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RESUMO

A Colite Ulcerativa € uma importante doenca crénica e multifatorial caracterizada
por uma alteracdo da mucosa do célon do intestino. Ela tem um impacto
significativo na qualidade de vida e afeta tanto homens como mulheres. As
respostas inflamatérias sao responsaveis pelo desenvolvimento de diversas
doencas e sao diferentemente moduladas pelos horménios femininos e
masculinos. A Colite Ulcerativa € uma doenga de dificil tratamento com
resultados limitados e efeitos colaterais, sendo assim novas terapias sao
necessarias. A fotobiomodulagdo (FBM) surge como potencial tratamento
modulando o processo inflamatério sem efeitos colaterais. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da FBM na Colite Ulcerativa induzida por acido
acético comparando as respostas entre machos e fémeas. Para tanto, ratos
Wistar machos e fémeas foram submetidos a inducado de Colite Ulcerativa por
administracao retal de acido acético a 10 % e tratados ou ndo com FBM (660
nm, 100 mW, 150s) em trés pontos: lado direito e esquerdo da superficie ventral
€ na regiao anal externa. Investigamos o indice de atividade da doenca (escore
DAl), atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), analise histologica e
liberacdo de citocinas. Nossos resultados mostraram que a FBM reduziu a
atividade da doencga, atividade de MPO e desgranulagdo de mastécitos em
ambos os sexos. Por outro lado, observamos aumento da produgcao de muco
tanto em machos como em fémeas. Além disso, a FBM reduziu o escore
histopatolégico, bem como os niveis de IL-6 e IL-4 no intestino de machos.
Também mostramos niveis reduzidos de IL-1beta e TNF-alfa, apés FBM em
ambos os sexos, enquanto os niveis de IL-10 e IFN-gama estavam aumentados.
Em concluséo, embora nosso estudo tenha identificado algumas diferengas de
respostas entre os géneros, a FBM demonstrou reduzir os biomarcadores da
Colite Ulcerativa em ambos os sexos de forma satisfatoéria, indicando ser uma
possivel opgao de tratamento combinado, acessivel e ndo invasivo.

Palavras-Chave: Colite, Fotobiomodulacdo, Dimorfismo sexual, Citocinas,
Producao de muco, Mastdcitos



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an important chronic and multifactorial disease
characterized by changes in the intestinal colon mucosa. It has a significant
impact on quality of life and affects both men and women. Inflammatory
responses are responsible for the development of several diseases and are
differently modulated by female and male hormones. UC has a difficult treatment
with limited responses and side effects, so new therapies are necessary.
Photobiomodulation (PBM) appears as a potential treatment modulating the
inflammatory process without side effects. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the effects of PBM on acetic acid-induced UC by comparing
responses between males and females. For this, male and female Wistar rats
were subjected to UC induction by rectal administration of 10% acetic acid and
treated or not with PBM (660 nm, 100 mW, 150s) at three points: right and left
side of the ventral surface and in the external anal region. We investigated the
disease activity index (DAl score), myeloperoxidase (MPO) enzyme activity,
histological analysis, and cytokines release. Our results showed that PBM
reduced disease activity index, MPO activity and mast cell degranulation in both
sexes. On the other hand, we observed increased mucus production in both
males and females. Furthermore, PBM reduced the histopathological score as
well as the levels of IL-6 and IL-4 in the intestine of males. We also showed
reduced levels of IL-1beta and TNF-alpha after PBM in both sexes, while levels
of IL-10 and IFN-gamma were increased. In conclusion, although our study
identified some differences in the responses between genders, PBM
demonstrated a satisfactory reduction in UC biomarkers in both sexes, indicating
that it is a possible combined, accessible and non-invasive treatment option.

Key words: Colitis, Photobiomodulation, Sexual dimorphism, Cytokines, Mucous
Production, Mast cells
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1 CONTEXTUALIZAGAO

1.1 Introducgao

A Colite Ulcerativa € uma doenca inflamatoria crénica caracterizada por
inflamagé&o gastrointestinal grave,' faz parte do grupo das doencas inflamatorias
intestinais (Dlls), tendo como principal diagnéstico diferencial a doenga de Crohn
(DC).2

Na DC, as areas gastrointestinais apresentam inflamacéao focal, envolve
camadas mais profundas da mucosa, caracterizados por episodios de diarreia,
alternando com constipacao, apresentam maior risco de perfuragao intestinal,
fistulas e granulomas, na Colite Ulcerativa a inflamacéao gastrointestinal é difusa
e continua, ou seja, sem areas de mucosa normais entre as porgbes afetadas,
atinge as camada mais superficial da mucosa e reto, podendo evoluir com
presenca de ulceragdes, abscessos nas criptas e estenose.’? Ambas, possuem
como caracteristica a recidiva da doencga.?

A Colite Ulcerativa pode ser classificada de acordo com a sua localizacao
no coélon, podendo ser denominada de proctite, quando a doenca € limitada ao
reto, proctossigmoidite, quando afeta até a porcao média do sigmodide, colite
esquerda, quando envolve o célon descendente até o reto, e pancolite, quando
ha o envolvimento de porgdes proximais a flexura esplénica.3#

A causa exata da Colite Ulcerativa ainda ndo é completamente
compreendida, mas acredita-se que seja uma combinacao de fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos.® Pessoas com histérico familiar da doenga tém maior
tendéncia a desenvolvé-la.3* Além disso, estima-se que alguns fatores, como
dieta, estresse, tabagismo e uso de alguns medicamentos, possam desencadear
ou agravar os sintomas da Colite Ulcerativa,’ que conduz a sintomas
debilitantes.®”

Na Colite Ulcerativa ocorre a disfuncao da barreira epitelial, aumento da
permeabilidade intestinal e recrutamento de macréfagos, neutrdfilos e linfécitos.®
Essas células inflamatdrias liberam varias citocinas, incluindo Interleucina 6 (IL-
6), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 1 beta (IL-1beta), Interferon gama (IFN-
gama) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-alfa), que induzem o recrutamento

de células imunes, amplificando a resposta inflamatéria.”® Os mecanismos
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regulatorios envolvem mediadores pro-resolugao enddgenos; no entanto, os
mecanismos anti-inflamatoérios sao insuficientes levando a danos teciduais
crénicos.®

Os principais sinais e sintomas da Colite Ulcerativa sdo diarreia com
sangue, cerca de 90% dos pacientes apresentam hematoquezia (hemorragia
retal), incluindo dor abdominal em célica, tenesmo (sensacao de defecacgao
incompleta), urgéncia evacuatoria e exsudato mucopurulento nas fezes, e perda
pronunciada de peso corporal, decorrente da desarmonia entre as citocinas proé-
inflamatorias e anti-inflamatorias na mucosa afetada.%"

Muitos pacientes permanecem em remissao clinica da doenga por longos
periodos, mas a probabilidade de auséncia de recidiva por dois anos é de apenas
20%. As recidivas geralmente ocorrem na mesma regiao do colon afetado em
outros periodos de agudizagao. Entretanto, cerca de 20% a 50% dos pacientes
podem apresentar extensdo proximal da doenga ao longo do seguimento.’

O diagnéstico da Colite Ulcerativa é feito através de uma combinagao de
exames, como exames de sangue, colonoscopia e biopsia. A colonoscopia
permite visualizar diretamente o célon e o reto, observando as ulceras e a
inflamacg&o.%3 Ja a bidpsia consiste na remogéo de pequenos pedacos de tecido
para analise laboratorial, 0 que ajuda a confirmar o diagndstico e excluir outras
possiveis doencas.?'?

O tratamento da Colite Ulcerativa tem como objetivos induzir a remisséo
da inflamacgao, reduzir os sintomas e prevenir as recaidas. O tratamento pode
variar de acordo com a gravidade da doenca, mas geralmente inclui o uso de
medicamentos como aminosalicilatos, corticosterdides, imunossupressores e
terapias bioldgicas, que buscam modular a resposta imunolégica do organismo,
mas essas terapias normalmente falham.'%'3 Para isso, é necessario propor
novas estratégias terapéuticas a fim de causar remissao mais rapida e também
custos reduzidos.

Em casos mais graves ou resistentes ao tratamento medicamentoso,
pode ser necessario realizar cirurgia para remover o colon e o reto. Essa opgao
€ chamada de colectomia e pode ser curativa para a doencga, mas traz

implicagdes na qualidade de vida e na forma como o paciente evacua.®
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Apesar da ampla gama de medicamentos disponiveis para seu

tratamento, 15-20% dos portadores necessitam de internagdo devido a colite

aguda grave.™

As agudizagbes sdo classificadas em trés categorias, descritas por

Truelove e Witts:1°

Leve: menos de 3 evacuagdes por dia, com ou sem sangue, sem
comprometimento sistémico e com velocidade de sedimentagao globular
normal;

Moderada: mais de 4 evacuagdes por dia com minimo comprometimento
sistémico; e

Grave: mais de 6 evacuagdes por dia com sangue e com evidéncia de
comprometimentos sistémicos, tais como febre, taquicardia, anemia e
velocidade de sedimentagédo globular acima de 30mm/h. Casos com

suspeita de megacdlon téxico também devem ser considerados graves.

O Colégio Americano de Gastroenterologia em suas diretrizes (Clinical

Practice Guidelines - 2010), definiu:'®

Colite fulminante: diarreia (>10 evacuagbes por dia) associado a
sangramentos retais continuos, sinais de toxicidade sistémicos (febre,
taquicardia, hipotensao), anemia que requer transfusdo e dor abdominal
com distensao.

Megacodlon toxico: dor abdominal aguda com inchaco e dilatagdo do célon

> 6 cm na radiografia abdominal simples.

O megacdlon téxico pode se desenvolver na colite aguda grave ou

fulminante e geralmente requer cirurgia de emergéncia, que pode ocorrer em

cerca de 15% dos pacientes; mais comum em casos de colite extensa (doenca

macroscopica proxima ao corno esplénico).'6:17

Recentemente, nosso grupo, Paula-Silva. et al., (2020), demonstrou pela

primeira vez, os efeitos benéficos do tratamento com FBM em modelo

experimental de Colite Ulcerativa em camundongos’. Com base nos resultados
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anteriores, aqui ampliamos os estudos e avaliamos os efeitos da FBM na colite
experimental induzida por acido acético comparando machos e fémeas.
Estudos tém evidenciado diferengas na resposta inflamatéria entre
mulheres e homens.'81? Além disso, foi demonstrado que, independentemente
da idade, taxas de mortalidade mais baixas sao registradas entre as mulheres
devido a cancer, doengas cardiacas ou pneumonia.?®?'22 Qs sistemas
imunoldgico e enddcrino exibem diferengas significativas em relagao ao género,
uma vez que o sistema imunoldgico interage com os hormoénios esterdides
sexuais e, juntos, impactam a etiologia e a patogénese de muitas doencgas
infecciosas.?"23 Assim, estudos que investigam as diferencas tanto na resposta

inflamatdria quanto no tratamento entre homens e mulheres sao relevantes.

1.2 Epidemiologia da Colite Ulcerativa

A epidemiologia da Colite Ulcerativa envolve varios fatores, incluindo a
prevaléncia da doenca, seus padrées de incidéncia e distribuicdo
populacional.'0-24

A prevaléncia da doenga varia em diferentes regides do mundo. Estima-
se que a prevaléncia global seja de cerca de 0,5% a 1% da populagédo, com uma
predominancia maior em paises desenvolvidos, sendo mais comum em areas
urbanas do que em areas rurais. 024

A incidéncia também varia, com taxas mais altas em paises
industrializados.?* A incidéncia anual da doenca é de aproximadamente 10 a 20
casos por 100.000 habitantes,’®?® sendo homens e mulheres igualmente
afetados,® culminando em grande impacto na qualidade de vida do individuo.®

A doenca pode iniciar-se em qualquer idade, mas € mais comum em
adultos jovens, geralmente entre 15 e 30 anos de idade. A incidéncia é
geralmente menor em criangas e idosos. Porém, alguns estudos sugerem uma
distribuicado bimodal de idade, com um possivel segundo pico entre 50 e 80
anos_10,24,25

Existem diferencas na distribuigao racial e étnica da Colite Ulcerativa. Por
exemplo, a doenga é mais comum em pessoas de ascendéncia caucasiana,
especialmente europeus do norte e do leste. Pessoas de ascendéncia africana

e asiatica tendem a ter taxas mais baixas da doenca.?*25
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O Brasil, assim como em outros paises da América Latina, é considerado
uma regido de baixa prevaléncia da doenga quando comparada com paises
como os Estados Unidos, Reino Unido e Australia.?% 27

No entanto, paises em desenvolvimento como a Africa, Asia, América do
Sul evidenciaram um aumento na incidéncia da doencga,'® e entre os anos de
1990 a 2016, observou-se maior prevaléncia nos Estados Unidos e na Europa.
Sendo as principais manifestacbes da doenca as erup¢des inflamatorias na
mucosa intestinal.?* 25

Apesar da doenga se apresentar na literatura com epidemiologia de baixa
mortalidade. No Brasil, descrita com baixa incidéncia e prevaléncia, houve
aumento dos numeros de internagdo hospitalar entre 1986 e 2005.2527 No
entanto, repercutiu com grande impacto na saude publica, em 2017 estima-se
que 1,5 a 2,5 milhdes de pessoas foram afetadas na América do Norte e
Europa.?5 28

O Brasil é o pais mais populoso da América do Sul, com mais de 200
milhdes de habitantes, cujas as origens genéticas variam devido a miscigenagao
de povos ao longo de seus 500 anos de historia. Essa diversidade varia conforme
a regido do pais, sendo o Sul e Sudeste do Brasil com maior prevaléncia da

doenca, decorrente da grande carga genética europeia.?829.30

1.3 Patogenia da Colite Ulcerativa

A patogenia da Colite Ulcerativa ainda ndo €& completamente
compreendida, mas ha varias hipéteses que explicam como a doenga se

desenvolve. Entre as principais hipoteses estao:?3

1. Desregulagao do sistema imunoldgico: Acredita-se que a Colite Ulcerativa
seja uma doenga autoimune, na qual o sistema imunolégico ataca
erroneamente as células saudaveis do revestimento do célon. Isso leva a
inflamagéao crbnica e a formagao de ulceras.

2. Disbiose intestinal: Acredita-se que a disbiose, um desequilibrio da
microbiota intestinal normal, possa contribuir para o desenvolvimento da
Colite Ulcerativa. Alteracbes na composicao e fungdo das bactérias

intestinais podem causar inflamacgao e danos ao revestimento do coélon.
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3. Barreira intestinal comprometida: Uma funcdo de barreira intestinal
comprometida pode permitir que substancias nocivas, como bactérias e
toxinas, atravessem o revestimento do célon e desencadeiam uma
resposta imunoldgica anormal.

4. Fatores genéticos: certos genes podem aumentar a susceptibilidade a
Colite Ulcerativa. No entanto, a doenca nédo é considerada puramente
genética, e é necessario um fator ambiental desencadeante para seu

desenvolvimento.

Dentre essas hipoteses acredita-se que a desregulagdo do sistema
imunoldgico, seja o principal responsavel pela patogenia da Colite Ulcerativa,
decorrente de algum defeito da imunidade inata mediada por polimorfismos
genéticos nos receptores Toll-like (TLR).?3

O envolvimento dos TLRs na apresentagcdo do antigeno dos colondcitos
€ alterado pelo aumento da expressao de TLR2 e TLR4. Sob estas condi¢des, a
ativacdo dos TLRs resulta em uma cascata descompensada de eventos
inflamatdrios, ativando as células dendriticas da mucosa, que estimulam
linfocitos da via T helper tipo 2 (Th2) a produzir auto-anticorpos que reconhecem
antigenos nucleares e podem desencadear respostas autoimunes contra as
células epiteliais do célon.?3

As células Natural Killer (NK) presentes no colon produzem grandes
quantidades de Interleucina 13 (IL-13) e contribuem para a fisiopatologia da
doencga, mediando a citotoxicidade, apoptose e disfungdo da barreira epitelial.?3

A agao autdcrina da IL-13 ativa as células NK, que se expandem criando
um ciclo de retroalimentagao positiva que amplifica os efeitos citotoxicos da IL-
13 sobre os colondcitos. A resposta autoimune e a acdo das células NK contra
os colondcitos rompe a barreira epitelial permitindo o contato direto dos
microorganismos com a camada mucosa do colon, amplificando a resposta
imune via receptores TLRs, principalmente o TLR4, que aumenta o recrutamento
de células efetoras como os neutréfilos, agravando as lesdes e a formacgao de
ulceras no cdélon.?3

O rompimento da barreira epitelial aumenta o contato com os produtos
bacterianos, estimula as células dendriticas e macréfagos, resultando na

producéo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas?3.
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1.4 Citocinas e Inflamacgao Intestinal

Citocinas sao proteinas que tém a funcdo de sinalizagcdo, mediando
fungdes celulares, ocorre em resposta a antigenos, sao secretadas por células
imunoldgicas. Em estudos de Colite Ulcerativa observa-se algumas das citocinas
que desempenham um papel fundamental na regulacéo da resposta inflamatéria

e imunoldgica e séo: 931:32

1. Aumento de citocinas pro-inflamatoérias: Na Colite Ulcerativa, ha um
aumento na produgéao de citocinas inflamatérias, como a IL-1 beta, IL-4,
IL-6 e TNF- alfa. Essas citocinas promovem a inflamag¢do e danos no
revestimento intestinal, como dilatacdo e espessamento das paredes do
célon através de células epiteliais, dano secundario ao aumento do
infiltrado inflamatério, redugdo da producdo de muco e modulagdo de
biomarcadores oxidativos de estresse.

2. Diminuicao de citocinas anti-inflamatérias: Por outro lado, a producao de
citocinas anti-inflamatérias, como a Interleucina 10 (IL-10) e IFN-gama é
reduzida na Colite Ulcerativa. Essas citocinas tém o papel de regular a

resposta inflamatdria e promover a cicatrizagao dos tecidos.

Um dos estudos que demonstram essas citocinas encontra se o estudo
de Paula-Silva., et al. (2020)’, do Departamento de Biofotdnica, da Universidade
Nove de Julho, com o objetivo de investigar a aplicacao da terapia LED em ratos
com colite induzida por sulfato de dextrano soédico, verificou-se que, nas
seguintes condi¢cbes de lesdo tecidual no intestino, os microrganismos s&o
translocados para o intestino, recrutando células inflamatérias para o local da
lesdo. Esse infiltrado inflamatério é caracterizado principalmente por linfécitos T,
macréfagos e neutroéfilos. No estudo foi observado que ndo foram encontradas
diferengas nos niveis do TNF-alfa entre os grupos. Por outro lado, observou altos
niveis de IL-1beta, e IL-4 no tecido intestinal e esse resultado foi reduzido pelo
tratamento de fotobiomodulagdo. Houve reducéo dos niveis IL-10 e o tratamento
de fotobiomodulacdo causou redugdao ainda maior. O tratamento de
fotobiomodulagdo aumentou os niveis de IFN-gama e fator de crescimento

transformador beta (TGF-Beta). O estudo concluiu que o tratamento com LED
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preservou a estrutura celular do colon, reduziu a frequéncia de displasia/edema
e reduziu a infiltracdo inflamatdria e a ulceragdo da mucosa intestinal,
demonstrando um efeito protetor na barreira epitelial. Através de tratamento néo
invasivo e de baixo custo.

O estudo de Gheibi., et al (2018)%? investigou os impactos sinérgicos do
extrato aquoso do fruto da jujuba em combinagdo com a administracdo de
Mesalazina e Asacol na melhora do modelo animal de Colite Ulcerativa. Os
achados indicaram um aumento significativo dos niveis de mieloperoxidase,
oxido nitrico, IL-6 e TNF-alfa no tecido do célon e dano patolégico do grupo
controle positivo comparado com o grupo controle negativo.

No estudo de Pullmann., et al. (1992)3 4 pacientes com Colite Ulcerativa,
obtiveram aumento da expressao de IL-1 beta na mucosa colbnica.

No estudo de Gross., et al. (1992)% foi menor a produgdo de IL-6 em
pacientes com Colite Ulcerativa quando comparado aos pacientes com DC

(foram estudados 70 pacientes com DC e 23 com Colite Ulcerativa).

1.5 Mieloperoxidase na Infecgao Intestinal

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima granulocitica que desempenha um
papel importante no sistema imunoldgico.3 Ela é produzida principalmente por
células brancas do sangue, os neutrdfilos, que sao células imunes que
desempenham um papel fundamental na resposta inflamatdria, mas também por
outros tipos de células inflamatérias, como mondcitos e macréfagos.®’

A sua principal funcao € a geracao bactericida de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como hipoclorito de sddio, a partir da reagéo entre o perdxido
de hidrogénio (H202) e o cloreto (CI-), que sdo altamente toxicas para bactérias
e outros patdgenos.36:37

A MPO também esta envolvida na modulagao da resposta imunoldégica e
na regulacao da inflamacgao. Ela pode causar danos ao tecido, contribuindo para
o desenvolvimento das doencgas inflamatérias crénicas, como é o caso da Colite
Ulcerativa, mas também pode ter um efeito protetor combatendo e eliminando
os patdégenos, dependendo do equilibrio entre sua produgdo e a sua

atividade.36:37
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A MPO tem sido implicada na inflamagéo intestinal, os neutrofilos séo
recrutados para o local da lesdo ou infeccdo. Uma vez no local, eles liberam
MPO em grandes quantidades, gerando EROS e causando danos oxidativos nas
células intestinais e dano tecidual, alteragdo da permeabilidade intestinal e
aumento da resposta inflamatoéria.?33” Estudos mostraram que a atividade da
mieloperoxidase esta aumentada em pacientes com Colite Ulcerativa.’-36

Dessa forma, a MPO desempenha um papel importante na inflamagao

intestinal, contribuindo para a progresséo e a gravidade das Dlls.36

Figura 1. Representacao da estrutura tridimensional da enzima
mieloperoxidase (MPO)
Fonte: Pereira de Jesus. et al., 202237

1.6 Dimorfismo Sexual e Respostas fisiolégicas

Parte-se da hipdtese de que o sistema imunoldgico e enddcrino exibe
diferencas significativas em relacéo ao sexo, uma vez que o sistema imunolégico
interage com os horménios esteroides sexuais e, juntos, impactam na etiologia
e patogenia de muitas doengas infecciosas®.

Estudos sugeriram diferengas na resposta inflamatéria entre mulheres e
homens 819 Além disso, foi demonstrado que, independentemente da idade,
taxas de mortalidade mais baixas sado registradas entre mulheres devido a
cancer, doencas cardiacas ou pneumonia 38.

Na doenga inflamatodria intestinal (DIlI) ndo existe um dimorfismo sexual

especifico associado a Colite Ulcerativa. Isso significa que a doenga ocorre
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igualmente em homens e mulheres, sem nenhuma diferenga na incidéncia ou
gravidade entre os sexos.39:40.41

Em relacdo aos hormdnios esterdides sexuais, sdo mencionados os
efeitos do estradiol e da testosterona no organismo, por atuarem de maneira
oposta sobre as células do sistema imunoldgico adaptativo e inato. Nesse
sentido, as evidéncias apontam que o estrogénio, presente abundantemente no
sexo feminino, estimula o sistema imunoldgico, enquanto a progesterona e a
testosterona exercem principalmente papel imunossupressor, deprimindo o
sistema imunoldgico.4243

Assim, associou-se 0 sexo masculino a uma maior prevaléncia de
infeccao por Helicobacterpylori tanto na faixa etaria pediatrica quanto adulta. De
igual modo, correlacionou-se o sexo masculino ao elevado risco de sepse em
relagdo as mulheres. Em um estudo experimental com animais, a colonizagao
de Campylobacter jejuni apresentou-se maior em machos do que em fémeas.
Justifica-se tais achados na hipétese de que as acbes da testosterona
acontecem sobretudo do seu efeito depressor do sistema imune, com o potencial
de favorecer uma resposta imunoldgica “amortecida” a infecgdo e vacinagdo em
homens, por exemplo.*4

Quanto ao efeito geral do estrogénio parece depender de fatores como
forma, concentragdo (niveis fisiologicos versus suprafisiolégicos e niveis
relacionados com a gravidez), tipo de célula, sexo e as vias de sinalizagado do
receptor. Descreve-se uma complexidade referente a variagdbes hormonais no
decorrer do ciclo da vida da mulher, com pico de estrogeno sérico durante a fase
ovulatéria e pico de progesterona sérica durante a fase Iutea. Entretanto, no
geral, os baixos niveis de estrogénio fisiolégico potencializam a capacidade proé-
inflamatéria de macréfagos e mondcitos humanos, enquanto os niveis de
estrogénio supra fisioldgicos observados no final do processo gestacional,
suprimem essa capacidade pro-inflamatdria.*?

Constatou-se que o sistema imunolégico materno aumenta fatores
inflamatérios com o avangar do processo gestacional. Dessa forma, as
adaptagdes imunoldgicas associadas a gravidez comprometem a imunidade e a
autoimunidade maternas, tornando as gestantes suscetiveis a infec¢des graves
por diversos microrganismos. No que concerne ao efeito da progesterona sobre

as ceélulas imunes inatas, demonstrou-se uma dependéncia da sua



25

concentragdo. Por conseguinte, doses muito baixas de progesterona parecem
elevar a atividade de IL-1, enquanto doses muito altas parecem reduzir a
atividade de IL-1 em mondcitos. Logo, concluiu-se que os efeitos supressores da
progesterona da imunidade inata, que possivelmente influencia a resposta a
infeccdo, apresenta uma maior incidéncia durante estados fisioldgicos, incluindo
a fase lutea do ciclo menstrual ou gravidez.*?

Ja no periodo da menopausa, ocorre a cessagao da producao de estradiol
nos ovarios e a progesterona sera sintetizada somente a niveis basais, do
mesmo modo que havera uma elevagao do Horménio Foliculo Estimulante (FSH)
e do Hormoénio Luteinizante (LH). Tais mudancgas se refletem diretamente no
sistema imune feminino, pois havera redugdo das células protetoras como
linfécitos (B, T CD4+) e as mulheres, de certa forma, perdem sua “vantagem
imunoldgica” apds a menopausa.*

Sob estresse, os coracdes das mulheres na pré-menopausa desenvolvem
menos inflamagao, resultando em menos fibrose, do que os coragdes dos
homens. Essa diferenga é parcialmente impulsionada pelos hormdnios sexuais,
pois os estrogénios produzem agdes anti-inflamatoérias nas células endoteliais e
imunes e promovem efeitos cardioprotetores em mulheres na pré-menopausa.
Essa protecdo pode desaparecer apds a menopausa. Por outro lado, a
testosterona induz uma remodelagéo cardiaca adversa no coragdo masculino.46

Além da influéncia dos hormbnios sexuais, observou-se uma possivel
influéncia dos cromossomos sexuais no que se refere a expressao da resposta
inflamatdria, uma vez que cromossomo X expressa genes relacionados nos
processos imunoldgicos, enquanto o cromossomo Y, presente exclusivamente
no sexo masculino, codifica genes da via inflamatdria.*?

Parte-se do pressuposto de que o sexo feminino possui dois
cromossomos X (genodtipo XX) no seu caridtipo € o sexo masculino somente um
cromossomo X unido a um cromossomo Y (gendtipo XY), denotando, portanto,
uma vantagem das mulheres ao carregarem o cromossomo X em dobro, haja
vista relacionar-se com a expressdao de genes relevantes em processos
imunologicos, como receptores de TLR, receptores de citocinas, fatores
regulatorios de transcricdo e tradugdo, assim como genes envolvidos na
atividade das células de protecdo imunologica T e B. Ao mesmo tempo, o

cromossomo Y, que €& expresso exclusivamente em homens, encontra-se
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implicado com a codificacdo de genes da via inflamatéria, ou seja, além de
perderem a dupla protecdo do cromossomo X, ainda carregam genes do
cromossomo Y que ativam de modo mais intenso a via inflamatéria no
organismo.4447

Devido ao fato do cromossomo X conter uma maior concentracao de
genes relacionados a fungao imunoldgica, acredita-se que isso desempenhe um
papel nas taxas elevadas de disturbios autoimunes entre as mulheres em
comparagéo com os homens. 4248

Outro estudo observou que o tipo de microrganismo causador da infecgao,
como, por exemplo, virus versus bactérias, pode influenciar a suscetibilidade
especifica do sexo a infecgao. Por exemplo, enquanto os machos tendem a ser
mais suscetiveis a infecgdo bacteriana, as fémeas podem apresentar maior
resposta inflamatoria a infecgao viral. Uma das descobertas mais consistentes é
que as mulheres tém niveis mais altos de proteina C reativa em comparacéao
com os homens, enquanto, em resposta a infeccdo bacteriana, os homens
podem expressar niveis mais elevados de IL-6 em comparagdo com as
mulheres.*®

Pesquisas mostram que camundongos fémeas sao mais resistentes a
lesbes do que camundongos machos.**% Ratos fémeas foram documentados
por Ba et al.>" como relativamente resistentes a danos nos 6rgaos causados por
choque hemorragico. Além disso, apds o choque hemorragico, o fluxo sanguineo
na microcirculagao intestinal € melhor preservado nas mulheres do que nos
homens. Deitch et al.%? usando um modelo de lesdo intestinal em roedores,
demonstrou que o intestino de fémeas é mais resistente aos efeitos deletérios
da lesao isquémica do que o intestino dos machos.

Considerando o exposto, estudos que visem investigar o dimorfismo
sexual em relacdo as respostas fisioldgicas, inflamatérias bem como aos

tratamentos sao relevantes.
1.7 Fotobiomodulagao
Em 1967, o Dr. Endre Mester foi o primeiro cientista a descobrir que um

laser de baixa poténcia tinha um efeito estimulante no crescimento de pelos em

camundongos. Desde ent&o, o laser de baixa intensidade do inglés “low-level
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laser” (LLL) tem sido aplicado para uma variedade de condi¢des e para aumentar
a funcado fisioldgica em humanos e animais. Na ultima década, o termo
fotobiomodulagcédo (do inglés “photobiomodulation” - FBM) substituiu o antigo
LLL, sendo introduzido como descrito no PUBMED no ano de 2015.535

Posteriormente, a “North American Association for Light Therapy”
(NAALT) e a “World Association for Laser Therapy” (WALT) definiram a terapia
de fotobiomodulag¢ao (FBM) como uma forma de terapia de luz que utiliza formas
nao ionizantes de fontes de luz, incluindo diodo laser (“laser diodes” - LD), diodo
emissor de luz (“light-emitting diodes” - LEDs) e luzes de banda larga, no
espectro visivel e infravermelho, com o potencial de provocar um processo nao
térmico pelo qual cromoforos enddgenos provocam eventos fotofisicos e
fotoquimicos em diversos niveis bioldgicos. Esse processo resulta em resultados
terapéuticos positivos, incluindo a estimulagdo da regeneragédo tecidual e
cicatrizacdo de feridas, reducdo da inflamacdo e da dor e
imunomodulag&o.5%:56.57

Os complexos mecanismos responsaveis pelos efeitos clinicos da FBM
ainda nao foram completamente esclarecidos. Existem evidéncias consistentes
da modulagao da dor por intermédio de mecanismos que envolvem a regulagéo
dos niveis de marcadores bioquimicos, o controle da atividade de neutrdfilos e a
atenuacao do estresse oxidativo.%”:58

Na terapia por FBM a interacdo de luzes garante penetracdo no tecido
com condicbes nao-destrutivas e acado térmica desprezivel, com inducdo de
reacdes fotoquimicas, provocando a modulagdo de diversos processos
celulares. Os comprimentos de onda provocam alteragdes na bioquimica celular,
mas conservando sua estrutura atdmica. Logo, quando irradiada sobre o tecido
biolégico, a luz produz efeitos denominados biopositivos, sendo absorvida na
mitocdndria e a energia do féton transferida para a célula, cujo uso ocorre na
cadeia respiratoria, subsidiando na remoc¢ao de radicais livres intracelulares e
aumentando a sintese de Adenosina Trifosfato (ATP).5°

A energia extra obtida com a aplicagdo da luz faz com que o organismo
deixe a sua condicido de estresse oxidativo e retome sua homeostase habitual.
O mecanismo de acao permite direcionar a diferenciacdo das células, estimular
sua sobrevivéncia e ativar o metabolismo. De igual modo, outras vias podem ter

sua ativagao potencializada apods a irradiacao pela influéncia da luz nos canais
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idnicos, manejo do estresse oxidativo, liberagado de oxido nitrico, sinalizagdo em
ions de calcio, sinalizacdo anti-inflamatdria, estimulo a proliferagdo celular e
proteinas antiapoptéticas, o que justifica os efeitos terapéuticos de analgesia,
modulagdo de inflamacdo, reparacdo tecidual e melhora do desempenho
muscular.6061

Assim sendo, demonstrou-se que dentre os mecanismos de agao da FBM
sobre os tecidos biolégicos estao relacionados a absorgéo de luz por cromaoforos
nas células, como o citocromo C oxidase (Cox) proposto como o principal agente
absorvedor da luz. A enzima Cox, unidade IV na cadeia respiratoria mitocondrial,
desencadeia uma diversidade de efeitos apds a absor¢do da luz. Entre estes
efeitos, destaca-se o aumento da sintese de ATP e modulagdes nas taxas de
sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA), que
por sua vez afetam a proliferagdo celular e expressao génica relacionadas a
varias vias celulares, como mitose, apoptose, inflamacdo e metabolismo da
energia mitocondrial, o que pode estar relacionado aos efeitos positivos
observados no tratamento e prevengéo de varios agravos.>°

Os diferentes comprimentos de onda da luz tém distintos graus de
absorcao, espalhamento e reflexdo por meios bioldgicos e tecidos. Geralmente,
os tecidos biolégicos contém uma variedade de cromoforos, como agua, oxi-
hemoglobina (HbO2), desoxi-hemoglobina (Hb), mioglobina, melanina,
citocromos e flavinas. As moléculas de agua absorvem significativamente a
energia luminosa em comprimentos de onda superiores a 970 nm, enquanto os
comprimentos de onda inferiores a 600 nm sao absorvidos por flavinas,
hemoglobina e melanina. Por conseguinte, existe uma janela 6ptica para a FBM
na faixa do espectro vermelho e da luz infravermelha e a eficacia terapéutica
dessa faixa de comprimento de onda foi determinada em varios estudos. Os
mecanismos subjacentes a interagao entre luz e tecido sdo muito complexos
devido aos varios componentes cromoforos presentes no interior das células.
Agora estd claro que a excitagdo da Cox mitocondrial serve como um
fotorreceptor primario na regido vermelha para a luz infravermelha e
provavelmente desempenha um papel essencial no mecanismo de acao da
terapia FBM.57.61.62

A Cox é a enzima terminal na transferéncia de elétrons mitocondrial e

consiste em treze subunidades proteicas contendo dois centros heme (Heme a
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e Heme a 3), bem como dois centros de cobre (Cu A e Cu B). Essa enzima
transfere elétrons do citocromo C para O 2 via Cu A e do heme a para o heme a
3/Cu B centro binuclear. O Cox tem picos de absor¢do no vermelho (Heme a,
605 nm; Cu A reduzido, 620 nm; heme a 3 /Cu B, 655 nm; Cu B oxidado, 680
nm) e nas regides espectrais da luz infravermelha (Cu B reduzido, 760 nm; Cu A
oxidado, 825 nm). Quando a luz incide sobre a Cox, a energia dos fétons é
absorvida pelos seus varios centros metalicos e seus elétrons sao excitados do
estado fundamental para os estados excitados superiores.57:63.64

Propbe-se que na FBM o espectro vermelho e luz infravermelha causem
fotodissociacdo do 6xido nitrico (NO) do centro binuclear (a 3 /Cu B) do Cox.
Como se sabe que o NO inibe o transporte de elétrons na cadeia de transporte
de elétrons (ETC), a dissociacdo do NO pode aumentar o potencial de membrana
mitocondrial (MMP), aumentar o consumo de oxigénio e, consequentemente, o
gradiente de proétons, levando a um aumento na producdo de ATP. Esses
eventos sdo seguidos pela producgao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
liberagao de calcio como segundos mensageiros versateis, por sua vez levando
a ativacao de fatores de transcricdo e mediadores de sinalizagao, como o fator
nuclear Kappa B (NF-kB) e resultando em efeitos duradouros nas células.%7:6566

Outros mecanismos importantes que foram propostos para desempenhar
um papel nas aplicagbes de FBM incluem a ativagao foto-oxidativa do fator de
crescimento transformador extracelular latente-beta (TGF-beta), e a ativacao de
canais ibnicos de calcio dependendo das proteinas cromoéforas, opsina-3 e
opsina-4.57.68

Do exposto, constata-se que FBM ativa cromoforos endogenos,
promovendo efeitos fotofisicos e fotoquimicos que atuam modulando diversas
vias bioldgicas relevantes clinicamente. A energia absorvida pelos tecidos
através da FBM estimula processos teciduais de forma fisiolégica, modulando a
inflamag&o.%”

Considerando o exposto, estudos tém sido conduzidos utilizando a FBM
para o tratamento de diversas doencgas inflamatdrias, incluindo as Dlls. O
tratamento com LED (940 nm, 4 J/cm? 9,5mW) aplicado sobre o coélon de
camundongos submetidos a colite experimental induzida por acido acético
mostrou por meio de dados macroscopicos, microscoépicos e moleculares que o

tratamento protege o tecido das lesdes decorrentes da instilagdo de acido
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acético, uma vez que conteve o edema local, reduziu o escore médio de lesao
macroscopica, retomando o tempo de transito intestinal normal. Além disso, a
terapia foi efetiva na contengdo da desgranulagao de neutréfilos, uma vez que
houve uma menor concentragdo de MPO e também reduziu a produgéao de IL-1-
beta, TNF-alfa, e IL-6.5

Outro estudo usando sulfato de sédio dextrano (DSS) como agente
indutor de colite experimental mostrou que o tratamento com LED (660 nm 100
mW 5 J/cm2) diminuiu a displasia/edema de criptas, infiltrados inflamatorios e
ulceras e apoptose. Ainda, aumentou a proliferacdo de células de criptas e
induziu a expressao da anexina A1 no epitélio danificado, preservou a
organizacao da claudina-1 e desviou o perfil das citocinas para um estado mais
anti-inflamatério.”

Estudos realizados por Zigmond et al.”® demonstraram que o tratamento
de animais submetidos a colite induzida por DSS com uso de Laser em diferentes
comprimentos de onda e doses de energia, melhoraram significativamente os
sintomas clinicos e a resposta inflamatadria intestinal.

Ao decorrer dos anos, a FBM surge como uma terapia alternativa,
apresentando bons resultados para diversas doengas com carater inflamatério,
incluindo as Dlls, como a Colite Ulcerativa. Dentre as terapias usadas para
patologias que acometem o intestino, o laser de baixa poténcia (LBP) tem se
destacado devido suas agdes anti-inflamatodrias e antioxidantes, ao baixo custo
e a auséncia de efeitos colaterais. Outra promissora terapia que tem sido
estudada nos ultimos anos é a LED terapia’, apresenta diferenciagdo, ausente
de coeréncia e colimagio.%®

Varios modelos experimentais de DIl vém sendo propostos visando
elucidar nao apenas os mecanismos envolvidos na patogénese destas doencgas,
mas também a eficacia de novas propostas terapéuticas.

Embora os modelos ndo reproduzam de forma fidedigna a doenga em
humanos, sao considerados relevantes para o estudo de muitos aspectos
importantes destas condigbes. Os modelos mais comumente utilizados sdo os
induzidos pela administragdo de um agente quimico exdgeno, como acido
trinitrobenzodico (TNBS), sulfato sodico de dextrana (DSS) e o acido acético. A
administracao do acido acético pela via retal tem o potencial de induzir colite de

forma aguda e limitada a porgao distal do célon em virtude do dano epitelial
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decorrente do seu carater acido. Além das alteragdes na porg¢ao distal, também
sao observadas alteragbes motoras nas porgdes superiores do trato
gastrointestinal na vigéncia da inflamagao crénica. O modelo de indugao de colite
empregando-se o acido acético vem sendo aplicado para a avaliagdo de
tratamentos farmacolégicos, por caracterizar os episédios de recidiva de forma

tipica 427" e foi o modelo utilizado no presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o papel da FBM no curso da inflamagéao intestinal comparando as

respostas entre machos e fémeas.

2.2 Especificos

e Avaliar a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios (IL-6; IL-4; IL -1 beta;
TNF-alpha) e anti-inflamatdrios (IL-10; IFN-gamma).

e Avaliar a desgranulagao mastocitaria;

e Avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase intestinal;

e Avaliar as alteragdes morfofuncionais por histologia.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e aprovado sob numero 1437200522
em 21/06/22 (Anexo 1).

Diante desta aprovacgéo, desenvolvemos o estudo experimental com o
intuito de atender as Normas Eticas para Experimentacdo Animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCALCOBEA) e a
legislacao nacional atual sobre Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais
(Lei Federal n° 11.794, de 9 de outubro de 2008). Ainda, utilizamos o manual
para estudos em experimentagao animal confeccionado pelo Programa de Pds-
Graduacao em Medicina-Biofoténica (PPG em Medicina-Biofoténica) da Uninove
de acordo com Diretrizes ARRIVE (Anexo 2). E publicamos o estudo na Lasers
In Medical Science (Anexo 3), conforme protocolo do PPG em Medicina-

Biofotbnica da Uninove.

3.1 Animais

Foram utilizados 36 (trinta e seis) ratos Wistar adultos da espécie Rattus
norvegicus, saudaveis, sendo 18 machos e 18 fémeas, com aproximadamente
180-200 gramas, provenientes do Biotério de criacdo da Universidade Nove de
Julho. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, com
umidade (50%-60%), temperatura controlada (21 + 2 °C) e com livre acesso a
racao e agua.

Os ratos foram separados aleatoriamente, sem randomizagdo, sem
cegamento por parte do operador em seis grupos experimentais, todos no

mesmo dia e n&o tivemos perdas de nenhum animal durante os experimentos:

Grupo Basal Macho: ratos macho controle, ndo manipulados (n=6)

Grupo Colite Macho: ratos machos induzidos a colite (n=6)

Grupo Colite + FBM Macho: ratos machos induzidos a colite e tratados com
FBM (n=6)

Grupo Basal Fémea: ratas fémeas controle, ndo manipuladas (n=6)
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Grupo Colite Fémea: ratas fémeas induzidas a colite (n=6)
Grupo Colite + FBM Fémea: ratas fémeas induzidas a colite e tratadas com
FBM (n=6)

Total de Ratos

Wistar Macho Wistar Fémea

18 18

Basal Colite Colite+FEM Basal Colite Colite+FBM
6 6 G 6 6 ]

Figura 2. Grupo de ratos machos e fémeas submetidos a colite

experimental

Fonte: grupo de estudos.

3.2 Indugéo da Colite experimental

A colite experimental foi induzida de acordo com o método previamente
estabelecido por Owusu et al.,20207? e modificada pelo nosso grupo de estudo.
Para tanto, os animais foram contidos manualmente e envolto por um tecido
macio, uma sonda de latex maleavel, calibre 6 french, ponta arredondada e
lubrificada com vaselina foi inserida (~6 cm) no reto de cada rato, e em seguida
foi injetado gradualmente, com o auxilio de uma seringa 1 ml de solugéo de acido
acético a 10% (v/v). Antes da retirada da sonda, foi injetado 1 ml de ar para
assegurar a distribuicdo do acido através do cdlon, seguida de sua remogéo
suavemente para evitar qualquer sofrimento fisico, e os ratos foram mantidos
inclinados a 30° em relagdo ao solo, por 30s para que fosse evitado o

extravasamento do produto.
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Figura 3. Modelo de colite experimental induzido por acido acético a 10%

Fonte: Melo et al. (2021)72 e adaptado pelo autor.
3.3 Tratamento com LED

O tratamento com FBM foi realizado com o equipamento de luz de LED
(light emitting-diode) da BIOLAMBDA — BLACKBOX MINI, Sao Paulo, Brasil.
Para tanto, 72 horas apo6s a indugao 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. Os
parametros de irradiacdo de LED foram baseados em estudos anteriores’ e

encontram-se descritos na tabela 1.

I
I
Dias 1 2 3 4 5 6 7

I —1 I
Inducio da Colite Tratamento FBM Eutanasia

Figura 4. Delineamento do estudo. Dia 1 indugao da colite experimental, dias
4, 5 e 6 tratamento com FBM e dia 7 eutanasia.

Fonte: grupo de estudos.
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Tabela 1: Parametros dosimétricos da FBM

Poténcia 100 mW
Area do Feixe 2,8 cm?
Modo Continuo (CW)
Comprimento de onda 660 £ 10nm
Energia 15J
Densidade de Energia 5,35 J/cm
Irradidncia 33,3 mW/cm?2
Tempo de exposig¢ao por ponto 150 s
NUmero de pontos de irradiagao 3

Numero de Tratamentos

3 dias consecutivos/ 1 vez ao dia

3.4 Determinacgao do indice de atividade da doencga (escore DAI)

A pontuacao do indice de atividade da doencga (escore DAI) foi avaliada

apods 5 dias de inducéo da colite e os parametros avaliados seguem abaixo na

tabela 2.

Tabela 2: Pontuagao do indice de atividade da doen¢a (escore DAI)
Pontuacao Consisténcia das fezes Sangue nas fezes
0 Normal Negativo
1 Umida e Pegajosa Marrom Avermelhada
2 Amolecida Sangramento Visivel
3 Diarreia Sangramento Retal
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3.5 Determinacao da atividade da mieloperoxidase intestinal

Apods 24h da ultima irradiacao foi realizada a eutanasia para coleta dos
tecidos. Os ratos foram eutanasiados por seccdo da aorta abdominal sob
anestesia profunda com os anestésicos Cetamina (100 mg/kg, Dopalen®, Ceva
Saude Aninal Ltda., Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Xilazina (20
mg/kg, Xilazin®, Syntec do Brasil Ltda. Cotia, Sdo Paulo, Brasil) por via
intraperitoneal e a seguir o intestino foi removido. A atividade da MPO foi
quantificada para determinar a inflamagéao intestinal. Fragmentos do célon médio
foram homogeneizados em tampao 5% EDTA/NaCl (pH 4,7) e centrifugados a
10.000 rpm a 4 °C por 15 min. A atividade da MPO foi analisada por sua
capacidade de catalisar a oxidacdo da o-dianisidina na presenca de peroxido de
hidrogénio. Amostras (50 ul) foram incubadas por 15 min com H202 (0,1%)
(Labsynth) e o-dianisidina (1%) (Labsynth); a reacao foi parada pela adi¢cao de
1% de NaN3 (Labsynth). A absorbéancia foi determinada a 450nm usando um
leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). Os resultados
foram expressos como média + S.E.M. da densidade éptica (D.O.) corrigida pelo

peso de cada amostra (D.O./mg).

3.6 Analise Histologica

Apos a eutanasia, como descrito no toépico anterior, o intestino foi
removido. As amostras foram imersas em solugdo de paraformaldeido
tamponado a 4% e transportadas para o laboratério de histologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB). As amostras conservadas no
fixador por 24 h foram desidratadas em solugdes com concentracido crescente
de etanol, clarificadas em xilol e embebidas em parafina. Em seguida, as
amostras de parafina foram seccionadas (3 pm), utilizando o micrétomo
RM2125RT (Leica, EUA). Os cortes foram colocados em laminas histoldgicas e,
apos desparafinizacdo e reidratacdo, corados com hematoxilina-eosina para
analise histopatoldgica, acido periddico de Schiff (PAS) para analise de mucosa
e azul de toluidina para analise de mastocitos. As laminas foram analisadas
usando o microscopio AxioScope A1 (Carl Zeiss, GR) e analisadas usando o
Software Zen (Carl Zeiss, GR).
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As anadlises histopatologicas foram realizadas pela pontuagdo O:
equivalente a nenhum dano; 1: lesao focal da mucosa; 2: lesdo da mucosa e foco
de infiltrado leucocitario; 3: lesdo grave da mucosa e foco de infiltrado
leucocitario; 4: destruicdo da estrutura da mucosa e intenso infiltrado
leucocitario.

Para andlise de mucosa pelo PAS, foram consideradas as seguintes
classificagdes de pontuacgao 0: ausente; 1: fraco; 2: mediana; 3: intenso; 4: muito

intenso.

3.7 Quantificagao de citocinas por ELISA

As citocinas (IL-4, IL-6, IL-1beta, TNF-alfa, IL-10 e IFN-gama) foram
mensuradas nos homogenatos intestinais. Os niveis de citocinas foram
determinados por ELISA, de acordo com as instru¢gdes do fabricante (BD®

Biosciences, New Jersey, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.8 Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov mostrou que os dados obtidos foram
paramétricos (p>0,05). Os dados foram expressos como média + SEM, e as
comparagdes entre os grupos experimentais foram analisadas por ANOVA one-
way seguido pelo teste de Student Newman-Keuls para comparagdes multiplas
usando o software GraphPad prism V.5. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 A fotobiomodulagao reduz o indice da atividade da doenca e a atividade

da mieloperoxidase em modelo experimental de colite em machos e fémeas

A Figura 5, painel A, ilustra o indice da atividade da doencga (escore DAI)
elevada em ambos os grupos de colite de machos e de fémeas quando
comparados aos grupos basais. Por outro lado, mostramos que o tratamento
com FBM reduziu significativamente a pontuacédo do indice da atividade da
doenca em ambos os grupos de colite de fémeas e de machos de forma
semelhante quando comparado ao grupo nao tratado.

No painel B podemos ver a atividade do MPO. Os resultados mostraram
aumento da atividade de MPO em ambos os grupos de colite machos e fémeas
quando comparados aos grupos basais. Também observamos que a FBM
reduziu significativamente a atividade de MPO nos grupos de colite fémea e de
machos quando comparados aos grupos sem tratamento. Assim, ndo vimos

diferengas nas respostas entre machos e fémeas.
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Figura 5: A fotobiomodulagao reduz o indice da atividade da doenga (painel
A) e a atividade da mieloperoxidase em modelo experimental de colite em
machos e fémeas (painel B). Os dados representam a média £ de 6 animais. *
P <0,05 comparado ao grupo basal; 8 P <0,05 em comparagdo com 0 grupo
colite (ANOVA de uma via).

4.2 A fotobiomodulagdo reduz o escore histopatolégico de forma

diferenciada em modelo experimental de colite em machos e fémeas

A Figura 6 mostra na analise histopatolégica do intestino que o grupo
basal de ambos os sexos apresentou estruturas da mucosa, submucosa e
musculatura em condigées normais (Painéis A, D e G). Apds a indugao da colite,
os grupos de fémeas e machos apresentaram migragao de células inflamatérias
para a mucosa e regido submucosa de forma semelhante quando comparados
ao grupo basal (Painéis B, E, G). Por outro lado, apds o tratamento com FBM
observamos redugcdo na migragdo de células inflamatdrias tanto em fémeas
quanto em machos quando comparados aos grupos nao tratados. Porém, a
reducao foi mais acentuada no grupo de machos quando comparada ao grupo

de fémeas (Painéis C, F, G).
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Figura 6: A fotobiomodulagao reduz o escore histopatolégico de forma
diferenciada em modelo experimental de colite em machos e fémeas. Os
dados representam a média * de 6 animais. * P <0,05 comparado ao grupo basal;
8 P <0,05 em comparagao com o grupo colite (ANOVA de uma via).
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4.3 A fotobiomodulagao aumenta a producao de muco de forma semelhante

em machos e fémeas

A Figura 7 mostra a produgdo de muco pelas células caliciformes do
intestino. Podemos observar uma elevada produgé&o de muco do grupo basal de
fémeas quando comparado ao grupo basal de machos (Painéis A, D e G).
Também observamos produgdo reduzida de muco no grupo de fémeas,
enquanto nenhuma alterag&o no grupo de machos foi observada apés a indugéo
da colite quando comparada aos grupos basais (Painéis B, E, G). Por outro lado,
apos o tratamento com FBM, mostramos produgéo de muco elevada nos grupos
de fémeas e machos quando comparados aos grupos néo tratados (C, F, G).
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Figura 7: A fotobiomodulagdao aumenta a produgcdao de muco de forma
semelhante em machos e fémeas. Os dados representam a média + de 6
animais. * P <0,05 comparado ao grupo basal; 6 P <0,05 em comparagao com o
grupo colite (ANOVA de uma via).

4.4 A fotobiomodulagao diminui a desgranulagao de mastécitos de maneira

diferenciada em machos e fémeas

A Figura 8 mostrou mastdcitos intactos nos grupo basal de fémeas e
machos (Painéis A, D e G). Também mostramos que a colite induziu a ativagao
de mastdcitos com granulos de extrusdao nos grupos de fémeas e machos de
maneira semelhante quando comparados aos grupos basais (Painéis B, E G).
Por outro lado, ap6s o tratamento com FBM, os grupos de colite fémeas e
machos mostraram mastdcitos intactos quando comparados aos grupos nao
tratados. Mas, a redugédo do grupo de fémeas foi mais proeminente do que o

grupo de machos (Painéis C, F, G).
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Figura 8: A fotobiomodulagao diminui a desgranulagdo de mastécitos de
maneira diferenciada em machos e fémeas. Os dados representam a média
* de 6 animais. * P <0,05 comparado ao grupo basal; 8 P <0,05 em comparagéao
com o grupo colite (ANOVA de uma via).
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4.5 A fotobiomodulagao modula IL-4, TNF-alfa, IL-1 e IFN-gama de forma

semelhante em machos e fémeas

A Figura 9, Painel A mostra que a colite aumentou os niveis de IL-6 no
grupo de machos enquanto ndo alterou no grupo de fémeas quando comparado
aos grupos basais. Mostramos niveis reduzidos de IL-6 apds colite no grupo de
fémeas quando comparado ao grupo de machos. Podemos observar que o
tratamento com FBM no grupo de machos reduziu a IL-6, enquanto no grupo de
fémeas n&o houve alteragdo quando comparado aos grupos nao tratados.

No painel B podemos observar que a colite aumentou os niveis de IL-4
nos grupos de machos e fémeas quando comparados aos grupos basais. Mas,
no grupo das fémeas, esse aumento foi menor do que no grupo de machos. Por
outro lado, notamos que a FBM reduziu a IL-4 no grupo de colite machos,
enquanto no grupo de fémeas nido houve alteragdo quando comparado aos
grupos nao tratados.

Nos painéis C e D, mostramos que a colite aumentou os niveis de IL-1
beta e TNF-alfa nos grupos de machos e fémeas quando comparados aos
grupos basais. Mas, nas fémeas, esse aumento foi menor do que nos machos.
Por outro lado, observamos que a FBM reduziu IL-1 beta e TNF-alfa em ambos
os grupos de colite de fémeas e machos quando comparados aos grupos nao
tratados.

No painel E podemos ver que a colite diminuiu os niveis de IL-10 nos
grupos de machos e de fémeas quando comparados aos grupos basais. Mas, no
grupo de fémeas, essa reducao foi menor do que no grupo de machos. Por outro
lado, observamos que o tratamento com FBM aumentou a IL-10 em ambos os
grupos de colite de fémeas e machos quando comparado aos grupos néo
tratados. Porém, esse aumento foi maior no grupo de fémeas.

No painel F podemos observar que a colite elevou os niveis de IFN-gama
nos grupos de machos e fémeas quando comparados aos grupos basais. Por
outro lado, observamos que o tratamento com FBM aumentou o IFN-gama em
ambos os grupos de colite de fémeas e machos quando comparado aos grupos

basal e sem tratamento.
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Figura 9: A fotobiomodulagao modula IL-4, TNF alpha, IL-1 beta e IFN de
forma semelhante em machos e fémeas. Os dados representam a média £ de
6 animais. * P <0,05 comparado ao grupo basal; 6 P <0,05 em comparagao com
o grupo colite (ANOVA de uma via).
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5 DISCUSSAO

Destacamos que a Colite Ulcerativa € um importante disturbio inflamatorio
cronico caracterizado por inflamagéo gastrointestinal grave, levando a sintomas
debilitantes.”’* Os tratamentos disponiveis sdo paliativos e visam o controle da
doenca. Assim, avaliamos os efeitos da FBM na colite experimental induzida por
acido aceético. Este modelo experimental € amplamente utilizado para mimetizar
o processo fisiopatologico da Colite Ulcerativa com alta operacionalidade.
Investigamos o escore DAI, atividade da MPO, analise histoldgica e liberacao de
citocinas. Além disso, também analisamos potenciais diferengas entre machos e
fémeas, uma vez que o género causa alteragdes nos processos inflamatoérios. %8

O acido acético € usado para modelos agudos de colite e seu manejo
intrarretal desencadeia uma cascata inflamatéria semelhante a que ocorre na
Colite Ulcerativa humana, pois causa inflamagao nao transmural caracterizada
por infiltragdo aumentada de neutrdfilos no intestino, necrose macica da mucosa
e submucosa, dilatagdo vascular, edema e ulceragdo da submucosa.?’ Além
disso, o acido acético reproduz a Colite Ulcerativa por indugdo da sintese de
citocinas inflamatérias como IL-1beta, IL-4, IL-6, TNF-alfa e IFN-gama, e para
estimular a dilatacdo e espessamento das paredes do célon através de células
epiteliais dano secundario ao aumento do infiltrado inflamatério, reducdo da
producdo de muco e modulacdo de biomarcadores oxidativos de estresse.”

Nossos resultados mostraram que o acido acético induziu colite, uma vez
que aumentou o escore DAIl, a atividade de MPO, o escore histolégico, a
desgranulagdo de mastécitos e as citocinas pro-inflamatérias em machos e
fémeas. No entanto, algumas diferencas foram observadas nas respostas entre
machos e fémeas em relagao as citocinas liberadas.

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de elucidar diferengas nas
respostas fisiologicas entre mulheres e homens diante de processos
inflamatorios ou infecciosos. A diferenga entre os géneros vai além da simples
distingdo entre orgdos sexuais masculinos e femininos, estendendo-se a outros
sistemas fisioldgicos como o sistema imunoldgico.?%?! Embora padrdo, como
idade e outros fatores ambientais e/ou genéticos, o sistema imunoldgico tende a

responder de forma diferente entre os géneros, sendo o género masculino
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frequentemente mais associado a uma menor resposta imune e maior
suscetibilidade a infec¢des virais e bacterianas, enquanto as mulheres sdo mais
suscetivel a doencas autoimunes e inflamatdrias e esse dimorfismo sexual é
percebido ao longo da vida, comegando na infancia.'®'® Estudos indicam que
roedores fémeas sdo mais resistentes a lesbes do que ratos machos.*84°
Portanto, estudos que visam investigar o dimorfismo sexual em relagdo as
respostas fisioldgicas, doencgas e tratamentos sao relevantes.

Aqui mostramos que machos e fémeas desenvolveram Colite Ulcerativa
de forma semelhante, pois os animais apresentaram diarreia e sangramento
retal. A atividade da MPO também foi elevada em ambos os grupos mostrando
a migragao de neutrdéfilos no intestino. Nao foram observadas diferengas entre
machos e fémeas. Quando avaliamos o papel do FBM na colite, nossos
resultados mostraram reducao significativa no indice da atividade da doenca e
na atividade de MPO nos machos e fémeas. Mais uma vez, ndo foram
observadas diferengas entre os sexos. Os efeitos do tratamento foram bem
evidenciados uma vez que os animais apresentaram alteragdes significativas na
consisténcia das fezes e também no sangue. Tais efeitos foram reflexos da
reducao do processo inflamatério intestinal desencadeado pela FBM, uma vez
que observamos reducao da atividade da MPO, migragao celular para o intestino
e desgranulacdo dos mastécitos. E importante mencionar que o escore
histolégico nas fémeas nao foi afetado apés a FBM, apesar de os escores de
MPO e o escore DAI terem sido reduzidos. Uma possivel hipotese para essa
discrepancia sao as alteragdes dos tipos celulares presentes no intestino.
Acreditamos que houve redugdo na migracdo de neutrdfilos, enquanto
macrofagos e linfocitos permaneceram elevados. Esses resultados apontaram
para uma diferenca de resposta a FBM entre machos e fémeas.

Também investigamos a produgdo de muco no intestino. Nossos dados
mostraram importantes diferencas fisioldgicas entre machos e fémeas. A
camada mucosa tem propriedades hidrofébicas e surfactantes. Essa camada
contribui para a retencdo de secregdes mucosas ricas em peptideos
antibacterianos e imunoglobulina A. A mucosa confere prote¢cdo contra
microorganismos luminais, como bactérias, destruindo-os e impedindo sua
adesdo a mucosa intestinal e ao epitélio.”® Nosso estudo mostrou que as fémeas

apresentavam aumento da produgdao de muco basal diferindo dos machos.
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Quando a Colite Ulcerativa foi induzida, a produgdo de muco foi reduzida nas
fémeas e nenhuma alteracdo foi observada nos machos. Além disso, o
tratamento com FBM aumentou a produgdo de muco em ambos, machos e
fémeas. Este resultado mostrou efeitos protetores importantes da FBM se
considerarmos que 0 muco desempenha um papel protetor na mucosa intestinal.

Os mastoécitos sao elementos fundamentais da mucosa intestinal em
muitos processos bioldgicos.”” Essas células atuam como efetores finais do eixo
cérebro-intestino conectando o sistema nervoso central com o sistema nervoso
periférico’>78, Além disso, os mastdcitos liberam uma gama de citocinas como
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa, que podem afetar a mucosa intestinal.” Nossos
dados mostraram elevada degradacdo de mastocitos apds a indugao de colite
em ambos, machos e fémeas, e a FBM reduziu essa elevacao. Além disso,
notamos que a redug¢ao da desgranulagdo de mastocitos apos FBM foi maior no
grupo das fémeas.

Considerando o importante papel das citocinas no universo da fisiologia
intestinal, afetando a defesa e manutencéo da integridade da mucosa intestinal,
investigamos algumas citocinas envolvidas na patogénese da Colite Ulcerativa,
bem como os efeitos da FBM. Além disso, avaliamos o dimorfismo sexual neste
contexto. Nossos resultados apontaram diferencas interessantes entre as
respostas entre machos e fémeas para citocinas. A IL-6 € uma molécula chave
que contribui para a infiltragdo de neutrdfilos e apoptose celular na colite,*®
enquanto a IL-4 inibe a diferenciacdo de células Th1, induz proliferacéo e
diferenciagao de células B, aumenta a expressao de MHC-II, permitindo maior
ativacdo de Th2.° Nossos resultados mostraram niveis elevados de IL-6 e IL-4
em machos apos colite, enquanto FBM reduziu esses niveis. Por outro lado, ndo
foram observadas diferengas nos niveis dessas citocinas nos grupos de fémeas,
apesar da atividade da MPO e do escore histoldgico estarem elevados.

TNF-a e IL-1beta atuam como facilitadores e mediadores da inflamacao,
incluindo hiper vascularizagao, angiogénese e estimulam a produgéo de outras
citocinas pro-inflamatérias e de células T°. Respostas semelhantes nods
mostramos em machos e fémeas apds a indugao de colite e tratamento com
FBM. Como esperado, a colite aumentou essas citocinas enquanto o FBM

diminuiu.
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Por fim, quantificamos os niveis de IL-10 e IFN-gama. Nossos resultados
mostraram o mesmo padrao de resposta entre machos e fémeas. Ambos IL-10
e IFN-gama foram aumentados apds o tratamento com FBM. A IL-10 é uma
citocina anti-inflamatoria, enquanto o IFN-gama desempenha um papel na
resolugcdo da colite, induzindo a expressdo do receptor de IL-10 no epitélio
intestinal e induzindo a polarizagdo de macrofagos anti-inflamatorios.”37° Assim,
mostramos que o FBM atua no sentido de restabelecer a homeostase, uma vez

que reduziu os mediadores inflamatoérios e aumentou os anti-inflamatdrios.
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6 CONCLUSOES

Apesar de o nosso estudo ter identificado algumas diferengas de
respostas entre os géneros, a FBM demonstrou reduzir os biomarcadores da
Colite Ulcerativa em ambos os sexos de forma satisfatoria, indicando ser uma

possivel opcao de tratamento combinado, acessivel e ndo invasivo.
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