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RESUMO

A colite ulcerativa (CU) € uma doenga crénica que afeta principalmente o intestino
grosso, impactando significativamente a qualidade de vida. Os tratamentos
farmacologicos para a CU sao limitados além de desenvolverem muitos efeitos
colaterais. A fotobiomodulacdo (FBM) surgiu como uma potencial opcao de
tratamento coadjuvante, que pode ser administrada localmente ou sistemicamente.
O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da FBM local e vascular em um
modelo experimental de CU. Ratos Wistar machos foram submetidos a indugéo de
CU e subsequentemente tratados ou ndo com FBM transcutanea local ou vascular.
Os achados indicaram que a FBM local reduziu os escores histolégicos intestinais
e a atividade da MPO. Por outro lado, a FBM vascular transcutanea reduziu apenas
a atividade intestinal da MPO. Tanto a FBM local como a vascular aumentaram a
producdo de muco e diminuiram a desgranulagcéo de mastacitos. Além disso, ambas
as modalidades modularam similarmente os niveis de TNF-alfa e IL-1 beta nos
homogenatos de intestino. Entretanto, apenas FBM local afetou a expresséo génica
de IL-6, TNF-alfa e IFN-gama no tecido intestinal. Em conclusdo, comparando as
duas modalidades de tratamento, podemos inferir que a FBM transcutanea local
parece ser mais promissora do que a vascular para o tratamento da CU. Esses
achados destacam o potencial da FBM local como tratamento coadjuvante da CU,
uma vez que exerce efeitos benéficos em multiplos aspectos da doenca. Porém,
mais pesquisas sao necessarias para compreender completamente os mecanismos
subjacentes aos efeitos observados e otimizar os parametros da FBM para o

tratamento da CU.

Palavras-chave: Colite ulcerativa, Fotobiomodulagao vascular transcutanea, ILIB,

Citocinas, Doenca intestinal



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is a chronic disease that primarily affects the large intestine,
significantly impacting quality of life. Pharmacological treatments for UC are limited
and often come with side effects. Photobiomodulation (PBM) has emerged as a
potential adjunctive treatment option, which can be administered locally or
systemically. The objective of this study was to compare the effects of local and
vascular PBM in an experimental model of UC. Male Wistar rats were subjected to
UC induction and subsequently treated or not with local or transcutaneous vascular
PBM. The study evaluated myeloperoxidase enzyme activity (MPO), conducted
histological analysis, assessed mast cell degranulation, and measured cytokine
release. The findings indicated that local PBM reduced intestinal histological scores
and MPO activity. Conversely, transcutaneous vascular PBM only reduced intestinal
MPO activity. Both local and transcutaneous vascular PBM increased mucous
production and decreased mast cell degranulation. Moreover, both modalities
similarly modulated the levels of TNF-alpha and IL-1 beta in the intestinal
homogenates. However, only local PBM affected the gene expression of IL-6, TNF-
alpha, and IFN-gamma in the intestinal tissue. In conclusion, comparing the two
treatment modalities, we can infer that local PBM appears to be more promising than
transcutaneous vascular PBM for treating UC. These findings highlight the potential
of local PBM as coadjuvant treatment for UC, as it exerts beneficial effects on
multiple aspects of the disease. However, further research is needed to fully
understand the mechanisms underlying the observed effects and to optimize the

parameters of PBM for UC treatment.

KEY WORDS: Ulcerative colitis, Transcutaneous vascular photobiomodulation, ILIB,
Cytokines, Bowel disease.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Doencas inflamatdrias intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo um grupo de doencgas crénicas,
de causas variaveis que afetam o trato gastrointestinal, causando inflamagao e
danos a mucosa das paredes que revestem intestino, consideradas muitas vezes
redicivantes, alternando a localizag&o da patologia no érgéo [1].

As causas exatas das DIl ndo sao totalmente compreendidas, mas acredita-
se que seja resultado de uma interacdo complexa entre fatores intrinsecos e
extrinsecos no individuo, estes fatores podem ser pré-disposicdo genética,
ambientais, imunolégicos e microbianos que acarreta o desequilibrio na microbiota
intestinal [2,3,4,1].

Ainda sobre a causa desconhecida das DIl, estudos epidemioldgicos
consideram que a doenca apresenta carater multifatorial, sendo resultado da
interacdo de fatores genéticos e imunoldgicos, associados a fatores ambientais
como, por exemplo, ingesta alimentar inadequada, estresse psicoldgico e a
utilizacao de farmacos anti-inflamatorios [5].

Estudos em camundongos demonstraram que fatores genéticos
desempenham um papel crucial na suscetibilidade ao desenvolvimento de colite
ulcerativa (CU). Entre esses fatores, as citocinas do tipo IL-10 tém sido identificadas
como especialmente relevantes na causa da CU. Além disso, outra citocina
importante na protecdo da mucosa intestinal contra a inflamacéo € a IL-22, que
pertence a familia das citocinas IL-10 e inclui membros como a IL-19, IL-20, IL-24 e
IL-26. A IL-22 é expressa por diferentes tipos de células do sistema imunolégico
inato, incluindo células dendriticas, células indutoras de tecido linfoide e células
natural killers. As células da microbiota intestinal e linfocitos adaptativos também
expressam IL-22. Essa citocina desempenha um papel essencial na producido de
muco pelas células caliciformes, que sao responsaveis por proteger a barreira de

defesa e promover o reparo do epitélio da mucosa intestinal.[6]
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Quanto ao diagnostico, as manifestagdes dos sinais e sintomas sdo muitas
vezes complexas devido as suas formas de apresentacdo, porém podem ser
diagnosticadas com investigagdo da histéria clinica, exame fisico, exames
laboratoriais, de imagens (endoscopia, colonoscopia), biopsias e 0 extremo que sé&o
as cirurgias.

A epidemiologia das DIl estad atribuida a muitos fatores principalmente
relacionada sociedade do mundo ocidental, considerando a incidéncia acelerada
em paises em maior ascensao ritmos industrializados, com classes econémicas
mais elevadas, que adotam a “vida industrializada”, cuja populacéo rural se desloca
para os grandes centros, alterando seus habitos o que sugere que os fatores
ambientais influenciam no desencadeamento do inicio das doencas inflamatorias
intestinais. [7]

A maior incidéncia esta na populagdo adulta jovem, na faixa etaria 20-40
anos, raga branca, em ambos os sexos, podem manifestar-se nas formas mais
graves, sendo em homens a prevaléncia da RCU, e nas mulheres a doenca de
Crohn (DC), estas doencas serdo abordadas com mais detalhes no decorrer do
texto. [8,9,10]

E importante mencionar que as DIl tem também maior incidéncia em pessoas
tabagistas e com parentesco de primeiro grau de outros individuos acometidos, com
antigenos HLA-DR7 e HLA-DQ4, sdo moléculas de histocompatibilidade humana e
desempenham um papel importante no sistema imunoldgico, por apresentar
antigenos aos linfécitos T auxiliares CD4+ e desempenhar um papel crucial na
ativacdo da resposta imune adaptativa [11,12].

Ainda sobre os habitos de vida, uma revisao sistematica da literatura e uma
metanalise revelaram que o padrdo alimentar ocidental, caracterizado pelo
consumo elevado de graos refinados, carne vermelha e processada, proteina
animal, gorduras animais ou laticinios com alto teor de gordura, e baixo consumo
de frutas e vegetais (fibras), estd associado a um aumento do risco de
desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais [12].

Outra evidéncia epidemioldgica importante esta relacionada ao uso de forma

acelerada de anti-inflamatdérios néo esteroidais, estes analgésicos mais comumente
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prescritos para o tratamento de uma variedade de condi¢des inflamatdrias e a para
recaida da DII. A recidiva clinica ocorre em cerca de 20% dos pacientes, o que pode
ser resultado da inibicdo dupla das enzimas ciclooxigenases (COX) [13].

No Brasil, as doencgas intestinais inflamatérias apresentam poucos estudos
epidemiologicos, sabe-se que a sua incidéncia também vem aumentando
consideravelmente [14]. Infelizmente as DIl ndo sdo consideradas doencas de
notificagdo compulsdria, assim ndo ha dados epidemioldgicos exatos tornando dificil
os registros de dados da populagdo bem como da dificuldade de acesso as
informagdes no sistema publico de saude, ainda que existam alguns dados
publicados por servigos medicos e de ensino que mostraram o aumento das taxas
de incidéncia da doencga no pais [15,16,17,18].

Mencionando as doengas mais prevalentes no cenario de doencgas intestinais
inflamatdrias destacam-se: Doenga de Crohn e colite ulcerativa [19].

Sabe -se que a Doenca de Crohn(DC) é caracterizada por inflamacao que
pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal, desde a boca até o anus, com
envolvimento maior proximo ao colon e perianal, caracterizando com fistulas (25%),
granulomas (50%). Os sintomas da DC incluem dor abdominal, diarreia, perda de
peso, fadiga e sangramento retal e envolvimento de todas as camadas da parede
intestinal, comparando-se com o envolvimento limitado a mucosa da retocolite
ulcerativa [2].

A colite ulcerativa(CU) é outra doenga também crbnica bastante comum com
consequéncias significativas, afeta intestino grosso nas porg¢des do colon e o reto,
causa inflamagao superficial e continua no revestimento interno do célon,
resultando em sintomas como diarreia com sangue, célicas abdominais e urgéncias
para evacuar, a inflamagao gastrointestinal € grave e leva a sintomas debilitantes
com perda acentuada de peso corporal, impactando significativamente na qualidade
de vida do portador [20,21,22].

Fisiologicamente, a CU é caracterizada por inflamacgéao repetitiva e continua
na camada mais superficial do revestimento interno do colén, conhecido como
mucosa. Tal inflamacao resulta na formacao de Ulceras, que sao lesdes abertas e

dolorosas na mucosa intestinal. Outro efeito fisiologico significativo € o0 aumento da
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producao de substancias inflamatérias, como citocinas, como parte da resposta do
sistema imunoldgica alterada/ desregulada no individuo.

Adisfuncao da barreira epitelial na DIl resulta em aumento da permeabilidade
intestinal e recrutamento de macréfagos, neutrofilos e linfocitos [23]. Essas células
inflamatarias liberam varias citocinas, incluindo IL-6, IL-1beta, IFN-gama e TNF-alfa,
que estimulam ainda mais o recrutamento de células imunes e aumentam a
resposta inflamatéria [24,25]. Embora existam mecanismos regulatérios envolvendo
mediadores endogenos pro-resolugdo, os mecanismos anti-inflamatérios ndo séo
insuficientes, levando a dano tecidual crénico [24].

Durante a CU, células inflamatdrias, incluindo citocinas, leucdcitos e
macrofagos ativados, produzem quantidades significativas de EROs, ocorrendo nao
s6 o estresse oxidativo mais também a disbiose (desequilibrio da microbiota
intestinal) e lesdes no intestino. Tal intercorréncia pela diminuicdo da capacidade
antioxidante celular, resulta na deterioragao da barreira protetora intestinal [26]. No
entanto, o organismo possui sistemas de defesa antioxidantes, como a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que protegem a
mucosa intestinal e controlam a producéo de estresse oxidativo (EROs) [27,28].

Ainda sobre o diagndstico de DIl, no quesito histologia € importante realizar
analise histopatoldgica, a qual ndo apenas auxilia na confirmacgao do diagnéstico,
mas também ¢é util para descartar outras causas possiveis, como infecgdes, seja
por fungos, bactérias e microrganismos especificos (especialmente tuberculose
intestinal) e até mesmo a hipotese de neoplasias. Ao exame histolégico das DII,
estas apresentam caracteristicas distintas, principalmente nas alteragdes da
mucosa em relacdo a morfologia e densidade dos tecidos, em células com
caracteristicas criptas, com alteragdo na celularidade da lamina propria, como a
presenca de infiltragdo de células inflamatdrias e plasmdcitos na base, onde é
comum identificar presenga neoplasia epitelial. Ao contrario da CU, nas quais as
alteragdes inflamatdrias sdo geralmente continuas e difusas, na DC elas séo
frequentemente focais e descontinuas. Deve-se considerar que a presenca de
granuloma epitelidide, composto por histiécitos ativados € um diferencial (marcador)
no diagnostico entre DC e CU [11,29,30].
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Atualmente, os objetivos de tratamento da CU induzem a remissdo da doenca
e previnem recidivas, estas estratégias sao medicamentosas que incluem
aminosalicilicos, corticosteroides, imunossupressores e terapias bioldgicas
(probidticos), todos com o propédsito de reduzir, amenizar a inflamagéo das paredes
do trato intestinal. Outras tentativas como opc¢éo de tratamento, sdo o equilibrio da
flora gastrointestinal, dietas, suprimir o sistema imunoldgico, manejo do estresse, e
em casos mais graves, tem-se a opg¢ao de realizagao de cirurgias, que resulta em
alivio dos sintomas atuais, menor frequéncia de recidivas e melhor qualidade de
vida [31,32, 30,33,34,35,36].

Ainda no cenario de DI, existe a categoria da Colite Nao Classificavel (CNC),
onde o processo inflamatério limita-se ao célon, sem comprometimento do intestino
delgado, muitas vezes o diagnostico é defino quando os resultados de exames
especificos como endoscopia ndo forem conclusivos e ndo houver indicios de DC
ou CU, a realizacao de biopsias sdo determinantes.

Assim, o estudo de novas terapias s&o necessarias para o controle das Dll e
principalmente para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

A fotobiomodulagédo (FBM) surge como uma opgao para tratamento para as
DIl, devido aos seus efeitos promissores em doengas com perfil inflamatorio.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo inovador
demonstrando os efeitos benéficos do tratamento da FBM em um modelo

experimental de colite em camundongos [25].

1.2 Fotobiomodulacao

Entende-se que luz é uma forma de energia que se propaga através de ondas
eletromagnéticas. Essas ondas podem ser classificadas em diferentes feixes de luz
de acordo com seu comprimento de onda (A), que é a distancia percorrida por uma
onda completa, medida em nanémetros (nm), no espectro eletromagnético. Essa

classificagao permite entender e distinguir os diferentes tipos de luzes com base em
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suas caracteristicas de onda, como ultravioleta, luz visivel vermelha ou Luz néo
visivel infravermelha.

O termo fotobiomodulagao (conhecido como photobiomodulation - PBM) foi
substituido pelo antigo termo "LLL", com as instituicées cientificas mundiais "North
American Association for Light Therapy" (NAALT) e a "World Association for Laser
Therapy" (WALT) em consensos distantes, definiram a terapia de fotobiomodulagao
(FBM/PBM) como terapia de fontes de luzes ndo ionizantes, como diodos laser
("laser diodes" - LD), diodos emissores de luz ("light-emitting diodes" - LEDs) ,
utilizando -se a nova nomenclatura pela comunidade cientifica [37].

Considerando a luz LED, fonte de estudo neste experimento, esta sera
abordada com mais detalhe, uma vez que é uma terapia de escolha no tratamento
de diversas doencas de carater inflamatorio, atuando sobre as células, em
mitocdndrias, na sintese de ATP, na produgdo de colageno e elastina, com
caracteristicas anti-inflamatodria, antioxidante e antimicrobiana [37,38].

A fotobiomodulagao é usada ha mais de 20 anos na pratica clinica como
biomoduladora, uma vez que pode inibir ou estimular os processos biologicos,
considerando o tipo de tecido alvo assim como os parametros dosimétricos
(comprimento de onda, tempo de exposicao, poténcia, irradiancia, energia) e entre
outros [39].

Quanto aos efeitos terapéuticos da FBM, sao atribuidos ainda a capacidade
da luz, nos comprimentos de onda principalmente vermelho ou infravermelho
préoximo, de modificar o metabolismo celular em consequéncia da absorgao desta
por fotorreceptores existentes nas células.

E uma terapia n&o invasiva, indicado para reduzir a dor, acelerar o processo
cicatricial na regeneragéao tecidual (cicatrizagao de feridas), redugéo da inflamagao
uma vez que possui caracteristicas modulatorias [40,41,42].

Em nivel celular, ja foi demonstrado em varios estudos, in vitro e in vivo, que
a fotobiomodulacdo pelo laser estimula o fotorreceptor citocromo-C-oxidase,
resultando no aumento do metabolismo e produgéo de energia, consequentemente
aumentando o metabolismo oxidativo mitocondrial e iniciando uma cascata de

reacdes celulares que modulam o comportamento biolégico, a angiogénese,
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macrofagos e linfécitos, assim como a proliferagdo de fibroblastos e sintese de
colageno; a diferenciagao de células mesenquimais em osteoblastos, entre outros,
acelerando o processo de reparagao tecidual e 6ssea [43].

Considerando os resultados terapéuticos satisfatério citados, a
fotobiomodulag&o € uma terapia importante na regeneracao tecidual na cicatrizagao
de lesbes tegumentares, como redugcdo do processo inflamatério e analgesia,
ocorrendo a imunomodulagdo, proporcionando efeitos positivos também na
angiogénese [40,41,42].

O LED (Light Emitting Diode) € uma luz n&o colimado, ndo coerente e
policromatico que age por meio da sua atuagao nos cromoforos. Os cromoéforos sao
agrupamentos funcionais de moléculas atuantes na regiao ultravioleta e visivel que
permitem que as substancias como, por exemplo, melanina e hemoglobina
absorvam a luz visivel e tenham sua acao ativada ou inibida. Vale ressaltar que esta
luz tem se mostrado eficiente e possibilitou uma alternativa eficaz a luz LASER
[44,45].

Existem mais de cinco tipos diferentes de LED disponiveis no mercado, com
luzes e propriedades diferentes. Dentre eles, o LED vermelho com um comprimento
de onda que varia de 630 a 700nm é conhecido por apresentar efeitos estimulantes
na sintese de fibroblastos, promove circulagao local, estimula a proliferagao celular
e aumenta a sintese de colageno tipo |, elastina e ATP. Tudo isso faz com que o
recurso apresente agdo reparadora, cicatrizante e analgésica, se tornando um

grande aliado no processo de reparo tecidual [46].

As vantagens dos LEDs incluem nenhuma consideragdo de seguranga em
relacdo a luz do laser, facilidade de uso doméstico, capacidade de irradiar uma
grande area de tecido de uma vez, possibilidade de dispositivos vestiveis e custo

muito mais baixo por mW [47,48].

Alguns estudos, inclusive do nosso grupo de pesquisas, sugerem que 0O
tratamento com LED em determinadas doencas respiratorias reduziu o influxo de
neutrofilos induzido por LPS, diminuiu os niveis de IL-13, TNF-q, IL-17 A e aumentou

os niveis de IFN-gama no fluido do Lavado Broncoalveolar (LBA). Além disso, o
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tratamento com LED pode aumentar os niveis de RNAm de IL-10 e IFN-gama,
reduzir parcialmente o burst oxidativo elevado e contribuir para a menor migragao
de neutrdfilos. Assim esses dados mostram, pela primeira vez, o efeito benéfico do
tratamento com LED sobre a SDRA (Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo)
induzida por sepse. Observa- se redugao do infiltrado celular nos pulmdes, muco,
edema e da resposta contractil da traqueia apés tratamento com LED local. Tais
efeitos foram modulados por IL-10, IFN-gama e por mastécitos. Ainda, com o
modelo experimental de fibrose pulmonar, alguns estudos realizados recentemente,
mostrou que a FBM com LED melhora os parametros inflamatorios e fibroticos
apresentando-se como uma terapia promissora com baixo custo e ausente de
efeitos colaterais. Também foi demostrado que o tratamento com LED reduziu
significativamente o numero de células inflamatorias no espago alveolar, produgéo
de colageno, espessamento intersticial e elastancia pulmonar estatica e dinamica.
Além disso, observamos niveis reduzidos de IL-6 e CXCL1/KC liberados por
pneumdacitos em cultura [48,50,47,49,51,52].

Ressaltamos que apesar da luz LED, ainda ser pouco pesquisada em
relacdo ao LASER, nosso grupo de estudo, orientado e coordenado pela Prof® Dra.
Adriana Lino dos Santos Franco no Programa de Pdés- Graduagcdo em Medicina
Biofotdnica na Universidade Nove de Julho, tem obtido resultados encorajadores,
alguns ja citados nas doencgas respiratérias em estudos experimentais modelo
animal com o uso da fonte 6tica LED com foco na FBM, termo este utilizado no
estudo tanto com entrega no Local (FBML) como também iniciamos pesquisas
sobre os efeitos sistémicos na FBM Vascular (FBMV), que sera descrita com foco

desse estudo.

1.2.1 Fotobiomodulagéo transcutanea vascular

Na sua forma original, a FBM com efeitos sistémicos no organismo foi
chamada de ILIB que significa “Intravascular Laser Irradiation of Blood.”, que

significa Irradiagdo do Sangue Intravascular, sendo inicialmente realizada com
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LASER de He-Ne, desenvolvido para tratamentos de patologias crbnicas e agudas,
o primeiro estudo com a FBM com irradiagao intravascular foi originalmente
desenvolvido para tratar doengas cardiovascular, a técnica era realizada com a
introdugédo de um cateter intravenoso em um dos membros superiores, geralmente
na artéria radial, através da aplicag¢ao do laser na forma Intravenosa, Meshalkin E.N
e Sergievskiy V.5,1981 por uma fibra 6ptica nas artérias, com a entrega da
laserterapia vermelha (660nm). Aplicados de forma direta e continua no local com
distribuicdo do sangue irradiado, através da circulagdo, por todo o organismo.
Preconizava-se 10 sessdes iniciais, com irradiagcdo de 20-60 minutos e de acordo
com a evolugdo do quadro clinico. Apos intervalo de 7 a 10 dias, iniciava-se uma
nova seérie. [53]. Porém a desvantagem desta técnica, € que naquela época era
considerada trabalhosa por ser uma técnica invasiva e dolorosa ao paciente, onde
era necessario ter todo o material estéril e puncionar uma artéria que exigia
treinamento especifico, causando dor, desconforto ao paciente. Sendo assim,
alguns estudos atuais sugerem que é possivel alcancar um efeito semelhante ao da
técnica original, sem manipulagdes intravenosas, portanto n&o invasivo
[54,55,56,57]

Quanto a terapia fotobiomodulagao vascular transcuténea (ILIB) apresenta -
se limitada por ser uma terapia invasiva em modelos animais e clinicos restringindo
sua aplicacao. A técnica se apresenta como método nao-invasivo e relativamente
simples, de irradiagcao transcutdanea no comprimento de onda 630nm de baixa
intensidade na artéria radial em humanos, baseia-se na alta permeabilidade da pele
e dos tecidos hipodérmicos, pode ser utilizado laser ou dispositivo de LED [54,58].
No entanto, em modelos animais a irradiagéo é realizada na cauda para mimetizar
a irradiagcao humana. [57,54]

A partir da observacgao de estudos experimentais com FBM local (em pulmao,
traqueia e outros) e de estudos clinicos tratados com método ILIB, pesquisas sobre
0 mecanismo envolvido foram intensificadas e evidencia o efeito antioxidante da
laserterapia intravenosa com He-Ne, por aumento da produgdo da enzima

Superoxido Dismutase (SOD) fundamental a quebra do mecanismo de formacgao de
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Espécies Reativas derivadas do Oxigénio (EROs). ASOD protege os seres aerobios
contra toxicidade do radical superdoxido promovendo um efeito neutralizante. [57]
Portanto, sugere-se que FBMV (ILIB) € um método que auxilia no cenario de
combater ao estresse oxidativo por produzir uma alteragdo no potencial redox
celular. A modulagao do estado redox celular pode ativar ou inibir diversas vias de
sinalizagdo tais como sintese de acidos nucleicos, sintese proteica, ativagao

enzimatica e progressao do ciclo celular. [59,60,61,62,63,54]

1.2.2 Fotobiomodulacéao local

Considerando a importancia da FBM no tratamento de doengas cronicas e
agudas de cunho inflamatorio, estudos tem sido conduzido utilizagdo da FBM para
o tratamento de diversas doencas inflamatdrias, incluindo as DII. O tratamento com
a Luz LED (940 nm, 4 J/cm?, 9,5mW) aplicado sobre o colon de camundongos ap0s
a inducéo da colite experimental induzida por &cido acético, mostrou por meio de
dados macroscopicos, microscopicos e moleculares que o tratamento que atua no
tecido das lesdes decorrentes da instilacéo de acido acético, uma vez que amenizou
o edema local, reduziu o escore médio de lesdo macroscépica, auxiliando no retorno
do transito intestinal normal destes animais. A terapia também foi efetiva na
contencdo da degranulacdo de neutréfilos, uma vez que houve uma menor
concentracdo de mieloperoxidase e reduziu a producéo de IL-13, TNF-q, e IL-6. [64]

Outro estudo demonstrou que o uso sulfato de sédio dextrano como agente
indutor de colite experimental revelou que o tratamento com LED (660 nm 100 mW
5 J/cm2) teve efeitos positivos, como a reducéo da displasia/edema de criptas, dos
infiltrados inflamatorios e Ulceras, bem como do apoptose. Apresentou aumento a
proliferacéo de células de criptas e promoveu a expressado da anexina Al no epitélio
danificado, preservacdo da organizacdo da claudina-1 e alteracdo do perfil das
citocinas para um estado mais anti-inflamatorio [25]

Zigmond et al. 2014.[65] evidenciou que o tratamento de animais com colite
induzida por DSS (Dextran Sulfato de Sddio) utilizando LASER em diferentes
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comprimentos de onda e doses de energia resultou em uma melhora significativa
dos sintomas clinicos e a resposta inflamatdria intestinal.
Como pode ser constatado, a escassez de estudos que investigam o papel

da FBM no contexto de doencas inflamatdérias intestinais sao relevantes.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a colite ulcerativa é de carater inflamatorio, de causas
multifatoriais com alteragdes sistémicas e locais impactando diretamente na
qualidade de vida do individuo, cujos tratamentos frequentemente resultam em
falhas, faz-se necessario buscar novas estratégias terapéuticas que possam
alcancar a remissao mais rapida e reduzir os custos.

Diante do contexto, do impacto da doenca e baseado em resultados
anteriores do nosso grupo, aqui pretendemos ampliar as analises com FBM local e
compara-las aos efeitos do tratamento com FBM pela via transcutanea vascular,

uma vez que esta via promove alteracdes sistémicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Considerando que a CU é uma importante doencga inflamatéria intestinal e
que a FBM é uma ferramenta de tratamento promissora, o presente estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos da FBM transcutédnea local e vascular em um

modelo de colite ulcerativa em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar:

e Inflamagao intestinal por meio da liberacdo e expressdao génica de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-1 beta, IL-6 e IL-4) e anti-inflamatdrias (IL-10, IFN- gama)
no tecido intestinal

¢ Atividade da enzima mieloperoxidase

e Determinacao da desgranulagao dos mastocitos

e Determinagao de alteragées morfofuncionais por histologia
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental aprovado pela Comissao
de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Nove de julho (UNINOVE), aprovado e
protocolado sob o CEUA n° 143720052, atentando se as Normas Eticas para
Experimentagdo Animal e a legislagao 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 Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reuniao de
21/06/2021. (Anexo 1)

4.1 Animais

Foram utilizados 24 animais, ratos Wistar machos adultos com
aproximadamente 80 dias de vida (~180g), adquiridos do Biotério da Universidade
Nove de Julho e os mesmos foram mantidos no biotério de experimentacéo da
mesma Universidade em sala com temperatura controlada (22 £2 °C) e ciclo claro-
escuro de 12 hora, condi¢des de umidade (50 — 60%). Eles tiveram acesso irrestrito
a comida e agua.

Os animais foram eutanasiados por dessangramento da aorta abdominal por

excesso de anestésico (cetamina (300 mg/Kg e xilasina (30 mg/Kg).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

— Grupo Basal (B): consistiu de ratos controle, ndo manipulados.
— Grupo Colite: consistiu de ratos submetidos a colite.
— Grupo FBML: consistiu de ratos submetidos a colite e tratados com FBM

local.
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— Grupo FBMV: consistiu de ratos submetidos a colite e tratados com FBM na

veia caudal.

Fluxograma Experimental:

Wistar Machos
n=24
l * 1
Basal Colite Colite+ FBML Colite + FBMY
n=6 n==6 n=6 n=6

4.3 Delineamento experimental

I
]

1 2 3 4 3 3] 7
| |
T L _I_ J T
- ' Tratamento
Indugzo FEML Eutanazia
Caolite ) EEMY
ulcerztiva

4.4 Modelo experimental de induc¢éo a Colite Ulcerativa

A colite foi induzida experimentalmente no dia 1 e o tratamento comecgou ano
dia 7 utilizando a metodologia previamente estabelecida Owusu et al. (39) e
modificada pelo nosso grupo de estudo com base em nossas descobertas
anteriores, agora expandimos nossos estudos usando um método diferente de

modelo experimental, nomeadamente colite induzida por acido acético em ratos [39]
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e adaptado pela equipe da Prof.a Dra. Adriana Lino Santos. Para isso, uma sonda
nasogastrica n°10 (adaptada) foi suavemente inserida (~6 cm) no reto de cada rato
e, em seguida, uma inje¢ao gradual de 1 ml de uma solugéo de acido acético a 10%
(v/v) foi administrada. Antes de remover o tubo, ele foi lavado com 1 ml de ar para
garantir a distribuicdo uniforme do acido por todo o colon. O tubo foi entédo
cuidadosamente removido para minimizar qualquer potencial desconforto ou

trauma.

4.5 Tratamento da Fotobiomodulagéo Vascular Local e Transcutanea

Para a realizacao da FBM, foi utilizado o equipamento BioLambda LEDsabr-
BlackBox Mini, Sdo Paulo, Brasil, para tratar os animais.

Os ratos foram submetidos ao tratamento FBM transcutaneo vascular e local.
Para o tratamento FBM local, os animais receberam irradiagdo com LED vermelho
em trés pontos especificos: lados direito e esquerdo da superficie ventral e regido
anal externa. Em relagao ao tratamento FBM vascular, os ratos foram irradiados
pela pele na veia caudal. Para o grupo controle, foi simulado da mesma forma que
0s animais tratados com LED, porém com o dispositivo emissor de LED desligado
com o propésito de padronizar o estresse de exposi¢ao entre os grupos. A duragao
do tratamento foram trés dias consecutivos.

Os parametros de irradiacdo com LED foram baseados em estudos prévios
e esta na Tabela 1. Nota -se que a energia total fornecida pela FBM local(45J) foi

maior que FBM vascular (15J)
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4.6 Parametro dosimétricos fotobiomodulacao

Poténcia media 100 mwW

Area 2,8 cm?

Modo Continuo (CW)

Comprimento de onda 660 = 10nm

Total de Energia por ponto 15J

Densidade de energia 5,35 J/cm?2

Densidade de poténcia 33,3 mW/cm2

Tempo de irradiacédo/ponto 150 s

Numero de pontos 3 Local FBM Local e 1 FBMV
Total de energia 45J FBM Local; 15J FBMV

Tabela 1 — Parametros dosimétricos

R¢ 100.00 2 660 nm
&) 0h16m40s B Start

@BioLombdm

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

Figura 1- Aparelho BioLambda LEDsabr- BlackBox Min

4.7 Andlises histoldgicas no intestino

Apos o procedimento de eutanasia, que envolveu a secgao da aorta
abdominal sob anestesia profunda com injegédo intraperitoneal de cetamina
(100mg/kg) e xilagina (20mg/kg) como ja descrito, o intestino grosso foi

cuidadosamente extraido. Essas amostras foram entdo colocadas em solugao
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tamponada de paraformaldeido a 4% e transportadas para o laboratério de
histologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

ApoOs serem preservadas no fixador por 24 horas, as amostras foram
submetidas a um processo de desidratacdo utilizando solu¢cdes de etanol de
concentragéo crescente, seguida de clarificagdo em xilol e inclusdo em parafina.
Posteriormente, as amostras incluidas em parafina foram seccionadas em cortes de
3 um usando o micrétomo RM2125RT (Leica, EUA). Esses cortes foram montados
em laminas histologicas e submetidos a desparafinizagéo e reidratagdo antes de
serem submetidos aos procedimentos de coloragao.

A coloragao hematoxilina-eosina foi utilizada para analise histopatoldgica, a
coloragao com acido periédico de Schiff (PAS) para analise mucosa e a coloragao
com azul de toluidina para analise de mastdcitos.

O exame microscopico histopatologico das laminas foi realizado com o
microscopio AxioScope A1 (Carl Zeiss, Alemanha) e analisado com o software Zen
(Carl Zeiss, Alemanha).

As avaliagdes histopatoldgicas foram realizadas com base no seguinte
sistema de pontuacao:

- 0 indicando auséncia de dano;

- 1 indicativo de lesao focal da mucosa;

- 2 indicando lesdo da mucosa com foco de infiltrado leucocitario;

- 3 indicando lesdo mucosa grave com foco de infiltrado leucocitario;

- 4 indicando destruicdo completa da estrutura mucosa e intenso infiltrado
leucocitario.

Quanto a coloragao da PAS, foram consideradas as seguintes classificagdes
de escores:

- 0 denotando auséncia;

- 1 representando coloragao fraca;

- 2 indicando coloracdo moderada,;

- 3 indicando coloracdo intensa,;

- 4, representando coloracido muito intensa.
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4.8 Quantificagcao da atividade da mieloperoxidase (MOP) intestinal

Os animais foram eutanasiados seccionando a aorta abdominal sob
anestesia profunda com injecdo intraperitoneal de quetamina (100 mg/kg
Dopalen®) e xilazina (20 mg/kg Xilazin®). Ap6s a eutanasia, o intestino foi
cuidadosamente removido (colon).

Fragmentos do colon médio, medindo aproximadamente 1,0 cm foram
pesados e entdo homogeneizados em tampao contendo EDTA/NaCl 5% (pH 4,7) e,
em seguida, centrifugados a 10.000 rpm a 4 °C por 15 minutos.

Para determinar o nivel de inflamagdo intestinal, a atividade da
mieloperoxidase (MPO) foi quantificada, uma vez que esta enzima é considerada
um biomarcador da presenca de neutréfilos nos tecidos. A atividade da MPO foi
analisada medindo-se sua capacidade de catalisar a oxidacdo da o-dianisidina na
presenca de peroxido de hidrogénio. As amostras (50 ul) foram incubadas por 15
minutos com H202 (0,1%) e o-dianisidina (1%). A reacao foi interrompida pela
adicdo de NaN3 a 1%. A absorbancia foi medida a 450 nm usando um leitor de
microplacas (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA).

Os resultados foram expressos como a média + S.E.M. da densidade 6ptica

(DO) normalizada pelo peso de cada amostra (DO./mg).

4.9 Quantificagcao de citocinas por método ELISA e gPCR em tempo real

Os niveis de citocinas (IL-4, IL-6, IL-1beta, TNF-alfa, IL-10 e IFN-gama) foram
quantificados nos homogeneizados intestinais, o tecido removido foi padronizado
em torno de 1cm e pesado.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) foi utilizado para medir os
niveis de citocinas seguindo as instru¢gées do fabricante (BD® Biosciences, New
Jersey, EUA). Os resultados foram relatados como picogramas de citocinas por
mililitro (pg/mL) de tecido homogeneizado.

A expressao génica de citocinas foi determinada pela transcrigéo reversa da

cadeia da polimerase reagdo (RT-PCR). Utilizamos o ensaio Tagman RT-PCR
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(Applied Biosystem Foster City, California, EUA) para as seguintes moléculas: IL-6
(MmO00446190_m1), IL-10 (Mm01288386_m1), TNF-a: (Mm00443258 m1), IL1B
(Mm00434228 m1) e HPRT (Mm00446968 m1). Software de deteccdo de
sequéncia 1.9 (SDS, Applied Biosystem, Foster City, Califérnia, EUA) foi utilizado
para analise e expressdao de mRNA que foi normalizado para expressao de

hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, que
indicou que os dados eram paramétricos (p>0,05). Os resultados foram expressos
em média £ EPM (erro padrao da média).

Para comparar os grupos experimentais, foi realizada uma ANOVA (analise
de variancia) one-way, seguida do teste de Newman-Keuls de Student para
comparagdes multiplas utilizando o software GraphPad Prism, versdo 5. A

significancia estatistica foi definida como p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 FBM local abdominal reduziu os escores histolégicos intestinais e a
atividade da MPO, enquanto a FBM vascular transcutanea reduziu a atividade

da MPO intestinal sem alterar as pontuacdes histoldgicas intestinais

A Figura 1, mostra que a analise histopatologica intestinal do grupo basal
apresentou estruturas da mucosa, submucosa e musculatura em condi¢gdes normais
(Painéis A e E).

Por outro lado, houve migracédo de células inflamatorias para a mucosa e
regides submucosas nos grupos colite, colite-FBM e colite-VFBM quando
comparados ao grupo controle (Painéis B, C, D e E).

Também observamos reduc¢ao na migracao de células inflamatérias no grupo
colite-FBM quando comparado ao grupo colite (Painéis B, C e E), enquanto ndo
foram observadas diferengas entre os grupos colite e colite-VFBM Painéis B, D e
E).

No painel F podemos observar elevada atividade da MPO nos grupos colite,
colite-FBM e colite-VFBM quando comparados aos grupos basais. Também
observamos reducao da atividade da MPO nos grupos colite-PBM e colite-VPBM

quando comparados aos grupos colite.
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Figura 1. Tratamento com FBM local e vascular no escore histopatolégico e na MPO.
Grupo de ratos foram submetidos a inducdo de CU e tratados ou ndo com FBM local e
vascular. No dia 7 a histologia intestinal e a enzima MPO foram avaliadas. Os dados
representam a média + SEM de 6 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B; °P < 0,05 em
relagéo ao grupo Colite (one-way ANOVA).
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5.2 FBM transcutanea vascular e local aumenta a produ¢cdo de muco no

intestino

A Figura 2, mostra a produgdo de muco pelas células caliciformes do
intestino. Podemos observar elevada produ¢cdo de muco em todos os grupos de
estudo quando comparados ao grupo basal (Painéis A, B, C, D e E).

Observamos também aumento da produg¢ao de muco nos grupos colite-FBM
e colite-FBM quando comparados ao grupo colite (Painéis B, C, D e E).

Além disso, podemos observar elevada produgdo de muco no grupo colite-

VFBM quando comparado ao grupo colite-FBM (C, D, E).
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Figura 2. Tratamento com FBM local e vascular na produgao de muco. Grupo de ratos
foram submetidos a indu¢ao de CU e tratados ou ndo com FBM local e vascular. No dia 7
a producgao de muco 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, °P<0,05 em relagdo
ao colite-FBM (one-way ANOVA).
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5.3 FBM transcutanea vascular e local diminui a desgranulagéo de

mastoécitos no intestino

A Figura 3, mostra mastécitos integros no grupo basal (Painéis A e E).
Também foi demonstrada ativagcdo de mastécitos com granulos de extrusdo nos
grupos colite, colite-FBM e colite-VFBM quando comparados ao grupo basal
(Painéis A, B, C,D e E).

Por outro lado, apds o tratamento com a FBM local e vascular observa-se
reducao da degranulagdao dos mastdcitos, com células intactas quando comparado

ao grupo colite (Painéis B, C, D e E).
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Figura 3. Tratamento com FBM local e vascular na desgranulagdao de mastdcitos.
Grupo de ratos foram submetidos a indugéo de CU e tratados ou ndo com FBM local e
vascular. No dia 7 a producao de muco 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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5.4 FBM transcutanea local e vascular modula similarmente TNF-alfa e IL-1

beta no tecido intestinal

A Figura 4, (Painel A) mostrou que os grupos colite e colite-VFBM
aumentaram os niveis de IL-4 quando comparados ao grupo basal. Também
mostramos niveis reduzidos de IL-4 no grupo colite-FBM quando comparado aos
grupos colite e colite-VFBM.

No painel B podemos observar que os grupos colite, colite-FBM e colite-
VFBM aumentaram os niveis de |IL-6 quando comparados ao grupo basal. Por outro
lado, observamos que o grupo colite-FBM apresentou nivel reduzido de IL-6 quando
comparado ao grupo colite.

No painel C mostramos niveis elevados de IL-1 beta em todos os grupos de
estudo quando comparados ao grupo basal. Mostramos também que tanto o
tratamento FBM vascular e local reduziram os niveis de IL-1 beta quando
comparados ao grupo colite. Podemos observar no painel D que a colite aumentou
os niveis de TNF-a quando comparada ao grupo basal e ambos os tratamentos com
FBM diminuiram esses niveis.

No painel E podemos observar que todos os grupos de estudo apresentaram
niveis reduzidos de IL-10 quando comparados ao grupo basal.

Finalmente, no painel F mostramos niveis elevados de IFN-y em todos os
grupos de estudo quando comparados ao grupo basal.

Observamos também que o tratamento local com FBM aumentou os niveis
de IFN-y enquanto o tratamento vascular transcutdneo ndo se alterou quando

comparado ao grupo colite.
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Figura 4: Tratamento com FBM local e vascular na produgao de citocinas. Grupo de
ratos foram submetidos a inducédo de CU e tratados ou ndo com FBM local e vascular. No
dia 7 a produgao de muco foi avaliada. Os dados representam a média + SEM de 6 animais.
*P < 0,05 em relagao ao grupo B; ®P < 0,05 em relag&o ao grupo Colite, °P<0,05 em relagéo
ao colite-FBM (one-way ANOVA).
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5.5 FBM vascular, mas néo local, modula a expresséo génica de IL-6, TNF-a e

IFN-y no tecido intestinal

A Figura 5, (Painel A) mostrou que nao foram observadas diferengas na
expressao génica de IL-4 entre os grupos de estudo.

Nos painéis B, C e D mostramos expressao génica elevada de IL-6, IL-13 e
TNF-a nos grupos colite e colite-VFBM quando comparados ao grupo basal. Por
outro lado, mostramos expressao génica reduzida dessas citocinas apés tratamento
FBML quando comparado ao grupo colite.

No painel E diminuicdo da expresséo génica de IL-10 em todos os grupos
de estudo quando comparados ao grupo basal. Por outro lado, expresséo génica
elevada de IFN-y foi observada em todos os grupos de estudo, e o tratamento FBML

aumentou esse gene quando comparado ao grupo colite (Painel F).
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Figura 5: Tratamento com FBM local e vascular na expressdo génica de citocinas.

Grupo de ratos foram submetidos a indugao de CU e tratados ou ndo com FBM local e

vascular. No dia 7 a producédo de muco 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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6 DISCUSSAO

Reconhecemos que a CU é uma importante doencga inflamatoéria crbnica
caracterizada por inflamacgéo gastrointestinal acentuada, que resulta em sintomas
debilitantes [25,29].

Os tratamentos atualmente disponiveis para a CU oferecem apenas alivio
paliativo [29]. Neste estudo, foram investigados os efeitos do tratamento FBM local
e vascular usando um modelo experimental de CU em ratos induzida por acido
aceético no intestino, na regido do colon.

Nossos resultados indicam que o tratamento da FBM local é mais promissor
do que a FBM vascular transcutédnea para o tratamento da CU nos parametros
dosimétricos empregados nesse estudo.

A administracdo de acido aceético neste modelo experimental replica as
caracteristicas da CU ao desencadear a sintese de citocinas inflamatérias, incluindo
IL-1beta, IL-4, IL-6, TNF-alfa e IFN-gama. Esse processo leva a dilatagdo e
espessamento das paredes do célon devido ao grave dano epitelial causado pelo
aumento do infiltrado inflamatério. Além disso, a exposi¢ao ao acido acético reduz
a produgdo de muco e remodelamento do tecido conectivo da mucosa e da
submucosa, modulando os biomarcadores de estresse oxidativo [66].

Estudos prévios do nosso grupo avaliaram o uso da fotobiomodulagdo no
tratamento de doencas inflamatdrias intestinais utilizando um modelo experimental
de colite ulcerativa induzida por dexatrana acrescida na agua dos camundongos
[25]. No entanto, naquele estudo, a fotobiomodulacéo foi realizada localmente, por
meio da irradiagcéo na regiao gastrointestinal pelo contato com a pele.

No presente estudo, optou-se por estender os parametros avaliados, bem
como investigar a via vascular transcutanea da FBM, pois ja haviamos demonstrado
os efeitos benéficos do tratamento vascular transcutdneo na veia caudal em
modelos animais de lesdo pulmonar aguda e asma. [68;57,78]

O método de irradiacao vascular transcutanea aqui empregado foi baseado
em pesquisas anteriores que sugeriram efeitos semelhantes entre a técnica

intravenosa original e a via transcutanea, utilizando os mesmos paréametros
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dosimétricos [69,70]. Esses estudos demonstraram que a irradiagao transcutanea
exibiu alta permeabilidade através da pele e tecidos hipodérmicos. Vale ressaltar
que, em modelos animais, a irradiagao sistémica é tipicamente conduzida atraves
da cauda do animal para simular a irradiacdo da artéria radial observada em
humanos [57,54,75].

Pesquisas tém sido conduzidas pelo nosso grupo para melhor compreender
as respostas fisioldgicas associadas as diferentes vias de tratamento com luz. Ao
comparar varios métodos de administracao, recentemente publicamos uma revisao
da literatura sobre a eficacia do ILIB para tratar doengas pulmonares em animais e
humanos, [75].

Esses estudos contribuem para o avang¢o do conhecimento na area e ajudam
a orientar o desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes utilizando o
tratamento com luz.

No presente estudo revelou que o tratamento local com FBM reduziu
efetivamente o escore histopatolégico e a atividade da mieloperoxidase (MPO),
sugerindo indicando uma redugao na migragao de neutréfilos para o intestino. Por
outro lado, o tratamento FBM vascular transcutaneo reduziu especificamente a
atividade da MPO, sem alterar o escore histoldgico no intestino.

Esse achado sugere que, embora ambas as abordagens tenham diminuido
a atividade da MPO, que é um biomarcador de neutrofilos, apenas o tratamento
local com FBM foi capaz de atenuar as alteragdes histolégicas associadas a
migracao de células inflamatdrias para a mucosa e submucosa.

As hipoteses plausiveis para as discrepancias observadas nos efeitos dos
tratamentos FBM vascular transcutdneo e FBM local sobre as alteracbes
histolégicas poderiam primeiramente estar relacionadas as diferentes respostas
celulares dentro do intestino e a segunda hipotese diz respeito as diferentes doses
totais de luz entregue por cada rota, ou seja, 45 J por PBM local e 15 J por VFBM.
Vale ressaltar que estes valores foram usados porque ja haviamos empregado
esses parametros em estudos animais anteriores [57,75].

E possivel que, enquanto tratamento FBM vascular transcutaneo reduziu

efetivamente a migracdo de neutrdfilos, os macrofagos e linfécitos podem ter
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permanecidos elevados na parede intestinal. Isso poderia explicar por que as
alteragdes histoldgicas associadas a migragao de células inflamatérias a mucosa e
submucosa, sé foram reduzidos pelo tratamento local com FBM.

Mais investigacbes sao necessarias para elucidar as respostas e
mecanismos celulares especificos e subjacentes aos efeitos diferenciais das duas
modalidades de tratamento e explorar mais a ampla faixa de doses totais de
energia. A compreensao destes fatores podem fornecer informagdes valiosas para
otimizar intervengdes terapéuticas direcionadas as populacbes celulares
especificas envolvidas em processos inflamatérios.

Neste experimento, avaliamos a produgao de muco no intestino e verificamos
que tanto o tratamento local quanto o vascular transcutadneo tiveram efeitos
fisiolégicos semelhantes. A camada de muco no intestino tem propriedades
hidrofébicas e surfactantes que contribuem para a retencdo de secrecbes de
glandulas mucosas. Desempenha um papel crucial na prote¢cdo da mucosa
intestinal, prevenindo a adesao de microrganismos e bactérias luminais, facilitando
sua destruicio e ou eliminagao [71]. Ambos os tratamentos aumentaram a produgcao
de muco mostrando os importantes efeitos protetores da FBM, considerando que a
camada de muco desempenha um papel protetor na mucosa intestinal.

Os mastdcitos desempenham um papel critico na mucosa intestinal e estao
envolvidos em varios processos bioldgicos [72,76]. Sao importantes mediadores do
eixo cérebro-intestino, conectando a mucosa intestinal com o tecido nervoso
periférico, [73]. Além disso, os mastdcitos liberam varias citocinas, incluindo IL-18,
IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-alfa, que podem ter efeitos significativos na mucosa intestinal
[25].

Em nosso estudo, observamos uma redugédo da degranulagdo mastocitaria
apods tratamento com FBM local e vascular.

Esse achado sugere que a terapia com FBM tem o potencial de modular a
atividade dos mastécitos e subsequente liberagado de citocinas, destacando seu
potencial como abordagem terapéutica para influenciar a mucosa intestinal

reduzindo os sintomas da UC.
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Considerando a importancia do papel das citocinas no universo da fisiologia
intestinal porque afetam a defesa e a manutencdo da integridade da mucosa
intestinal, os resultados deste estudo apontaram algumas diferencgas significativas
entre os tratamentos podem ser atribuidas as citocinas. A IL-6 € uma molécula-
chave que contribui para a infiltragdo de neutréfilos e apoptose celular na UC [71],
enquanto a IL-4 inibe a diferenciacdo de células Th1, induz proliferacédo e
diferenciagcdo de células B, aumenta a expressao de MHC-II, permitindo maior
ativagado de Th2, [77].

Em nosso estudo, observamos que o tratamento local com FBM levou a
diminui¢cao dos niveis de IL-6 e IL-4 no intestino. Entretanto, o tratamento vascular
transcutaneo nao teve efeito significativo sobre essas citocinas. Em contraste, tanto
o tratamento vascular local quanto o transcutaneo resultaram em niveis reduzidos
de TNF-a e IL-1beta, que sdo conhecidos por desempenhar papéis como
facilitadores e mediadores da inflamacdo. Essas citocinas estdo envolvidas em
processos como hipervascularizagdo, angiogénese e estimulacdo de outras
citocinas pro-inflamatorias e de células T [25].

Finalmente, quantificamos os niveis expressdao de RNAm para de IL-10 e
IFN-gama. Nossos resultados revelaram que o tratamento local com FBM aumentou
o nivel de IFN-gama, enquanto os niveis de IL-10 permaneceram inalterados. A IL-
10 é conhecida como uma citocina anti-inflamatéria, enquanto o IFN-gama
desempenha um papel na resolugdo da CU por promover a polarizacdo de
macrofagos anti-inflamatérios [74]. O aumento observado nos niveis de IFN-gama

apos o tratamento local com FBM sugere um potencial efeito benéfico.

Esses achados sugerem que o tratamento local com PBM exerce seus
efeitos sobre a produgao de citocinas, modulando a expressao génica, levando a
uma diminuicao de citocinas pro-inflamatoérias e um aumento de uma citocina anti-

inflamataéria.
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7 CONCLUSAO

Concluindo, o nosso estudo comparou duas modalidades de tratamento,
FBM transcuténea vascular e local, sugerindo que a FBM local € mais promissora

para o tratamento da CU.

No entanto, uma limitacdo do nosso estudo observado é que as doses totais
de energia foram diferentes para as duas rotas de entrega (45 J vs 15 J). Estudos
adicionais usando uma gama mais ampla de doses de energia s&o necessarias para

tirar conclusodes firmes.

Esses achados destacam o potencial da FBM local como tratamento
adjuvante da CU, uma vez que exerce efeitos benéficos em varios aspectos da
doenca, incluindo inflamacéao, dano tecidual e resposta imune.

No entanto, mais pesquisas sao necessarias para compreender
completamente os mecanismos subjacentes aos efeitos observados e otimizar os
parametros da FBM para o tratamento da CU.

Sendo assim, nossos resultados apoiam a nocao de que o FBM local é
promissor como uma abordagem terapéutica para melhorar o0 manejo e o0s

resultados da CU.
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