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ARTIGO ORIGINAL

Inibicao da expressao de ciclooxigenase 2 em feridas
cutaneas de camundongos NOD submetidos a terapia a
laser de baixa intensidade

Inhibition of cyclooxygenase 2 expression in NOD mice cutaneous wound by low-level laser therapy
Carolina de Lourdes Julido Vieira Rocha', Adeir Moreira Rocha Junior?, Beatriz Julido Vieira Aarestrup?, Fernando Monteiro Aarestrup®

Resumo

Contexto: A terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido relatada como importante moduladora da cicatrizagdo de feridas cutdneas
aumentando a proliferagdo fibroblastica associada ao aumento da expressdo da citocina fator transformador de crescimento- 32 (TGF-BB2).
Objetivo: No presente estudo foram avaliados os efeitos da LLLT sobre a expressdo da enzima ciclooxigenase 2 (COX2) no sitio do reparo tecidual
utilizando o modelo experimental com camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) para estudar a cicatrizagéo de feridas cutaneas.

Métodos: Foram utilizados 30 camundongos NOD, destes 14 ficaram diabéticos e foram divididos em dois grupos: o grupo | (n=7) foi submetido a
um procedimento cirtrgico de feridas cutaneas e o grupo Il (n=7) foi submetido a um procedimento cirlirgico de feridas cuténeas e tratados com
LLLT. O grupo Il foi submetido a LLLT nos seguintes parametros: 15 mW de poténcia, dose de 3,8 J/cm?” e tempo de aplicagdo de 20 segundos. Apds
sete dias do ato cirtrgico e ap6s aplicagdo do laser, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestesia e amostras das feridas foram colhidas
para posterior analise histopatologica, histomorfométrica e imuno-histoquimica.

Resultados: A LLLT promoveu a inibigdo da expressdo da COX2 em feridas cutdneas de camundongos diabéticos.

Concluséo: Em conjunto, os resultados sugeriram que a LLLT é capaz de modular negativamente a expressio da enzima COX2 contribuindo para o
controle da resposta inflamatéria em feridas cutdneas de camundongos NOD.

Palavras-chave: camundongos endogamicos NOD; ciclooxigenase 2; terapia a laser de baixa intensidade.

Abstract

Background: Low-level laser therapy (LLLT) has been reported to modulate the healing of wounds by inducing an increase in fibroblast number
associated with increased expression of the cytokine transforming growth factor-3, (TGF-$3,).

Objective: In the present study, the effect of LLLT on expression of COX2 at the site of tissue repair was evaluated, using an experimental model with
non obese diabetic mice (NOD) to study cutaneous wound healing.

Methods: Thirty NOD mice were used, of which 14 were diabetic and were divided into two groups: group | (n=7) underwent a surgical procedure
of skin wounds and group Il (n=7) underwent a surgical procedure of skin wounds and treated with LLLT. Group Il was submitted to LLLT in the
following parameters: 15 mW of power, dose of 3.8 J/cm? and exposure time of 20 seconds. Seven days after surgery and after laser application,
animals were euthanized with an overdose of anesthesia and tissue samples were collected for subsequent histological analysis, histomorphometry
and immunohistochemistry.

Results: The LLLT has promoted the inhibition of COX2 expression in skin wounds in mice diabetic.

Taken together the results suggest that LLLT modulate the expression of COX2 improved the control of inflammatory reaction in cutaneous wound
lesions in NOD mice.

Conclusion: Taken together, the results suggested that LLLT is able to negatively modulate the expression of COX2 enzyme contributing to the
inflammatory response in cutaneous wounds in NOD mice.

Keywords: mice, inbred NOD; cyclooxygenase 2; laser therapy, low-level.
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Introducdo

O diabetes mellitus (DM) ¢ uma sindrome de etiologia
multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da incapa-
cidade da insulina exercer adequadamente seus efeitos. A
doenga é um problema mundial de saide publica, de in-
cidéncia elevada, em termos de pessoas afetadas, incapaci-
tagdes e mortalidade prematura’. Estudos epidemioldgicos
indicam um aumento consideravel da prevaléncia, tanto do
DM tipo I (DM1) quanto o DM tipo 2 (DM2)% As compli-
cagdes cronicas inerentes ao DM merecem destaque pela
alta morbidade e carater incapacitante como as tlceras de
membros inferiores. Tal processo é denominado pé diabéti-
co que pode acarretar amputa¢ido do membro afetado’**.

Estudos realizados em modelos animais, in vitro e em
humanos a respeito desta doenga estao sendo cada vez mais
difundidos a fim de prevenir, retardar e tratar as possiveis
complicagdes. Novas possibilidades terapéuticas estdo sen-
do preconizadas utilizando a terapia laser de baixa inten-
sidade (LLLT) no processo de reparo tecidual. Esta terapia
demonstra ser um recurso eficaz na diminui¢do do tempo
de reposi¢ao tecidual, ou seja, melhora a qualidade da repa-
racdo tecidual e acelera o processo de cicatrizagdo®®.

Modelos experimentais de diabetes em murinos estdo
sendo amplamente estudados a fim de esclarecer o meca-
nismo fisiopatolégico da doenga. O camundongo diabético
nao obeso (NOD) é amplamente utilizado em trabalhos ex-
perimentais por apresentar um genoma bem definido que
induz o desenvolvimento espontineo de um quadro feno-
tipico de DM1'*,

Diversos pesquisadores tém estudado o papel imuno-
modulador proé-inflamatério da interagdo de mediadores
inflamatdrios, como por exemplo, os efeitos do 6xido nitri-
co (NO) através da elevagdo dos niveis de ciclooxigenase 2
(COX2) no sitio inflamatdrio induzindo a vasodilatagio e
a migragdo de células para o local da lesdo tecidual'*"’. No
presente estudo, avaliou-se o efeito da LLLT sobre a sintese
de COX2 durante a resposta cicatricial em feridas cutineas
em camundongos diabéticos.

Método

Animais

Foram utilizados 30 camundongos NOD, fémeas, com
120 a 150 dias de idade e, em média, 20 gramas de peso. Dos
30 camundongos NOD selecionados para a pesquisa, 14 fica-
ram diabéticos (46,6%). Tal porcentagem é compativel com
a observada na literatura''"*’. Os animais foram obtidos no
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Biotério da Fundaciao Osvaldo Cruz, Salvador (BA). Os ani-
mais foram alojados no Biotério do Nucleo Biomédico da
Faculdade de Medicina da Fundagdo Dom André Arcoverde,
Valenca (R]) e mantidos segundo critérios preestabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal.

Os camundongos selecionados para o experimento
(n=14) foram divididos de forma aleatéria em dois grupos
com sete animais cada: grupo I, controle, composto por ca-
mundongos NOD nao submetidos a LLLT e grupo II, trata-
do, composto por camundongos NOD submetidos a LLLT.

Modelo experimental

Os animais foram submetidos a dosagens glicémicas di-
arias. A avaliacdo da glicemia nos animais foi realizada atra-
vés da coleta de uma gota de sangue da veia dorsal da cauda
e a aferigdo foi feita utilizando-se fitas reagentes de medigao
de glicemia acopladas ao medidor Accu-Check Advantage®.
Foram considerados diabéticos os camundongos NOD que
apresentaram glicemia maior ou igual a 250 mg/dL.

Os animais foram previamente anestesiados com
100 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de xilasina, em segui-
da, foram submetidos a um procedimento cirtrgico para
a remogao de um fragmento circular de tecido cutaneo de
aproximadamente 10 mm de didmetro na regido dorsal
com auxilio de um bisturi. O aparelho utilizado no grupo
tratado foi o Twin Laser de emissdo infravermelha, pulsi-
til, com semicondutores de arsénio e galio, comprimento
de onda de 780 nm, poténcia de pico de 70 mW, poténcia
meédia de saida de 0,5 a 3,5 mW e aplica¢do através de fibra
otica. No grupo controle ndo foi realizado nenhum tratamen-
to; no grupo II, as feridas experimentais foram submetidas a
LLLT nos seguintes parametros: 15 mW de poténcia, dose de
3,8 J/cm?e 20 segundos de aplicagdo. A primeira aplicagao foi
realizada logo apds o ato cirtrgico e uma segunda aplica-
¢d0 48 horas apds o procedimento cirtrgico. Foi realizada
aplicagdo do laser pelo método pontual em um tempo de
20 segundos, englobando a drea central e as bordas adjacen-
tes a lesdo a fim de tratar a drea uniformemente. Decorridos
sete dias do ato cirurgico e apos aplicagio do laser, todos os
animais foram eutanaziados através de sobredose de anes-
tesia. Posteriormente, foram coletadas amostras das lesoes
contendo, na sua profundidade, parte da pele adjacente as
bordas da ferida e todo o tecido cicatricial.

Histopatologia e histomorfometria

Todas as amostras das lesdes cutaneas foram subme-
tidas a analises histopatoldgica e histomorfométrica. As
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amostras de pele foram fixadas em formol tamponado 10%
(pH 7) por periodo minimo de 24 horas. Apés a fixagio,
houve desidratacao gradativa em concentragdes crescentes
de alcool etilico (70 a 100%), diafanizadas em xilol, embebi-
das e incluidas em parafina, conforme métodos histoldgicos
de rotina. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
microtomia utilizando-se micrétomo modelo 820 Spence,
com secdes de 5 um de espessura. Foram realizados cor-
tes histoldgicos em duas diferentes profundidades de cada
amostra coletada. As laminas histolégicas foram mantidas
em estufa para secagem e os cortes submetidos a coloragao
por hematoxilina e eosina para posterior analise.

Foi realizada a captura de imagens com camera digi-
tal e posteriormente avaliadas por sistema computadori-
zado de captura de imagens Axiostar Plus (Zeiss, Berlin,
Alemanha). As imagens de todos os campos microscépicos
de cada amostra foram capturadas com aumento original
de 400X e a contagem de células inflamatdrias e vasos por
campo microscopico foi realizada com auxilio de marcagiao
digital.

Imuno-histoquimica

O estudo imuno-histoquimico foi realizado através do
emprego do método do complexo avidina-biotina peroxi-
dase anti-peroxidase (ABC) para verificar a expressdo de
COX2, afim de elucidar o mecanismo de a¢do da LLLT em
lesdes cutaneas de camundongos diabéticos.

O método foi realizado nas seguintes etapas: a) Fixa¢do
em acetona (10 min); b) Reidratagdo dos cortes em PBS, pH
7,4 (10 min); c) Bloqueio da peroxidase enddgena com solu-
¢do de perdxido de hidrogénio 0,4% (30 min); d) Lavagem
em PBS (10 min); e) Incubagdo com soro normal de cavalo
(Vector Laboratory, Inc., Burlington, Califérnia, EUA) em ca-
mara umida (20 min); f) Incuba¢ao com o anticorpo prima-
rio policlonal anti-COX2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Califérnia, EUA), dilui¢do 1:100 (1 h); g)
Lavagem em PBS (10 min); h) Incubagdo com anticorpo se-
cunddrio de cabra biotinilado anti-IgG de coelho (Dakopatts,
Copenhagen, Dinamarca) dilui¢ao 1:100 em PBS (30 min); i)
Lavagem em PBS (30 min); j) Incubagido com tampao acetato
0,2 M, pH 5,2 (10 min); I) Revelagdo do produto da reagdo
imunolégica empregando a solu¢do de 3-amino-9-eticar-
bazol (1 a 3 min); m) Lavagem em dagua corrente (10 min);
n) Contracolora¢do com hematoxilina de Harris (1 min); o)
Lavagem em agua corrente (10 min); p) Montagem da lami-
na com Elvanol (polivinilalcool) e laminula.

O controle da reagdo imuno-histoquimica foi realizado
omitindo-se, em alguns cortes, a etapa de incubagdo com o
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anticorpo primario. Imagens dos campos analisados foram
obtidas através do sistema computadorizado de analise de
imagens, AxioVision (Axiostar Zeiss, Carl Zeiss, Hamburg,
Alemanha). Foi realizada captura de imagens de quatro
campos aleatorios de cada lamina histolégica com came-
ra digital (aumento total 400X) do microscépio modelo
Axiostar Plus (Zeiss, Berlin, Alemanha). Ao final do expe-
rimento com auxilio de marcacéo digital, as imagens foram
arquivadas e submetidas & contagem de células inflamato-
rias e numero de vasos sanguineos.

Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi obtida utilizan-
do-se os métodos ndo-paramétricos Mann-Whitney e o
teste t de Student com nivel de significancia p<0,05.

Resultados

No sétimo dia pds-operatorio, a observagio clinica das
amostras das lesdes cutaneas dos animais de ambos os gru-
pos do experimento apresentava uma pequena quantidade
de coagulo sobre a superficie da ferida, com presenca de
vasos sanguineos na profundidade da hipoderme.

As lesoes cutaneas do grupo controle apresentaram pa-
drédo de repara¢io tecidual em fase inicial, com formac¢ao
de crosta e bordas elevadas com centro avermelhado de-
vido & presenca de tecido de granulagdo na drea lesionada.
Entretanto, as lesdes cutineas dos animais tratados com
LLLT apresentaram aspecto de adiantada reparagio tecidu-
al, inclusive com presenca de pelos.

A anilise histopatologica revelou, nas amostras dos
animais do grupo controle, uma discreta proliferacao epi-
telial, porém com ampla area de material fibro-necrético
sobre a lesdo. Nestas amostras cutaneas foi evidenciado um
infiltrado inflamatério mononuclear bem desenvolvido,
representado principalmente por linfocitos e macréfagos.
Nos animais do grupo tratado, foi constatada uma diminui-
¢do da intensidade do infiltrado inflamatério (Figuras 1A
e 1B). A andlise histomorfométrica revelou que embora a
LLLT promova a diminui¢do do desenvolvimento do infil-
trado inflamatdrio, estatisticamente o resultado néo foi sig-
nificante (p<0,05). Os resultados acima mencionados sao
apresentados no Grafico 1.

A avaliagdo do numero de vasos sanguineos por cam-
po microscopico (Grafico 2) revelou que as feridas cutaneas
dos animais tratados com a LLLT apresentavam uma quan-
tidade maior de vasos sanguineos quando comparadas com
as amostras do grupo controle. Entretanto, similar ao que
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foi observado na anélise da intensidade do infiltrado infla-
matodrio, os resultados nio foram estatisticamente significa-
tivos (p<0,05).

A presenca de células inflamatdrias produtoras de
COX2 foi avaliada utilizando-se 0 método imuno-histoqui-
mico. Os animais que foram submetidos a LLLT apresenta-
vam uma porcentagem significativamente maior de células
inflamatdrias expressando a enzima COX2 (Grifico 3), evi-
denciada pela marcagdo intracitoplasmatica (Figuras 2A e
2B), quando comparados aos animais do grupo controle.

Discussao

Em 2007, a populagdo brasileira entre 20 e 79 anos de
idade contava com 119 milhoes e 519 mil individuos, entre
os quais a International Diabetes Federation (IDF) consta-
tou que 6 milhdes e 913 mil (5,8%) eram portadores de dia-
betes. Diante disto, a IDF realizou um célculo de prevalén-
cia desta mesma populagio para o ano de 2025 e constatou
um crescente aumento percentual de 11,4% (17 milhoes e
627 mil pacientes)’. Além da taxa de incidéncia, destaca-se
o fato de que algumas complica¢des inerentes ao diabetes
levam o paciente a morbidade e mortalidade prematuras.
As complicagdes cronicas mais comuns apresentadas por
estes individuos sdo as doengas cardiovasculares (infarto
agudo do miocardio), os acidentes vasculares cerebrais,
as nefropatias, as neuropatias, as retinopatias diabéticas e
o pé diabético'. Os pacientes portadores de diabetes pos-
suem deficiéncia cicatricial apresentando evolugdo mais
lenta na reparagéo de lesdes quando comparados a pessoas
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Grafico 1. NUmero de células inflamatérias no sétimo dia pos-operatorio.

- Grupo controle
307 |:| Grupo tratado

NUmero de vasos sanguineos
por campo microscopico
_

w
1

Grupos

Resultados expressos em médiatdesvio padrao..

Grafico 2. Nimero de vasos sanguineos no sétimo. dia pés-operatrio.

Figura 1. Corte histoldgico de amostra cutédnea de camundongos non obese diabetic. (A) Grupo controle apresentando infiltrado inflamatério mono-
nuclear difusamente distribuido (setas), coloracio por hematoxilina e eosina, aumento original 400X. (B) Grupo tratado apresentando escasso infil-
trado inflamatério mononuclear (setas), coloragédo por hematoxilina e eosina, aumento original 200X.
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saudaveis. Isto explica o fato dos diabéticos serem mais sus-
ceptiveis a morbidades inerentes a doenga o que dificulta
0 processo cicatricial, como o risco aumentado para infec-
¢Oes, evolugdo da ferida, podendo levar a amputacio do
membro afetado'®

Diante tal realidade, esclarecimentos sobre a doen-
¢a, modelos animais portadores de diabetes vém sendo
utilizados em pesquisas na busca de respostas sobre as
complicagdes inerentes a doenga e meios de evitd-la'>"3.
Estas pesquisas envolvem, classicamente, dois modelos
experimentais em animais com DMI1 espontanea: ra-
tos biobreading (BB) e camundongos non obese diabetic
(NOD). Estes modelos sdo suficientemente bem caracte-
rizados para se tracar um paralelo com estudos clinicos
em humanos'>".

- Grupo controle
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Resultados expressos em médiatdesvio padréo; *nivel de significincia p<0,05.

Grafico 3. Porcentagem de células com marcagao positiva para cicloox-
igenase 2 no infiltrado inflamatoério.
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Fisiologicamente, o processo de cicatrizagdo de fe-
ridas passa por uma sequéncia de eventos que envolvem:
hemostasia, inflamagéo (limpeza), proliferacio, amadureci-
mento ou remodelamento e desconstruc¢do ou digestao® .
Quando ocorre uma lesdo tecidual, o processo de reparo
¢ modulado pela atividade celular das células da resposta
inflamatdria e das células da borda da lesdo e por uma rede
de citocinas e de fatores de crescimento que influenciam a
migracdo, a proliferacdo e a diferenciagio celular para o lo-
cal da lesdo tecidual®*¥.

O TGEF-P2 é uma citocina pro-inflamatéria envolvida
em processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo remo-
delamento vascular (angiogénese e neogénese) e fibrose
cutdnea’®®*. Ainda, este mediador regula multiplas fun-
¢oes celulares, incluindo a atividade mitética e a indugio
a diferenciagdo celular’*. Através deste controle, também
influencia o aumento da populacdo de fibroblastos que
depositam a matriz extracelular (MEC) via sintese de co-
lageno e inibe a ativagdo de proteases que degradam esta
matriz®®. Estudo realizado em nosso laboratdrio, utilizando
a LLLT como tratamento de feridas cutdneas em modelo
experimental em ratos Wistar, demonstrou niveis elevados
de TGF-B no grupo tratado em compara¢ao com o grupo
controle. Os resultados sugeriram que a LLLT é um método
util e ndo invasivo para regular a intensidade da reagao in-
flamatéria, sendo instrumento importante na cicatrizagdo
de feridas cuténeas®.

Estudo envolvendo tratamento com LLLT na isquemia
cerebral induzida experimentalmente sugere que este tipo
de terapia pode inibir a produ¢iao do NO e regular a ex-
pressdo da citocina TGF-2 que apresenta potencial anti-
-inflamatorio além de induzir a proliferagio fibroblastica,

Figura 2. Corte histoldgico de amostra cutdnea de camundongos non obese diabetic. (A) Grupo controle apresentando inimeras células com mar-
cagio positiva para COX2 (setas), coloragdo por imuno-histoquimica, aumento original 400X. (B) Grupo tratado apresentando pequeno nimero de
células com marcagdo positiva para COX2 (setas), coloragdo por imuno-histoquimica, aumento original 400X.
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controlando o processo cicatricial”. Diversos pesquisadores
também tém estudado o papel imunomodulador pré-infla-
matdrio do NO através da elevacao dos niveis de COX2!*77.
A COX2 pertence a familia de enzimas que convertem o
acido araquiddnico em prostaglandina (PG). A forma indu-
zivel desta enzima é estimulada por citocinas inflamatérias,
lipopolissacarideos (LPS) e fatores de crescimento (FC)**%.

O presente estudo evidenciou maior quantidade de vasos
sanguineos nas lesdes no grupo tratado quando comparado
ao grupo controle. Em relagdo as células inflamatdrias, obser-
vou-se maior quantidade de infiltrado inflamatdrio no grupo
controle quando comparado ao grupo tratado, além do gru-
po submetido a LLLT apresentar uma cicatrizagdo mais bem
organizada. Entretanto, a andlise histomorfométrica revelou
que a reducdo da intensidade do infiltrado inflamatério e a
indugio do processo de reparagao tecidual ndo foram estatisti-
camente significativas quando comparadas aos dados obtidos
das amostras cutaneas dos animais do grupo controle. Estes
dados sdo diferentes dos estudos anteriores®*** que demons-
tram significancia estatistica no potencial anti-inflamatério e
pro-cicatricial da LLLT em animais convencionais®*”*.

Estes estudos acima mencionados reportam a hipdtese
de que o desenvolvimento do diabetes interfere substancial-
mente com a resposta inflamatéria e cicatricial. Em ratos
Wistar ndo diabéticos foi constatado que a LLLT induz a
sintese de TGF-B¢. E possivel que citocinas importantes
como TGF-f que controlam o desenvolvimento do proces-
so inflamatorio, a proliferagio fibroblastica e a formagéio de
Nnovos vasos sanguineos apresentem uma expressao tecidual
alterada em camundongos diabéticos.

No presente estudo utilizou-se o método imuno-histoqui-
mico para avaliar a expressdo da enzima COX2 pelas células
inflamatdrias nas feridas cutaneas em camundongos NOD. Foi
constatada uma redugdo significativa da expressao de COX2
em animais tratados com a LLLT. Esta diminui¢io foi associa-
da a redugdo do infiltrado inflamatério e ao aumento de nu-
mero de vasos sanguineos nos animais tratados com LLLT.

Conclusao

Em conjunto, os resultados sugerem que a LLLT é capaz
de modular negativamente a expressdo da enzima COX2
contribuindo para o controle da resposta inflamatéria em
feridas cutédneas de camundongos NOD.
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