A reducdo das Proteobactérias (bactérias Gram negativas)



intestinais pode ser uma forma de reduzir o nivel de sinais inflamatorios e reduzir a
gravidade de uma infeccdo por Covid 19. Estes microrganismos vivos demonstraram
afetar a saude pulmonar, por meio de uma “conversa” cruzada existente entre a microbiota
intestinal e as células pulmonares, caracterizando assim o denominado “eixo intestino —
pulméo”. Observa-se que essa relacdo pode ser bidirecional, ou seja, as endotoxinas e
metabolitos microbianos podem afetar o pulmé&o por meio da corrente sanguinea, assim
como inflamagdes pulmonares podem afetar a microbiota intestinal. Esse cruzamento de
microbiotas entre os sistemas, possibilita que as endotoxinas, metabdlitos microbianos,
podem impactar o pulmao por meio do sangue e, quando ocorre inflamagdo no pulmaéo,
pode afetar a microbiota intestinal também. Isso levanta a possibilidade que 0 SARS-
CoV-2 também possa ter um impacto dependendo da microbiota do intestino %°.

Um estudo realizado em 2018, descreve as associacGes e conexdes entre a
microbiota e o estado de salde e doenca dos individuos. O questionamento central deste
estudo foi em relacdo a origem das doencas respiratorias e 0 microbioma pulmonar, no
que tange as comunidades microbianas alteradas nos pulmdes por causa das doencas
respiratorias ou alteracdes pulmonares devida uma dishiose entre esses microrganismos
30.

O sistema imune e o microbioma estdo tdo intimamente interligados que essa
diferenciacdo € extremamente complexa. Concluiu-se que a maioria dos estudos nesse
tema ainda sdo descritivos e, apesar de repletos de correlacBes provocativas, ainda ndo
elucidam a causalidade entre a modulacdo das doencas do sistema respiratério e a
microbiota residente, nem determinam temporalmente o que se inicia primeiro: a dishiose
ou a doenca pulmonar. Assim, os autores reforcam a importancia de novos estudos que

abordem a microbiota e suas repercussdes no sistema imunolégico .
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Breithaupt-Faloppa et al. 2’ descreveram a relagio do sistema linfatico na
modulacéo das respostas inflamatdrias pulmonares apos a leséo intestinal. As evidéncias
mostraram que a linfa drenada do intestino apos lesao isquémica promove interaces dos
leucdcitos com as células endoteliais do parénquima pulmonar com liberacdo de
mediadores inflamatorios que, por sua vez, podem ser disseminados pela corrente
sanguinea. Neste contexto, o pulmédo é invadido por mediadores responsaveis pela
iniciacdo de fendmenos inflamatorios sistémicos, provenientes da lesdo na mucosa
intestinal. O estudo concluiu que, durante eventos isquémicos intestinais, a linfa-
mesentérica pode atingir a microcirculacdo pulmonar e esse achado pode ser relevante

para a preservacdo da homeostase pulmonar.

Hé& tempos se evidencia a relagdo da microbiota intestinal e sistema imunolégico
por meio da existéncia de antigenos provenientes da microbiota intestinal, que estimulam
o desenvolvimento dos 6rgdos linfoides, levando a capacidade de regulagdo de um estado
de homeostasia com o hospedeiro 3. O processo de colonizacdo do TGl por estes
microrganismos inicia-se ao nascimento. A presenca destes microrganismos na mucosa
intestinal confere varios beneficios ao hospedeiro, dentre eles a estimulacdo do sistema
imunoldgico 3. Esta colonizagéo é referida como simbi6ticos intestinais em decorréncia
de possuirem uma relagdo mutualistica com o organismo humano 3, impedindo a
colonizacdo do TGI por outros microrganismos que sdo potencialmente patogénicos e
também estimular a resposta imunoldgica em nivel de mucosa 4,

A microbiota intestinal possui a capacidade de modular a imunidade a nivel de
mucosa, por meio das células do tecido linfoide associado a mucosa intestinal incluindo
as células apresentadoras de antigeno, linfdcitos B e T, células epiteliais e outras que estéo
em continuo contato com a microbiota intestinal *. O intestino possui a maior massa de

tecido linfatico do corpo humano, contendo aproximadamente trés quartos de todos os
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linfocitos e produzindo a maioria das imunoglobulinas em individuos saudaveis 3¢ %
Estes microrganismos estdo fortemente interligados com as respostas imunoldgicas
sistémicas pela modulacdo na expansdo extraintestinal das células T, ocasionando o
desenvolvimento de tolerancia oral e controle da inflamagéo *°.

A ocorréncia de um desequilibrio na microbiota intestinal conduz a ativagdo do
sistema imune levando a inducéo de inflamagcéo 8. Estudos indicam que a ocorréncia da
disbiose pode estar associada a doencas inflamatorias, processos oncoldgicos, obesidade
entre outras 2.

As consequéncias deletérias de eventos que lesionam a mucosa intestinal,
desregulando toda a microbiota intestinal, ndo se restringem somente ao 6rgao afetado, o
sistema de comunicacao das vias imunoldgicas promove repercussdes que ocorrem de
forma sistémica, notadamente em Orgdo adjacentes, como o parénquima pulmonar,
podendo levar a doencgas agudas, por inflamacgdo pulmonar e, em condi¢des mais graves,
a Sindrome do desconforto respiratério agudo %'

Verifica-se a interligacdo dos sistemas, intestinal e respiratorio, por meio do
sistema imunoldgico, nos estudos realizados em 2009 e 2012 2”3 em que os linfécitos
sdo ativados, indicando que a resposta imune inata é desencadeada demonstrando o
acumulo de neutrofilos e 0 aumento da permeabilidade vascular pulmonar como uma das
principais alteracdes na Inflamacdo Intestinal Aguda. Além disso, citocinas e
interleucinas estdo inclusas no amplo espectro de mediadores inflamatérios envolvidos
na resposta fisiopatoldgica. Basicamente, um dano intestinal desencadeia uma rede
inflamatoria na qual interagdo leucécito-endotelial desempenha um papel critico em lesdo
pulmonar, recrutando e ativando os neutréfilos para liberar mediadores inflamatérios.

No estudo de Deitch et al, em um modelo experimental, realizou-se a inducao de

hemorragia mesentérica e verificou-se as repercussées pulmonares. As evidéncias
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mostraram que a hemorragia intestinal levou a um consistente aumento de 2,5 a 4 vezes
na permeabilidade pulmonar. O sistema linfatico é uma via relevante para a captacdo e
transporte de proteinas, fluidos e células imunoldgicas. Além de seu papel central na
imunorregulacdo, o sistema linfatico foi considerado um modulador de lesdo pulmonar
aguda apos traumatismo intestinal. A literatura reconhece que o aumento da inflamagéo
no intestino lesado é consequéncia de sua capacidade de gerar mediadores inflamatérios.
O pulméo é o 6rgéo alvo inicial dos fatores presentes na linfa mesentérica °.

Neste contexto, a analise dos mediadores de inflamacédo apos isquemia intestinal
tem comprovado a modulacao da inflamacéo, adesdo celular e permeabilidade vascular.
Estudos que investigam a ligacdo causal entre lesdo intestinal e inflamacdo pulmonar,
descrevem a rede de distribuicdo dos mediadores inflamatorios por meio do sistema
linfatico 240,

Em um estudo em 2011, descreveu que os neutréfilos circulantes desempenham
um papel importante de translocagdo entre os 6rgdos, verificou-se o acimulo destas
células nos pulmdes e o aumento da permeabilidade microvascular, em um modelo
experimental de inflamacdo pulmonar aguda ocasionada por lesdo intestinal. A resposta
de defesa do organismo frente aos mediadores inflamatérios, pode ser observada por meio
dos neutrofilos *!.

A literatura descreve que as DIl emergiram como uma das tematicas mais
investigadas para entender as condigdes da dishiose intestinal 2 4243, A importancia de
estabelecer um equilibrio entre a microbiota e o individuo, existindo uma simbiose e/ou
simetria entre o hospedeiro e a microbiota comensal, em uma espécie de mutualismo, a

qual ambos se beneficiem em prol da satide do hospedeiro %,
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1.4 Tratamentos das doencas inflamatorias intestinais e a Fotobiomodulagao

Durante as Gltimas décadas, o desenvolvimento do tratamento para as DIls mostra que
0 uso de imunomoduladores da resposta inflamatoria da mucosa intestinal mudou
radicalmente a estratégia terapéutica ** A avaliagdo da inflamagio da mucosa tornou-se
um importante direcionador para o tratamento no intuito de reduzir a progressao da
doenca e complicacdes a longo prazo.

A cicatrizacdo da mucosa em pacientes com CU é um dos objetivos centrais do
tratamento, além do controle da sintomatologia. E reconhecido na literatura cientifica
como desfecho priméario em ensaios clinicos a reparagdo tecidual da mucosa intestinal
para avaliar a resposta a terapia proposta e conduzir as decisdes medicamentosas, como

escalonamento de doses, troca e retirada de farmacos !> 449,

O principal objetivo do tratamento das DIls é a remissdo clinica sem
corticosteroides, a diminuicdo da morbimortalidade e a melhoria na qualidade de vida.
Para atingi-los é importante a abordagem multiprofissional (coloproctologista,

gastroenterologista, nutrélogo, psicologo) 474,

* Cirurgia surgery*
* Biologicos

* Imunomoduladores

* Corticoides

* 5-ASA Aminosalicilico

Figura 5: Adaptado, tratamento medicamentoso na Colite Ulcerativa *’.
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O manejo do tratamento da doenca intestinal € reduzir a inflamacdo que
desencadeia a sintomatologia, porém proporciona alivio na maioria das vezes dos
sintomas, mas nem sempre prevenindo a remissdo a longo prazo e reducdo dos riscos de
complicagdes 7.

Einstein (1905): desenvolveu as bases para o desenvolvimento do laser.Einstein
(1917): postulou as duas teorias que sdo a base para a producdo do laser:EMISSAO
ESPONTANEA e EMISSAO ESTIMULADA. Ele ndo criou o laser, mas a partir das
duas teorias, que foram construidos os equipamentos lasers. Em 1959, surge, pela
primeira vez o termo Laser, no manuscrito de Gould, ele fala sobre 0 LASER. Em 1960,
Maiman publicou o primeiro trabalho de sucesso, baseado nas teorias de Einstein, que
por sua vez evoluiram para a fototerapia e consequentemente FBM, relatando a emissao
estimulada da luz dentro do espectro visivel 694 nandmetros (nm), sendo aplicada
cientificamente no ambito fisiopatologico, demonstrando os efeitos fotoquimicos de
lasers e do LED (Diodo emissor de luz) e outras fontes monocromaticas de luz para
erradicar bactérias, virus e outros patdgenos com forte valor terapéutico como
antimicrobiano e anti-inflamatorio 8.

Na Gltima década, alguns pesquisadores demonstraram a aplicabilidade do LED,
sendo a Fotobiomodulacdo (FBM) definida como uma terapia baseada nos efeitos de
diferentes tipos de luzes sobre células e tecidos *°.

A terapia com o uso da luz € definida como uma radiacdo eletromagnética, € uma
modalidade segura ndo invasiva com significativos efeitos moduladores da inflamacéo
confirmados por meta-analises e ensaios clinicos %%, sendo aprovada no tratamento da
dor, aceleracdo da reparacdo de tecidos e reducdo do linfedema e diversas outras. O

processo de reparo pode ocorrer por regeneragao ou cicatrizacéo.



15

A FBM, evidencia-se na literatura *¢, como uma aplicacdo transcutinea de luz
monocromatica de baixa intensidade, que produz reacdes fotoquimicas intracelulares que
ativam biomoléculas para restaurar a funcéo celular normal e melhorar os processos de
recuperacdo. A luz com comprimento de onda de 635 nm é capaz de penetrar na pele em
aproximadamente 6 mm, a profundidade terapéutica efetiva, entretanto, parece estar
préxima de 1-3 mm, quando utiliza-se luz em comprimento de 635 nm *°.

A FBM por LED esté distribuida em uma banda eletromagnética maior (635 £ 35
nm), podendo interagir com um maior grupo de fotorreceptores especificos, como a
utilizacdo eficaz do espectro da luz no tratamento de uma variedade de doengas com
complicacdes respiratorias (efeitos no parénquima pulmonar, observando-se a reducéo do
infiltrado pulmonar) e alteragdes sistémicas da resposta imunoldgica > 5L,

As vantagens das terapéuticas do uso da FBM para doencas inflamatdrias tém sido
sugeridas por varios autores 52°3*, Quando a luz se propaga por meio do tecido, passa
por uma serie de interacbes dependendo do arranjo estrutural e das propriedades fisicas
do microambiente. Alguns estudos referiram que a FBM pode interferir positivamente
para aliviar os sinais e sintomas de inflamacé&o de tecidos. Todos os tratamentos com FBM
na inflamacé&o tecidual descritos acima foram feitos de maneira ndo invasiva, portanto é
comprovado na literatura em modelos experimentais a FBM traz resultados benéficos na
reducio da resposta inflamatoria, em especifico na inflamac&o intestinal induzida % 4.

Estudos mostram que a FBM com LED em baixa intensidade atua sobre as células
interferindo na sua permeabilidade, atuando nas mitocdndrias, na sintese de ATP e em
proteinas como coladgeno e elastina. Atuando ainda como antimicrobiano, anti-
inflamatorio e antioxidante .

Em 2011, um estudo que analisou a relagdo bidirecional entre intestino e o

pulmé&o, por meio da modulagéo intestinal com repercussédo de inflamagdo pulmonar,
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concluiu que a terapia laser de baixa poténcia pode proporcionar a modulacdo de
mediadores inflamatorios, citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10. Estudos adicionais
s&0 necessarios para avaliar esse tema com uso da FBM 4%,

Considerando que as DIIs sdo de dificil tratamento, novas abordagens terapéuticas
sdo necessarias. Nesse sentido, varios estudos recentemente investigaram o tratamento
com FBM em doencas inflamatorias intestinais, no quadro 1 abaixo, verifica-se estes

estudos.

Quadro 1. O tratamento com fotobiomodulacdo em doencas inflamatorias

intestinais. Sao Paulo.2023.
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Autor Ano Titulo Obijetivo / Principais Resultados
LimaFMet | Dual Effect of low-level laser | - Método experimental: Machos Wistar.
al/20114 therapy on the acute lung | -A inflamacdo pulmonar aguda induzida por isquemia e reperfusédo intestinal é
inflammation  induced by | um modelo experimental, concluiu que a FBM ( 660 nm) reduziu o edema, o
intestinal ischemia and | influxo de neutroéfilos, a atividade de MPO pulmonar.
reperfusion: Action on anti- | -E a FBM aumentou a IL-10 e reduziu o nivel de TNF-y no pulmédo de animais
and pro-inflammatory | submetidos a isquemia e reperfuséo.
cytokines.
Paula-Silva | Red light-emitting  diode | - Método experimental: Machos Wistar.
etal/2018 ° | treatment improves tissue | -O tratamento com FBM ( 660 nm) em um modelo experimental de colite,
recovery in  DSS-induced | protegeu a estrutura celular do célon, diminuindo a frequéncia de displasia/edema
colitis in mice e reduziu os infiltrados inflamatérios e ulceragdes da mucosa intestinal.
- Demonstrando a¢des protetoras na barreira epitelial por meio de uma terapéutica
ndo-invasiva e de baixo custo.
Liebert et “Photobiomics™ Can Light, | - Método: Revisdo bibliogréfica sobre o efeito da luz no microbioma.
alf2019 % Including -Investigaram a FBM em um modelo de camundongo e demonstraram que 0S
Photobiomodulation, Alter the | comprimentos de onda vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm), podem
Microbiome? alterar a diversidade da microbiota em camundongos saudaveis.
- Observou-se 0 aumento do nimero de Allobaculum, uma bactéria associada a
um microbioma saudavel.
Alves LC, The effect of | - Método experimental: 30 cachorros.
Jorge P, photobiomodulation  therapy | - FBM: 808/980 Nm.
Santos on the management of chronic | -Avaliar a eficacia da terapia de FBM no tratamento da diarreia cronica idiopatica
AJ2022 57 idiopathic large-bowel | do intestino grosso, escores de fezes de Bristol e diarreia a partir de diferentes
diarrhea in dogs paradmetros clinicos.
- O estudo demonstrou a melhora em todos os escores e sinais clinicos, aumento
do peso corporal nos animais.
-E observou-se 0 aumento do tempo de aparecimento de um segundo episddio de
diarreia.
Laakso E L, | A Holistic Perspective on How | -Os autores estdo conduzindo um estudo clinico em andamento ( adultos ),
Ewais Photobiomodulation May | analisando a FBM no eixo- intestino-cerebro.
T/2023 %8 Influence Fatigue, Pain, and | -A hipotese é que a FBM da microbiota intestinal pode ser benéfica nos principais
Depression in Inflammatory | sinais e sintomas das DIl como: a fadiga, dor e depresséo.
Bowel Disease:  Beyond
Molecular Mechanisms
Ewais T, Protocol for a Single-Arm | -Método: 28 adultos ( 18-35 anos) com DII.
Begun J, Feasibility Study of | - FBM + Tratamento Convencional

Photobiomodulation for

-FBM: 904 Nm.
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Laakso Fatigue, Depression, and Pain | -Avaliar a FBM em pacientes com DIl que apresentam altos niveis de fadiga,
EL/2023 %° in Inflammatory ~ Bowel | depresséo, dor e qualidade de vida significativamente prejudicada.
Disease -Os beneficios potenciais do PBM podem ser particularmente relevantes em

jovens-adultos com DI, pois afeta a sua escolaridade, o envolto profissinal, a

interacdo social, sendo um tratamento com progndstico de longo prazo.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando as doencas inflamatorias intestinais (DI1I) sdo doencas cronicas,
multifatoriais, com importante impacto na qualidade de vida e cujos tratamentos sdo
paliativos, faz-se necessario a busca por novas terapias mais eficazes e com menos efeitos
colaterais. Além disso, € importante considerar que existe um complexo sistema de
comunicacéo bidirecional existente entre as vias intestinal e pulmonar na sustentacdo da
homeostase local e sistémica e compreender 0s mecanismos envolvidos na regulagdo do
intestino e pulméo, principalmente na presenca de doencas assim como a resposta do

organismo mediante tratamentos.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o papel da FBM na modulagdo da inflamagdo intestinal, bem como sua

repercussao sobre na homeostasia pulmonar. Para tanto, investigou-se:

Parametros clinicos, como:

e Consisténcia das fezes e presenca de sangue nas fezes

e No intestino:

e Inflamacdo por meio da liberacdo e expressdo génica de citocinas Pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias, atividade da mieloperoxidase e determinacao

de alteracdes morfofuncionais por histologia.

No pulméo:

e Migracdo de células para o lavado broncoalveolar
e Liberacdo e expressdo génica de citocinas Pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias

e Alteracdes morfofuncionais por histologia
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e aprovado sob nimero CEUA n° 7297020821

(ID 000269).

Diante desta aprovacao, desenvolvemos o estudo experimental com o intuito de
atender as Normas Eticas para Experimentacdo Animal o CONCEA (Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal), as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia
de Animais de Laboratério (SBCALCOBEA) e a legislacdo nacional atual sobre
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei Federal n® 11.794, de 9 de outubro
de 2008), com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, sendo aprovada pela Comissado
de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na

reunido de 21/09/2021.

4.1 Animais

Foram utilizados 54 (cinquenta e quatro) ratos Wistar machos adultos, com
aproximadamente entre 60-100 dias de vida, (~200 g), provenientes do Biotério de
criacdo da Universidade Nove de Julho, e os animais foram mantidos em condicdes
controladas com ciclo claro-escuro de 12 horas, condi¢des controladas de umidade (50%-
60%) e sala com temperatura controlada (22°C - 25°C), com livre acesso a ra¢do e agua,

e mantidos em experimentagdo na mesma Universidade.
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4.2 Grupos experimentais

Os ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:

e Grupo Basal: ratos controle, ndo manipulados (n=18)
e Grupo Colite: ratos com inducéo para colite (n = 18)
e Grupo Colite+FBM: ratos com inducdo para colite tratados com FBM (n = 18)

Os experimentos foram realizados duas vezes.

Wistar machos

n=54
: Colite +FBM
Basal Colite Ratos com colite tratad
Ratos ndomanipulados Ratos com colite com FBM

n=18 n=18 n=18
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4.3 Delineamento experimental
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Indugdo colite TratamentocomFBM  Eutanasia

4.4 Inducéo da inflamacao intestinal

A colite experimental foi induzida com acido acético a 10% de acordo com Owusu et
al.%°, modificada pelo grupo de estudo. Para tanto, os animais foram contidos e uma sonda
inserida (~6 cm) no reto de cada rato e em seguida injetado gradualmente 1 ml de solucéo
de 4cido acético a 10% por via retal. Antes da retirada da sonda, a mesma foi drenada
com 1 ml de ar para assegurar a distribui¢do do &cido por meio do célon, seguida de sua
remoc¢&do suavemente para evitar qualquer sofrimento fisico. As anélises foram realizadas

no dia 7 de acordo com o estudo descrito anteriormente .
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4.4 Tratamento com fotobiomodulacéo

Utilizamos o equipamento BioLambda LEDstar- BlackBox Mini, Sdo Paulo,
Brasil para tratar os animais. Para tanto, 48 horas apds a inducao da colite os ratos foram
tratados por trés dias consecutivos com LED vermelho em trés pontos, sendo um do lado
direito e outro do esquerdo da superficie ventral e um na regido anal externa. O grupo
controle foi tratado da mesma forma que os animais tratados com LED, mas com o
dispositivo emissor de LED desligado para padronizar o estresse de exposicao entre 0s
grupos. Os parametros de irradiacdo de LED foram utilizados de acordo com estudo

anterior realizado por Paula- Silva et al. ° e encontram-se descritos no quadro 2.

Quadro 2: Parametros dosimétricos da fotobiomodulagédo

Poténcia 100 mW

Area do Feixe 2,8 Jlcm?

Modo Continuo (CW)

Comprimento de onda 660 £ 10 nm

Energia 15

Exposicdo radiante 5,35 J/cm?

irradiancia 33,3 mw/cm?

Tempo de exposicdo por ponto 150 s

NUmero de pontos de irradiacdo 3

Namero de Tratamentos 3 dias consecutivos/ 1 vez ao dia

100% 100.002¥ ) Bio

R¢ 100.00 24 660 nm
&) 0h16m40s B Start
ke

Fonte: https://loja.biolambda.com/black-box-smart

Figura 6: Aparelho BioLambda LEDsabr- BlackBox Min
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4.6 Pontuacéo do Indice de Atividade da Doenca (DAL)
A pontuacédo do indice de atividade da doenga (DAI) foi avaliada, por meio do

registro das caracteristicas das fezes dos animais nos grupos: Colite e Colite+ FBM, ap06s

5 dias de inducéo da DI, e os parametros avaliados seguem abaixo, no quadro 2.

Quadro 2. Pardmetros para avaliacdo das caracteristicas das fezes dos grupos indugédo

colite.

Pontuagéo Consisténcia das fezes Sangue das
fezes

0 Normal Negativo

1 Cor marrom avermelhada Umida e pegajosa

2 Sangue macio Visivel

3 Diarréia Sangramento retal

4.7 Eutanasia e a determinacdo da atividade da mieloperoxidase intestinal e

pulmonar

Apo6s 48h de indugdo no grupo Colite e ap6s os trés dias consecutivos de
tratamento com fotobiomodulacéo, no grupo Colite + FBM, e ainda, no grupo Basal, foi
realizada a eutanasia para coleta dos materiais.

A atividade da Mieloperoxidade (MPO) foi quantificada para determinar a

inflamacdo intestinal e também pulmonar, uma vez que esta enzima é considerada um
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biomarcador da presenca de neutréfilos nos tecidos. A atividade da MPO foi analisada
por sua capacidade de catalisar a oxidacéo da o-dianisidina na presenca de perdéxido de
hidrogénio.

Os ratos foram sacrificados por seccao da aorta abdominal sob anestesia profunda
com cetamina (100 mg/kg, Dopalen®) e xilazina (20 mg/kg, Xilazin®) por injecédo
intraperitoneal. Fragmentos teciduais do intestino (célon medial e terminal) e do pulmao,

foram removidos.

4.8 Contagem de células totais e diferenciais presentes no lavado broncoalveolar

No dia 7, na eutanasia conforme descrito acima, as células presentes no espago
broncoalveolar foram obtidas pela técnica de lavado broncoalveolar (LBA) de acordo
com Lima et al ®1.A contagem de células totais foi realizada em camara de Neubauer por

microscopia optica.

4.9 Quantificagdo de citocinas no fluido do lavado broncoalveolar e no homogenato

intestinal

O tecido intestinal removido foi padronizado em torno de 1 cm e pesado. A seguir
foi adicionado tamp&o para homogeneizar os tecidos em um cadinho com auxilio de um
pistilo. Ap6s homogeneizacdo, o contetdo foi centrifugado e o sobrenadante recolhido
para quantificacdo das citocinas (homogenato intestinal).

Os niveis de citocinas foram determinados em amostras de sobrenadante do LBA

e no sobrenadante de homogenato intestinal. Os resultados foram expressos como pg de
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citocina produzida por ml. IL-lbeta, TNF-alfa, IL-6, IL-10, e IFN-gama foram
quantificadas utilizando kits de ELISA adquiridos da BioLegend (San Diego, EUA). As
determinac6es foram feitas em duplicata para cada amostra, utilizando curvas padrao de

acordo com as especificacdes do fabricante.

4.10 Determinacao da expressdo génica de citocinas no tecido pulmonar e intestinal

As amostras de fragmentos de pulmdo e intestino foram congeladas
instantaneamente em nitrogénio liquido. A expressdao génica das citocinas foi
determinada por ensaio de RT-PCR. O RNA total foi extraido usando Trizol Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o protocolo fornecido pela Invitrogen. As
concentracdes de RNA foram determinadas por espectrofotometria a 260 nm. Os cDNAs
de primeira cadeia foram sintetizados utilizando a transcriptase reversa MML-V
(Promega, Madison, WI). A RT-PCR foi realizada usando o ensaio de PCR em tempo
real Tagman (Applied Biosystem, EUA) para as seguintes moléculas:

IL-4 (Rn00561420_m1l), IL-6 (Rn01410330_m1), IL-10 (Rn01644839 m1), TNF-o
(Rn00562055 _m1), IL-1B (Rn00580432 m1), IFN-gama (Rn00594078 _m1) e HPRT
(Rn00446968_m1). As condicdes de ciclagem foram as seguintes: 10 min a 95 °C seguido

de 45 ciclosde 20 scadaa 95 °C,20sab58°Ce20sa72°C.

4.11 Analises histolégicas no pulméo e intestino

ApoOs a eutanasia por sec¢do da aorta abdominal sob anestesia profunda como
mencionado acima, o intestino e o pulmé&o foram removidos. As amostras foram imersas
em solucéo de paraformaldeido tamponado a 4% e transportadas para o laboratério de

histologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB). As amostras
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conservadas no fixador por 24 h foram desidratadas em solu¢gbes com concentragdo
crescente de etanol, clarificadas em xilol e embebidas em parafina. Em seguida, as
amostras de parafina foram seccionadas (3 pum), utilizando o micrétomo RM2125RT
(Leica, EUA). Os cortes foram colocados em laminas histologicas e, apos
desparafinizacdo e reidratacdo, corados com hematoxilina-eosina para analise
histopatoldgica e azul de toluidina para analise de mastocitos. As laminas foram
analisadas usando o microscopio AxioScope Al (Carl Zeiss, GR) e analisadas usando o
Software Zen (Carl Zeiss, GR). As analises histopatologicas foram realizadas pela

pontuacdo abaixo:

e Equivalente a nenhum dano;

e Lesdo focal da mucosa;

e Lesdo da mucosa e foco de infiltrado leucocitéario;

e Lesdo grave da mucosa e foco de infiltrado leucocitério;

e Destruicdo da estrutura da mucosa e intenso infiltrado leucocitéario.

Para a desgranulacdo dos mastdcitos, foram consideradas as seguintes classificacfes de
pontuacéo:

e 0% mastdcitos integros;

e 100% desgranulacdo intensa de mastocitos com liberacdo de granulos

citoplasmaticos na matriz extracelular.
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4.12 Analise estatistica

Os dados das amostras foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
seguida de pos-teste Student Newman-Keuls para comparacao de todos pares de colunas.
As anélises estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Prism Software V5. Os
resultados descritos apresentaram média £ EPM (erro padrdo da média). Valores de

P<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 O tratamento da DIl com fotobiomodulacéo reduziu o escore DAI e a atividade

do MPO

Na figura 7 observa-se a deflagracdo da inflamacéo intestinal (Painéis A e B) e
ilustrou- se também que o tratamento com a FBM reduziu significativamente tanto o
escore DAI guanto a atividade da MPO no grupo Colite + FBM quando comparados ao
grupo Colite. Também observamos a elevacdo do escore DAI e atividade da MPO no

grupo Colite e Colite + FBM, quando comparados ao grupo basal.
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Figura 7. O tratamento da DIl com fotobiomodulacdo reduziu o escore DAI e a
atividade de MPO. Grupo de ratos foram submetidos a inducéo de DIl e tratados ou ndo
com FBM. No dia 7 a inflamacdo intestinal foi avaliada. Os dados representam a média
+ SEM de 6 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B; °P < 0,05 em relagdo ao grupo
Colite (one-way ANOVA).
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5.2 O tratamento da DIl com fotobiomodulacéo reduziu o escore histopatologico do

tecido intestinal

A Figura 8 (Painéis B e D) ilustra que apds a inducdo de DIl observou-se a migragédo
de células inflamatdrias para mucosa e submucosa intestinal de forma semelhante quando
comparada ao grupo basal (Painéis A e D). Por outro lado, ap6s o tratamento com FBM,
observou-se a reducdo da migracdo de células inflamatorias para a mucosa e submucosa

quando comparados aos grupos néo tratados (Painéis C e D).
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Figura 8. O tratamento da DIl com fotobiomodulacgéo reduziu o escore histologico
do intestino. Grupo de ratos foram submetidos a inducdo de DIl e tratados ou ndo com
FBM. No dia 7 a histologia intestinal foi avaliada. Os dados representam a média £ SEM
de 6 animais. *P < 0,05 em relag&o ao grupo B; °P < 0,05 em relagdo ao grupo Colite
(one-way ANOVA).
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5.3 O tratamento da DIl com fotobiomodulagdo reduziu o escore histopatoldgico do

pulméo

A Figura 9 (Painéis B e D) evidencia que ap6s a indugdo da DIl observou-se a
intensa migracéo de leucdcitos para o pulmé&o, em particular a migracao eosindfila quando
comparada ao grupo basal (Painéis A e D). Por outro lado, o tratamento com FBM reduziu
a migracdo de células inflamatérias para o pulméo, quando comparado aos grupos nao

tratados (Painéis C e D).
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Figura 9. O tratamento da DIl com fotobiomodulacdo reduziu o escore
histopatoldgico do pulm&o. Grupo de ratos foram submetidos a inducdo de DI e tratados
ou ndo com FBM. No dia 7 a histologia pulmonar foi avaliada. Os dados representam a
média + SEM de 6 animais. *P < 0,05 em relacdo ao grupo B; °P < 0,05 em relagio ao
grupo Colite (one-way ANOVA).
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5.4 O tratamento da DIl com fotobiomodulagdo reduziu a atividade da enzima

mieloperoxidade pulmonar

A Figura 10 mostrou que o tratamento com FBM reduziu significativamente a
atividade pulmonar da MPO nos grupos Colite+FBM quando comparado ao grupo Colite.
Também observou-se a atividade pulmonar elevada da MPO no grupo Colite e Colite +

FBM quando comparado ao grupo basal.
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Figura 10. O tratamento da DIl com fotobiomodulagéo reduziu a atividade de MPO
pulmonar. Grupo de ratos foram submetidos a inducdo de DII e tratados ou ndo com
FBM. No dia 7 a MPO foi avaliada. Os dados representam a média = SEM de 6 animais.
*P < 0,05 em relacdo ao grupo B; °P < 0,05 em relagdo ao grupo Colite (one-way
ANOVA).



38

55 O tratamento da DIl com fotobiomodula¢do reduziu a desgranulacdo de

mastdcitos pulmonares

A Figura 11 evidencia os mastdcitos intactos em grupos basais (Painéis A e D).
Também ilustra que o grupo Colite induziu a ativacdo de mastdcitos pulmonares com
granulos de extrusdo quando comparados aos grupos basais (Painéis B e D). Por outro
lado, o grupo Colite+FBM apresentou reducdo da desgranulacdo dos mastocitos

pulmonares quando comparado aos grupos nao tratados (Painéis C e D).
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Figura 11. O tratamento da DIl com fotobiomodulacéo reduziu a desgraunulagéo
dos mastdcitos nos pulmdes. Grupo de ratos foram submetidos a inducdo de DIl e
tratados ou ndo com FBM. No dia 7 a desgranulacdo mastocitéria foi avaliada. Os dados
representam a média = SEM de 6 animais.*P < 0,05 em relagdo ao grupo B; °P < 0,05
em relacédo ao grupo Colite (one-way ANOVA).
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5.6 O tratamento da DIl com fotobiomodulagdo modulou IL-4, IL-6, IL-1B, IFN-y

TNF-A e IL-10 no tecido pulmonar

A Figura 12 (Painéis A e F) ilustra que ndo foram observadas diferengas nos niveis
de IL-4 e IFN-y entre os grupos do estudo.

Por outro lado, identificou-se niveis elevados de IL-6, IL-1 e TNF-a (citocinas
pré-inflamatorias) no tecido pulmonar nos grupos das DIl quando comparados ao grupo
basal (Painéis B, C e D), e o tratamento com FBM reverteu essa elevagao.

Verificam-se niveis reduzidos de I1L-10 (citocina anti-inflamatoria) observados no
tecido pulmonar do grupo DIl quando comparado ao grupo basal (Painel E). Além disso,

o0 tratamento com FBM reverteu essa redugao.
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Figura 12. O tratamento da DIl com fotobiomodula¢do modula IL-6, IL-1p, TNF-a.
e 1L-10 no tecido pulmonar. Grupo de ratos submetidos a inducdo de DIl e tratados ou
ndo com PBM. No dia 7 as citocinas foram avaliadas. Os dados representam a média *
SEM de 6 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B; 6P < 0,05 em comparagdo com o

grupo DIl (one-way ANOVA).
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5.7 O tratamento da DIl com fotobiomodulacdo modulou a expressao génica de IL-

4, IL-6, IL-1p e IFN-y, TNF-A e IL-10 no tecido pulmonar

A Figura 13 (Painéis A, C e F) evidenciou que ndo foram observadas diferencas
na expressdo génica de IL-4, IL-1B ¢ IFN-y entre os grupos do estudo.

Por outro lado, identificou-se a expressdo génica elevada de IL-6 e TNF-a
(citocinas pré-inflamatorias) no tecido pulmonar dos grupos das DIl quando comparados
ao grupo basal e o tratamento com FBM reverteu esta elevacdo (Painéis B e D).

Observou-se a reducdo da expressdo génica de IL-10 observada no tecido
pulmonar do grupo Colite quando comparado ao grupo basal, enquanto o tratamento com

FBM reverteu essa reducdo (Painéis E).
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Figura 13. O tratamento da DIl com fotobiomodula¢do modula a expressédo génica
de IL-6, TNF-a e IL-10 no tecido pulmonar. Grupo de ratos submetidos a inducéo de
DIl e tratados ou ndo com PBM. No dia 7, a atividade da MPO pulmonar foi avaliada. Os
dados representam a média £ SEM de 6 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B;

%P < 0,05 em comparagdo com o grupo DIl (one-way ANOVA).
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6 DISCUSSAO

Esta bem estabelecido que existe uma complexa comunicacdo bidirecional entre
intestino e pulméo e é relevante a compreensao dos mecanismos envolvidos na regulacao
destes dois oOrgdos, especialmente na presenca de doencas intestinais. Neste estudo,
avaliou-se a repercussdo da doenca intestinal, bem como seu tratamento com a FBM na
homeostase pulmonar. Para isso, utilizou-se um modelo experimental para induzir a DII
por meio da administracdo de acido acético a 10% no intestino. Este modelo reproduz a
fisiopatologia da DIl pela inducéo de citocinas inflamatérias como IL-1beta, IL-4, IL-6,
TNF-alfa e IFN-gama, dilatacdo e espessamento das paredes do cdlon, aumento do
infiltrado inflamatorio e reducio producio de muco 5263,

Mostramos que a DIl alterou a homeostase pulmonar e o tratamento com a FBM
reduziu os biomarcadores da doenca e reverteu todos os parametros aumentados no
pulmao, restaurando assim sua homeostase.

Primeiro, identificou-se importantes biomarcadores da DIl para confirmar o
desenvolvimento da doenca, como a elevacdo do DAI escore por meio da avaliacdo da
presenca das fezes com diarreia e sangramento retal, bem como as alteracbes
histopatoldgicas, como a migracdo celular para o intestino. Outro parametro estudado foi
a atividade da MPO, um biomarcador indireto da presenca de neutréfilos no tecido .
Nossos dados mostraram que o acido acético induziu uma elevada migracdo de
neutrdfilos. Assim, os sintomas e sinais da DIl foram desencadeados. De fato, leucdcitos
como os neutrofilos, linfécitos e mondcitos desempenham um papel importante na lesdo
tecidual do intestino 4,

As citocinas produzidas localmente, incluindo IL-1p, IL-6 e TNF-a, contribuem para

o recrutamento de células inflamatorias e perpetuam a inflamacao crénica > ®*. Por outro
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lado, as citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, sdo liberadas para equilibrar o
processo inflamatorio °.

Sequencialmente avaliou-se as repercussdes pulmonares da DIl. Mostrou-se que a
DIl alterou a homeostase pulmonar. Observamos elevada migracdo de células para o
pulmao, atividade de MPO, desgranulacdo de mastdcitos e liberacao de citocinas. Estudos
tém mostrado o importante papel do cross-talk (conexdo cruzada) entre a microbiota
intestinal e as células pulmonares. Endotoxinas e metabolitos microbianos podem afetar
o pulmé&o por meio da corrente sanguinea L. Outra via importante que liga o intestino e o
pulméo é o sistema linfatico 1.

Estudos comprovaram que a mucosa intestinal durante a isquemia e reperfusdo
causam graves alteracbes hemodinamicas, inflamacdo sistémica, aumento da
permeabilidade vascular, ativacdo de células endoteliais e desequilibrio entre fatores
vasodilatadores e vasoconstritores. Como consequéncia, os mediadores inflamatorios séo
transportados pelo sistema linfatico até os pulmdes 2 41, Assim, o pulmio tem sua
microbiota diretamente relacionada com a microbiota intestinal por meio da comunicacao
bidirecional transportando metabdlitos microbianos e toxinas geradas por
microrganismos intestinais por meio da circulacdo e do sistema linfatico.

Verificamos que a DII alterava a homeostase pulmonar, o proximo passo foi tratar a
doenca com FBM e avaliar suas repercussées no pulmao. Nossos dados comprovaram
que o tratamento com FBM melhorou a DIl induzida por &cido acético, uma vez que o
escore DA, as alteracBes histopatoldgicas, bem como a atividade da MPO, foram
reduzidas. Esses dados estdo de acordo com estudos recentes do nosso grupo, mostrando
que o tratamento com FBM promoveu protecdo estrutural e modulou a resposta

inflamatdria em um modelo experimental de colite ulcerativa °.
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Também verificou-se os efeitos benéficos do tratamento com FBM no pulmé&o. Os
dados constataram a reducdo da migracao de leucocitos pulmonares, a atividade da MPO,
desgranulacédo de mastdcitos e liberacdo de citocinas. A regulacao negativa das respostas
inflamatdrias causadas pela FBM é uma estratégia importante para proteger a barreira
epitelial, pois o acumulo de células inflamatorias e mediadores no local do tecido
lesionado, ndo sé prolonga a lesdo tecidual, como também altera 6rgdos distantes, como
0 pulmao.

A regulacdo de mediadores inflamatorios sdo caracteristicas da homeostase
pulmonar. Neste estudo, verificou niveis reduzidos de IL-1B, IL-6 e TNF-a no pulmao,
enguanto a concentracdo de 1L10 aumentou apds o tratamento com a FBM. Esses dados
provam que a FBM exerceu seus efeitos no sentido de restabelecer a homeostase,
aumentando os mecanismos de defesa pela elevacédo de I1L-10, uma importante citocina
anti-inflamatoria que regula o influxo celular; e reduzindo TNF-a, IL-1p e IL-6, citocinas
pré-inflamatorias que induzem a migracdo de leucdcitos, edema e hiperresponsividade
das vias aéreas % %7,

Em estudos anteriores avaliou-se a translocacao local de um evento inflamatério na
mucosa oral para um desfecho sistémico, demonstrando o percorrer dos mediadores
inflamatorios, de acordo com Van Velzen, citado por Brunet %8, existem trés possiveis
mecanismos, sendo : (1) Disseminacdo metastatica devido a translocacdo de
microrganismos, (2) Lesdo metastatica devido a circulacdo de toxinas de microrganismos
e (3) Inflamacdo metastatica devido a lesdo imunoldgica induzida por microrganismos,
resultando em inflamacio cruzada, conforme Van Velzen et al % .Resumidamente, a
principal via de transmissdo ocorre pela disbiose intestinal, as quais apresentam
microrganismos considerados patdgenos intestinais potenciais para causar inflamacGes

intestinais.



47

Em estudos que avaliaram os disturbios respiratorios graves, como Covid 19 553
% entre outros limitantes na hematose 2> %, podemos considerar que a avaliacio das
condic¢des da microbiota intestinal em pacientes hospitalizados € uma pratica deficiente e
que corrobora para 0 aumento da quantidade de distarbios gastrointestinais como
constipacdo e fezes liquidas intermitentes por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos
aumentando o tempo de internacdo. A proposta do nosso estudo € que em um protocolo
clinico os profissionais entendam a importancia do eixo intestino- pulmao e regularizem
tanto a microbiota intestinal em alteracdes benéficas do parénquima pulmonar, como
atente-se a alteracdes do quadro pulmonar em pacientes que apresentam DII.

Novos estudos que investiguem o papel da FBM nas DIl e a comprovada ligacao
com eixo pulmonar, sdo importantes para identificar novas abordagem em relacdo a
translacional da pesquisa basica para a clinica, como : dosimetria na clinica, como
trabalho recente em andamento de Ewais T et al > que avalia o eixo intestino- cérebro com
0 uso 904 nm em adultos de 18 a 35 anos, sendo aplicados em diversos pontos
abdominais.

Em relacdo ao espessamento do tecido abdominal, para novas abordagens futuras
na clinica, os locais de aplicacdo em pacientes obesos, devido ao tecido adiposo, poderao
ser beneficiados, segundo algumas evidencias, como Libert et al >® que apontam a
utilizacdo da aplicacdo da acupuntura por laser em pontos especificos que podem ser
benéficos na microbiota intestinal.

A FBM como um tratamento coadjuvante nas DIl mostrou-se eficaz na
repercussdo da hemostasia pulmonar, demonstrando a conexd@ dos mediadores
inflamatdrios da microbiota intestinal como uma conexao sistémica, sendo importante em

estudos posteriores descrever essas alteragoes.
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7 CONCLUSAO

Confirmou-se que o tratamento com a FBM ap06s a inducgdo de DII reduziu os
biomarcadores da doenca e reverteu todos os pardmetros aumentados no pulméo,
restaurando assim sua homeostase. Assim, verificou-se experimentalmente o importante
eixo intestino-pulmao e os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal influencia na
resposta imune pulmonar. E o papel da FBM, demonstrando que a luz de baixa
intensidade (660 nm) podera ser utilizada como um tratamento coadjuvante. A FBM
demostrou ser um tratamento promissor, podendo ser utilizada com uma terapéutica néo
farmacoldgica coadjuvante no intuito de estabelecer estratégias de carater ndo invasivo
trazendo beneficios a estes pacientes. Novos estudos que investiguem o papel da FBM
nas DII, mediante a comprovacéo da ligacdo do eixo intestino- pulméo séo importantes
para identificar novas abordagem, como a translacional, beneficiando evidencias da

pesquisa basica para protocolos clinicos



10.

11.

12.

49

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Tontini GE et al. Differential diagnosis in inflammatory bowel disease colitis:
state of the art and future perspectives. World J. Gastroenterol. 2015, 21, 21-46.

Ni J, Wu, GD; Albenberg, L .; Tomov, VT Gut microbiota and IBD: Causation or
Correlation? Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol.2017 , 14, 573-584.

Neurath MF, Citocinas na doenca inflamatéria do intestino, Nat. Rev.
Immunol. 14 (5).2014 , 329-342.

Cai Z, Wang S, Li J. Treatment of Inflammatory Bowel Disease: A
Comprehensive Review. Front Med (Lausanne). 2021 Dec 20;8:765474.

Kaplan GG. A carga global do IBD: de 2015 a 2025. Nat Ver Gastroenterol
Hepatol . 2015; 12 (12): 720-727.

Souza AMD, Resende SS, Sousa TND, Brito CFAD. Uma sistemética revisao do
escopo da ancestralidade genética da populacéo brasileira. Genet Mol Biol . 2019;
42 (3): 495-508.

Gomes, T et al. Clinical and Demographic Profile of Inflammatory Bowel Disease
Patients in a Reference Center of Sdo Paulo, Brazil. Clinical and Experimental
Gastroenterology, 2021, 14, 91 - 102.

Quaresma AB et al. Temporal Trends in the epidemiology of Inflammatory Bowel
Diseases in the public healthcare system in Brazil: A large population-based
study. DOP 41, ECCO congress, 2021.

Paula-Silva et al. Red light-emitting diode treatment improves tissue recovery in
DSS-induced colitis in mice. Journal of photochemistry and photobiology. B,
Biology. 2018 (11) 212.

Bitton A et al. Epidemiologia da Doenca Inflamatoria Intestinal em
Québec. Inflamm Bowel Dis. 2014; 20 (10): 1770-1776.

Johansson ME et al. Bacteria penetrate the normally impenetrable inner colon
mucus layer in both murine colitis models and patients with ulcerative colitis. Gut.
2014; (63) 281-291.

Kostic, A. D., Xavier, R. J. & Gevers, D. The microbiome in inflammatory bowel
disease: current status and the future ahead. Gastroenterology. 2014. 146, 1489—
1499,


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

50

Mayadas TN, Cullere X, Lowell CA. The multifaceted functions of neutrophils.
Annual Review of Pathology, 2013 (9) 181-218.

Etienne R., Viegas FPD, Viegas Jr C. Aspectos Fisiopatoldgicos da Inflamacéo e
o0 Planejamento de Farmacos: uma Visdo Geral Atualizada. Rev. Virtual Quim.,
2021.

Vazquez-Frias R et al. Proinflammatory and anti-inflammatory cytokine profile
in pediatric patients with irritable bowel syndrome. Rev Gastroenterol Mex.
2015;80(1):6-12.

Fox SI. Fisiologia Humana. Editora Manole.7? edi¢do.2007.

Gartner LP. Atlas Colorido de Histologia, 72 edi¢do. Grupo GEN. 2018.

Ahmad et al. Effect to flow-level laser therapy in patients with chronic knee
osteoarthritis: a single-blinded randomized clinical study.Lasers In Medical
Science. 2013 (29) 2,749-755.

Brunton LL, Chabner BA, Knollmann BC. As Bases Farmacologicas da
Terapéutica de Goodman e Gilman. 2012.

Santos PPA et al. Relagdo entre Mastdcitos e Células T na Infl amacgéo. Odontol.
Clin.-Cient., Recife.2010 (3) 9 215-217.

Kwa, M., Plottel, C. S., Blaser, M. J., & Adams, S. The Intestinal Microbiome and
Estrogen Receptor—Positive Female Breast Cancer. JNCI Journal of the National
Cancer Institute, 2016, 108(8).

Chong-Neto HJ et al. A microbiota intestinal e sua interface com o sistema
imunoldgico. Arg Asma Alerg Imunol. 2019, 3 (4): 406-420.

Samuelson,DR. et al. Regulation of lung immunity and host defense by the
intestinal microbiota. Front. Microbiol. 2015 ;6:1085.

Paramsothy S et al. Multidonor intensive faecal microbiota transplantation for
active ulcerative colitis: a randomised placebo-controlled trial.Lancet
2017.25;389(10075):1218-1228.

Keely S, Talley NJ, Hansbro, PM. Pulmonary-intestinal cross-talk in mucosal
inflammatory disease. Mucosal Immunol.2012. 5, 7-18.

McAleer JP, Kolls J K. Contributions of the intestinal microbiome in lung
immunity. Eur. J. Immunol.2018. 48, 39-49.



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

51

Breithaupt-faloppa et al.Intestinal Lymph-Borne Factors Induce Lung Release of
Inflammatory Mediators and Expression of Adhesion Molecules After an
Intestinal Ischemic Insult. Journal of Surgical Research. 2012,176.

Neish AS. Mucosal immunity and the microbiome. Ann Am Thorac Soc. 2014;11
(1):28-32.

Silveira ACO. Impacto do microbioma na COVID-19 Impact of the microbiome
on COVID-19. Comunicacdo  Breve/Short ~ Communication.RBAC.
2020;52(2):192-3.

Costa NA et al. The pulmonary microbiome: challenges of a new paradigm. J.
bras. pneumol. 2018; 44(5): 424-432.

Zhang D et al. The Cross-Talk Between Gut Microbiota and Lungs in Common
Lung Diseases. Front Microbiol. 2020.

Gu S et al. Alterations of the Gut Microbiota in Patients with COVID-19 or HIN1
Influenza. Clin Infect. 2020.

Dhar D, Mohanty A. Gut microbiota and Covid-19 - possible link and
implications.Virus Res. 2020;285:198.

Zeuthen LH. et al. Lactobacillus acidophilus induces a slow but more sustained
chemokine and cytokine response in naive foetal enterocytes compared to
commensal Escherichia coli. BMC Immunology. 2010;11.

Geuking MB. et al. The interplay between the gut microbiota and the immune
system. Gut Microbes. 2014; 5(3):411-418.

Janeway CA Jr. et al. The mucosal immune system Immunobiology. New York:
Garland Science.2001. 10-13.

Kenneth Murphy, Paul Travers et al. Imunobiologia de Janeway — 7.ed. — Porto
Alegre : Artmed, 2010.

Santos LA.a microbiota intestinal e sua relacdo com o sistema imunoldgico .
Revista da Universidade Vale do Rio Verde . 2018, 16.

Edgerton C et al. IL-17 producing CD4p T cells mediate accelerated
ischemia/reperfusion-induced injury in autoimmunity-prone mice. Clin Immunol
2009;130:313.

Deitch EA, Adams C, Lu Q, et al. A time course study of the protective effect of
mesenteric lymph duct ligation on hemorrhagic shock-induced pulmonary injury
and the toxic effects of lymph from shocked rats on endothelial cell monolayer
permeability. Surgery 2001; 129:39.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27169/

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

52

Lima FM et al. Dual Effect of low-level laser therapy (LLLT) on the acute lung
inflammation induced by intestinal ischemia and reperfusion: Action on anti- and
pro-inflammatory cytokines.Lasers Surg Med. 2011 Jul;43(5):410-20.

Sartor RB. Influéncias microbianas no intestino inflamatorio
doengas. Gastroenterology 2008; 134: 577 -594.

Paix@o LA , Castro FFS. A colonizacdo da microbiota intestinal e sua influéncia
na saude do hospedeiro. Ciéncias da Saude, Brasilia. 2016, 14 (1) 85-96.

Bernstein CN et al The Impact of Inflammatory Bowel Disease in Canada 2018:
Extra-intestinal Diseases in IBD. J Can Assoc Gastroenterol. 2019, 2(1):73-80.
Orlando A et al. Implicacdes clinicas da cicatrizacdo da mucosa no manejo de
pacientes com doenga inflamatoria intestinal. Dig Liver Dis 2013; 45 : 986-991.

Annese V et al.Organizagdo Europeia de Crohn e Colite. Europeu consenso
baseado em evidéncias para endoscopia em processos inflamatérios doenca
intestinal. J Crohns Colitis 2013; 7 : 982-1018.

Sobrado CV. Manejo da colite ulcerativa aguda grave: atualizacéo terapéutica.
Arq Bras Cir Dig 2016;29(3):201-205.

Enwemeka CS, Bumah VV, Masson-Meyers DS. Light as a potential treatment
for pandemic coronavirus infections: A perspective. J Photochem Photobiol B.
2020, 207.

Oliveira K.T et al. Conceitos Fundamentais e Aplicac6es de Fotossensibilizadores
do Tipo Porfirinas, Clorinas e Ftalocianinas em Terapias FotOnicas. Revista
Virtual de Quimica 2014; 7: 310-335.

Chen N et al. Epidemiological and clinical characteristics of 99 cases of 2019
novel coronavirus pneumonia in Wuhan, China: a descriptive study. Lancet;2020,
395 (10223):507-513.

Sigman SA, Mokmeli S, Vetrici MA. Adjunct low level laser therapy (LLLT) in
a morbidly obese patient with severe COVID-19 pneumonia: A case report .Can
J Respir Ther. 2020.28;56:52-56.

Andrade FSSD et al.Efeitos da laserterapia de baixa poténcia na cicatrizagdo de
feridas.Rev. Col. Bras. Cir. 2014; 41(2): 129-133.

Gorman S, Weller RB. Investigating the Potential for Ultraviolet Light to
Modulate Morbidity and Mortality From COVID-19: A Narrative Review and
Update. Front Cardiovasc Med. 2020. 7:6.

Surazakov A, Klassen A, Gizinger O. The bioenergetics of COVID-19
immunopathology and the therapeutic potential of biophysical radiances. J
Photochem Photobiol B;2020,213.


https://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt&u=http://refhub.elsevier.com/S0016-5085(14)00220-0/sref1
https://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt&u=http://refhub.elsevier.com/S0016-5085(14)00220-0/sref1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Masson-Meyers+DS&cauthor_id=32388486

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

53

Cardoso Siqueira VP et al. Light-Emitting Diode treatment ameliorates allergic
lung inflammation in experimental model of asthma induced by ovalbumin. J of
Biophotonics 2017, (1) 11.

Liebert A et al."Photobiomics™: Can Light, Including Photobiomodulation,
Alter the Microbiome?. Photobiomodul Photomed Laser Surg.
2019;37(11):681-693. doi:10.1089/photob.2019.4628.

Alves JC, Jorge P, Santos A. The effect of photobiomodulation therapy on the
management of chronic idiopathic large-bowel diarrhea in dogs. Lasers Med Sci.
2022;37(3):2045-2051. doi:10.1007/s10103-021-03469-w.

Laakso EL, Ewais T. A Holistic Perspective on How Photobiomodulation May
Influence Fatigue, Pain, and Depression in Inflammatory Bowel Disease: Beyond
Molecular Mechanisms. Biomedicines. 2023;11(5):1497. Published 2023 May 22.
doi:10.3390/biomedicines11051497.

Ewais T, Begun J, Laakso EL. Protocol for a Single-Arm Feasibility Study of
Photobiomodulation for Fatigue, Depression, and Pain in Inflammatory Bowel
Disease. Biomedicines. 2023;11(8):2179. Published 2023 Aug 2.
doi:10.3390/biomedicines11082179.

Owusu G et al. Acetic acid-induced ulcerative colitis in sprague dawley rats is
suppressed by hydroethanolic extract of cordia vignei leaves through reduced
serum levels of tnf-a and i16. Int J Chronic Dis. 2020:8785497.

Lima WT, Sirois P, Jancar S. Immune-complex alveolitis in the rat: evidence for
platelet activating factor and leukotrienes as mediators of the vascular lesions. Eur
J Pharmacol. 1992;213:63-70.

Costa SAP et al. The analgesic effect of photobiomodulation therapy (830 nm) on
the masticatory muscles: a randomized, double-blind study, Braz. Oral Res.2017,
31: 1-10.

Alghadir A, Omar MT, Al-Askar AB, Al-Muteri NK. Effect of low-level laser
therapy in patients with chronic knee osteoarthritis: a single-blinded randomized
clinical study. Lasers Med Sci. 2014;29(2):749-755.

Jung C, Hugot JP, Barreau Peyer's Patches F. The Immune Sensors of the
Intestine, IntJ Inflam. 2010 (19).

Aleisa AM et al. Pretreatment of Gymnema sylvestre revealed the protection
against acetic acid-induced ulcerative colitis in rats, BMC Complement Altern
Med,10 (2014)14-49.

Silva JGF et al. Effect of systemic photobiomodulation in the course of acute lung
injury in rats, Lasers Med Sci. 36 (5) (2021)965-973.



54

67. Schapochnik A et al. Intravascular laser irradiation of blood (ILIB) used to treat
lung diseases: a short critical review, Lasers Med Sci, 25 (1) (2023)93.

68. BRUNETTI, M. C. Periodontia Médica. Uma abordagem integrada. Sao Paulo:
Editora Senac Sao Paulo, 2004. 633p.

69. VAN VELZEN, S. K., et al. Plaque and Systemic Disease: a Reppraisal of the Focal
Infection Concept. Journal of Clinical Periodontology, v.11, p. 209-220, 1984. apud
BRUNETTI, M.C., 2004.

9 ANEXOS

9.1 Aprovagdo do Comité de Etica
9.2 Check List ARRIVE
9.3 Artigos cientificos



