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Uso combinado da laserterapia de baixa poténcia e da
inibicao da ciclooxigenase-2 na reepitelizacao de ferida
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Combined use of low level laser therapy and cyclooxygenase-2 selective
inhibition on skin incisional wound reepithelialization in mice: a preclinical study
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Resumo: FUNDAMENTOS: A laserterapia de baixa poténcia e os inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (ICOX2) vem sendo muito utilizados
para modular a resposta inflamatéria, entretanto, os seus efeitos na reepitelizacio de feridas nio sio bem compreendidos.

OBJETIVO: Avaliar os efeitos isolados e combinados da laserterapia de baixa poténcia e da ICOX2 na reepitelizacio de ferida incisional na
pele de camundongos.

Mttopo: Foi induzida uma ferida de 1 cm no dorso de cada camundongo, que foram divididos em quatro grupos (N=20): Controle,
Laserterapia, Tratados com celecoxib e Terapia conjugada. Os animais dos grupos celecoxib e Terapia conjugada foram tratados com celeco-
xib por 10 dias antes da incisao cutinea. As feridas experimentais foram irradiadas com laserterapia de baixa poténcia He-Ne (632nm, dose:
4J/cm2) em varredura, por 12 segundos durante trés dias consecutivos nos grupos Laserterapia e Terapia conjugada. Os animais foram sacri-
ficados no 3° dia de pds-operatério. Amostras das feridas foram coletadas e coradas (Tricromio de Masson) para andlise histomorfométrica.
ResuLtapos: Tanto o grupo Laserterapia, quanto o grupo celecoxib, mostrou aumento da reepitelizacio cutinea em relagio ao grupo
Controle, entretanto, o grupo Terapia conjugada nio apresentou diferencas. Quanto a queratinizagio o grupo Laserterapia e Terapia con-
jugada apresentaram reducdo dos queratindcitos, comparados com o grupo Controle.

CoNcLusOEs: Os resultados mostram que o uso da laserterapia de baixa poténcia e da ICOX2 isoladamente aumentam as células epiteliais,
mas somente a laserterapia de baixa poténcia reduziu os queratinécitos cutineos. O tratamento conjugado restabelece a reepitelizacao
inata e dimunui a queratinizacao, embora ocorra uma acelerada contracio da ferida com melhora na organizacao da ferida na pele de
camundongos.

Palavras-chave: Cicatrizagdo; Células epiteliais; Inibidores de ciclooxigenase 2; Queratindcitos; Terapia a Laser

Abstract: BACKGROUND: Low level laser therapy and cyclooxygenase-2 (ICOX2) selective inhibitors have been widely used to modulate
inflammatory response; however, their effect on wound reepithelialization are not well understood.

OsJecTIVE: To evaluate the isolated and combined effects of low level laser therapy and ICOX2 in the reepithelization of skin incisional
wounds in mice.

METHODS: We induced a 1-cm wound on the back of each mouse, which were divided into four groups (N = 20): control, laser therapy,
treated with celecoxib and combined therapy. The animals in the celecoxib and combined therapy groups were treated with celecoxib for
10 days before skin incision. The experimental wounds were irradiated with He-Ne low power laser (632nm, dose: 4J/cm2) in scanning for
12 seconds during three consecutive days in the laser therapy and combined therapy groups. The animals were sacrificed 3 days after sur-
gery. Samples of the wounds were collected and stained (Masson's Trichrome) for histomorphometric analysis.

Resurrs: Both the laser therapy group and the celecoxib group showed an increase in skin reepithelialization compared to the control
group; however, the combined therapy group showed no differences. As for keratinization, the laser therapy and combined therapy groups
showed a reduction in keratinocytes compared with the control group.

CoNcLUSION: The results show that the use of low level laser therapy and ICOX2 in isolation increases epithelial cells, but only low level
laser therapy reduced skin keratinocytes. The combined treatment restores innate epithelialization and decreases keratinization in spite of
accelerating wound contraction with improvement in the organization of the wound in the skin of mice.
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INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas cutaneas é um proces-
so dinimico que envolve células sanguineas, media-
dores celulares, matriz extracelular (MEC) e células
parenquimatosas. De maneira classica, trés fases ocor-
rem consecutivamente no processo de reparo cuti-
neo: inflamacdo, proliferacdo (formacao do tecido
granulado) e regeneracdo (remodelamento tecidual).
A compreensao dessas fases permite a identificagao de
uma cicatrizacao normal da pele; o reconhecimento
de quando uma intervengio é necessaria, e a coerén-
cia quanto 2 aplicacio de uma terapia adjuvante."” Nas
fases inflamatoria e proliferativa, ou seja, primeira e
segunda fases do processo de reparo cutineo, os que-
ratinécitos na borda de uma ferida epidérmica
migram, proliferam, e diferenciam-se a fim de cobrir a
superficie exposta da ferida; em seqiiéncia neutrofi-
los, macrofagos e capilares produzem um novo tecido
de granulagio. Cada passo deste intricado processo
pode ser regulado por inimeras substincias bioativas
liberadas no local e/ou oriunda do sistema, as quais
incluem citocinas inflamatorias, fatores de crescimen-
to, componentes da MEC, prostandides, além de
espécies reativas de oxigénio (ERO).""

Estudos cldssicos mostram que as prostaglandi-
nas (PGs), prostanéides formados pelas acoes das fos-
folipases (isomerases teciduais especificas) no acido
araquidénico (AA) dos fosfolipides da membrana
celular, estio diretamente envolvidas no processo de
reparo tecidual. Dentre as inameras fungoes das PGs
estd o controle local do metabolismo tissular e conse-
quentemente da dinamica de cicatrizacao de feridas
cutaneas. As enzimas lipooxigenase (LOX) e ciclooxi-
genase (COX) sao duas classicas dessas isomerases
teciduais que convertem AA em PGs."” Atualmente,
estio identificadas duas isoformas de COX, uma
forma constitutiva (COX7) e outra forma homodloga
induzivel (COX5).

As drogas antiinflamatérias nao-esteroidais
(AINEs) estao entre os agentes terapéuticos mais utili-
zados para modular a resposta inflamatéria aguda
(RIA) no processo de reparo tecidual. Hi muito se
sabe que essas drogas exercem seus efeitos na RIA
pela inibi¢ao da sintese de PGs. Assim, os AINEs atual-
mente disponiveis sao utilizados para inibir a sintese
de PGs e de enzimas como as COXs modulando a
RIA.”® Em adicio, estd estabelecido que o uso de ini-
bidores seletivos das ciclooxigenases (ICOX), além de
inibir a sintese de PGs, também reduzem a sintese e a
biodisponibilidade do oxido nitrico (NO), o que inter-
fere na estrutura e funcionalidade da pele lesada
retardando o processo de reparo inato.”

O laser é uma forma de amplificacao da luz por
emissao estimulada de radiacao; o termo originou-se
da abreviacao: Light amplification by stimulated

emission of radiation, estando basicamente classifica-
do como de “alta poténcia” e de “baixa poténcia”. A
terapia laser de baixa poténcia (LTBP) tém sido ampla-
mente utilizada em indmeras areas biomédicas, prin-
cipalmente, com objetivo de modular a resposta infla-
matoria e acelerar o processo de reparo tecidual. """
Recentes investigacoes demonstram a influéncia da
LTBP na dinamica de cicatrizacio da pele e de outros
tecidos, entretanto, apresenta ainda algumas contro-
vérsias, devido a grande variabilidade e divergéncia
nos parametros de irradiacao, além das discrepancias
nos achados biolégicos.'*"* Estudos prévios em nosso
laboratério e de outros autores tém sugerido que a
foto-estimulacao pelo laser parece ocorrer durante as
fases inflamatérias e proliferativas da cicatrizacgao, jus-
tamente devido a suas interferéncias na biomodulacao
dos eicosanodides, principalmente as PGs, e no sistema
enzimatico oxidativo cutaneo."*>'""”

Deste modo, tornam-se oportunos estudos que
mostrem os efeitos dos tratamentos combinados na
cicatrizacio de feridas cutaneas, uma vez que tanto a
laserterapia, quanto o uso de ICOX atuam no mesmo
periodo do processo de reparo, ou seja, ambos os tra-
tamentos isolados afetam as fases inflamatoria e proli-
ferativa da cicatrizacio da pele em animais e huma-
nos. Diante disso, o objetivo do presente estudo pré-
clinico foi avaliar os efeitos isolados e combinados da
terapia laser de baixa poténcia (LTBP) hélio-neonio
(He-Ne, 632nm) e da inibigao seletiva da ciclooxigena-
se-2 (ICOX,) na reepitelizagao de feridas cutineas
cirargica em camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 camundongos suigos
machos (Webster) com 12 semanas de idade e peso
corporal variando de 30-35 gramas, provenientes do
Biotério-CCS/UFES. Durante o experimento 0s ani-
mais foram mantidos em gaiolas individuais em
ambiente amplo, com temperatura controlada a 22°C
e iluminacao artificial, sendo o fotoperiodo de 12 h
claro/12 h escuro; a alimentacio (Purina®) e 4gua
foram mantidas ad libitum. Os camundongos foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos (N= 5,
cada grupo): 1- Controle (CT); 2- Laseterapia de baixa
poténcia (LS); 3- Tratados com ICOX, (CE) e 4-
Terapias conjugadas (CE+LS).

A investigacao foi conduzida de acordo com as
normas estabelecidas pelo Guide care and use of
laboratory e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), sob parecer n°® 004/2007.

Dez dias antes do procedimento cirdrgico
(inducao da ferida), 10 camundongos foram previa-
mente tratados com Celebra” (celecoxib, Pfizer Ind.,
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Guarulhos, SPB, Brasil) na dose de 50 mg.Kg’l,corrigi-
da diariamente pelo peso corporal, administradas por
gavagem (VO), garantindo assim os efeitos da droga.
No 10° dia de tratamento com inibidor (ICOX5), os
animais foram anestesiados com solucao anestésica
contendo Ketamina + Xylazina (100 ml + 10 mg.Kg",
respectivamente, via intraperitoneal), a regiao dorso-
tordcica (Ty - T5) dos camundongos foi depilada,
limpa e, com auxilio de um bisturi, foi realizada uma
ferida incisional de 1cm de comprimento em todos os
animais experimentais. Em sequéncia, foram realiza-
das as suturas da pele com Steri Strip (3M®, Sao Paulo,
Brasil). Ap6s a sutura, foi irradiada a LTBP por um
equipamento laser disponivel comercialmente (KLD
Biosystems, Sio Paulo, SP, Brasil) com as seguintes
caracteristicas: semicondutores de hélio e ne6nio (He-
Ne), ondas continuas, comprimento de onda de 632
nm, poténcia de pico de 5 mW, poténcia média de
saida de 0,5 a 3,5 mW e aplicagao através de fibra 6tica
(spot size, 1,5 cm). As feridas experimentais foram
irradiadas nos seguintes parametros: dose de 4J/cm’
por 12s, em cada uma das aplicagoes nos grupos laser
(LS) e terapia conjugada (CE+LS). As irradiacoes laser
foram realizadas pelo método de “varredura” no com-
primento total de cada ferida (sutura), permitindo
assim seu tratamento uniforme. A primeira aplicacio
laser ocorreu logo apds o ato cirurgico e as demais
aplicacoes nos dias subseqiientes, totalizando trés
dias de tratamento. No grupo controle nao se utilizou
nenhuma forma de tratamento. No terceiro dia de
poOs-operatério, os animais foram sacrificados em
camara de CO,, conforme recomendacao do COBEA.
Amostras de todas as lesoes cutineas foram coletadas
de maneira a incluir parte da pele adjacente as bordas
unidas da ferida incisional e de todo o tecido cicatri-
cial em sua profundidade.***

As amostras das lesdes cutineas obtidas foram
fixadas em paraformaldeido-10% (pH 7.0) por perio-
do minimo de 24 horas. Apés a fixacio as amostras
foram desidratadas gradativamente em concentragoes
crescentes de alcool etilico (70% a 100%), diafaniza-
das em xilol, embebidas e incluidas em parafina, con-
forme métodos histolégicos de rotina. Os fragmentos
incluidos em parafina foram cortados utilizando-se
micr6tomo modelo “820” Spence, obtendo-se pares
de secoes de 6um de espessura. As laminas histologi-
cas foram mantidas em estufa para secagem, e os cor-
tes de tecido posteriormente submetidos a coloracao
por Tricromio de Masson (TM), para posterior analise
histolégica. Foi realizada captura de imagens de qua-
tro campos microscopicos de cada lamina histologica
com camera digital (aumento total 100x) do microscé-
pio 6ptico modelo AX70 Plus (Olympus®, Tokio,
Japao). As anilises histomorfométricas foram realiza-
das e avaliadas através de imagens capturadas por sis-
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tema computadorizado de imagens Sigma-pro®
(Sigma, St Louis, MO, USA), e armazenadas em PC. Ao
final do estudo dez pares de imagens foram arquiva-
dos, totalizando 50 corte histolégicos, os quais foram
submetidas 2 contagem da fracio volumétrica (mm?)
de queratindcitos (queratinizagio) e de epitélio (ree-
pitelizacao) com auxilio de marcagao digital por con-
traste de cor.””

Inicialmente foi realizada uma estimativa ideal
para amostragem através do software Statemat® 2.0,
com poder de teste de 90% e erro de alfa de 0.05, que
indicou cinco animais por grupo, totalizando 20 ani-
mais experimentais. Na avaliacio dos dados realizou-
se o teste de normalidade (shapiro-wilk) e analise de
varidncia (ANOVA) uma via, seguida do o teste nao-
paramétrico de Mann-Witney U, através do software
Prism 5.0° (GraphPad, San Diego, CA, USA). Os valo-
res foram expressos como média * erro padriao (EP)
e o nivel de significincia minimo adotado para todas
as analises foi de p & 0,05.

RESULTADOS

As observacoes histologicas das amostras das
feridas cutineas de todos os animais evidenciaram
pequena quantidade de material fibronecrético (coa-
gulo) sobre a superficie com presenca nitida de vasos
sangiiineos na profundidade da hipoderme; pouco ou
nenhum exsudato na area da sutura. As feridas cuta-
neas do grupo controle (CT) exibiam padrao de repa-
racio tecidual em fase inflamatéria (3° dia de pds-ope-
ratorio), com formacio de crosta e bordas elevadas,
com centro avermelhado, devido a presenca de irriga-
cao sangiliinea na darea, o que parecia ter aspecto de
tecido de granulacao, compativel com o padriao nor-
mal de cicatrizagao (Figura 1A). As feridas do grupo
tratado com LTBP He-Ne (LS) apresentavam acelerada
reparacio mostrando um adiantado restabelecimento
morfofuncional tecidual, exibindo cicatriz delineada
com bordos bem evidentes e porcao central com
pequeno desnivel, além do aumento expressivo da
reepitelizagao (Figura 1B). Nas feridas do grupo trata-
do com ICOX, (CE) havia padrao de reparacao inicial
(fase inflamatéria), algum coagulo, sem demarcacao
de bordas da ferida, embora com a presenga acentua-
da de tecido de granulagio e grande aumento na ree-
pitelizacao (Figura 1C). Por outro lado, a terapia com-
binada (CE+LS) apresentou menos material fibrone-
crético com uma reeptelizacao similar ao controle,
entretanto, mostrou uma adiantada contracao da feri-
da incisional, melhor organizacio do botao cicatricial
com aparente aceleracao do processo de reparo, com-
pativel com 7° a 9° dia de pés-operatério (FiguralD).

Na histomorfometria epitelial apresentada no
grafico 1A, os resultados obtidos mostraram um signi-
ficante (p < 0,01) aumento do grau de reepitelizacao
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nos grupos LS (16,9 = 0,8 mm’) e CE (19,1 * 0,8
mm’) quando comparados ao grupo CT (12,6 + 0,8
mmz), no entanto, o grupo CE+LS (11,8 = 0,6 mmz)
mostrou uma restauracao dos padroes basais de ree-
pitelizacao, indicando que a combinagao das técnicas
eliminou seus efeitos isolados. Ja na fragao volumétri-
ca de queratindcitos, grafico 1B, os resultados mostra-
ram uma significante (p < 0,05) reducdao nos grupos
LS (6,4 = 0,2 mm®) e CE+LS (5,3 = 0,5 mm®) quando
comparados ao grupo CT (8,1 = 0,4 mm®), todavia no
grupo CE (8,1 = 0,8 mm®) nio houve efeitos significa-
tivos. Sugerindo que a LTBP, mas nao a ICOX, modu-
la a migragao e diferenciacio de queratindcitos na
ferida cutinea de camundongos.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstra os efeitos da
LTBP (He-Ne) e da inibicao da enzima COX, (cele-
bra®) sobre a reepitelizacio de feridas cirtrgicas,
quando utilizadas de forma isolada e combinadas. Os
dados obtidos mostraram que tanto a LTBP (He-Ne),
quanto a ICOX; isoladamente aumenta o grau de ree-
pitelizacio na pele de camundongos. No entanto, os
resultados mostraram também que a combinacao dos
tratamentos aboliu os efeitos isolados na reepiteliza-
cao e reduziu o grau de queratinizagio dos animais
experimentais, embora, também tenha demonstrado
que essa combinac¢iao de tratamento promoveu uma
adiantada contracao da ferida incisional com melhora

na organizacao do botao cicatricial na pele de camun-
dongos sadios.

A resposta inflamatoéria induzida pela lesao epi-
dérmica provoca a migragao de mondcitos, principal-
mente queratindcitos e neutroéfilos, que realizam um
ripido consumo de oxigénio (Oy) local.*" Esse meca-
nismo ativa a NADPH-oxidase epidérmica, catalisando
a transferéncia de elétrons da NADPH para o O, for-
mando o anion superoxido (O37), que em maior quan-
tidade ativam enzimas antioxidantes e a 6xido nitrico
sintetase (NOS). Acredita-se que a laserterapia reduz
esse consumo de O, local dos neutrofilos e macrofa-
gos, estimula a atividade fagocitaria dos leucécitos e a
diferenciacio dos queratindcitos ocasionando a dimi-
nuindo a formagao de O,” e conseqlientemente redu-
zindo a duragao da fase inflamatéria do processo de
reparo.'®*"* Essa reduc¢io das ERO pela LTBP descritas
na literatura, também pode estar associada a um meca-
nismo de reabsor¢ao mitocondrial, sugerindo que o
O," pode ser uma fonte de elétrons para a fosforilagao
oxidativa do difosfato de adenosina (ADP) em trifosfa-
to de adenosina (ATP).”* Em adicio, outros estudos
descrevem que a LTBP influencia diretamente nos
niveis do estresse oxidativo cutineo, através da altera-
cao das enzimas antioxidantes e da NOS, alterando a
producao de ERO como o peroxinitrito (OONO), que
¢ um forte oxidante com potencial para destruir com-
ponentes celulares criticos.””"*"** Alguns estudos des-
tacam ainda que possivelmente haja uma relacio dose

FIGURA 1: Montagem de
fotomicrografia de feridas
cutaneas de camundongos
nos grupos controle (CT, A),
laserterapia He-Ne (LS, B),
tratado com celecoxibe (CE,
C) e tratado com terapia
combinada (CE+LS, D). As
setas mostram o grau de
reepitelizacao nas feridas
cutineas de todos os grupos
(Tricromio de Masson,
escala de barra: 0,1 mm)

Montagem de fotomicro-

grafia de feridas cutaneas
de camundongos
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GRAFICO 1: Determinacao da
fracao volumétrica (mm2) de
células epiteliais A. e de querat-
in6citos B. em pele de
camundongos no 3° dia de pds
operatério nos grupos controle
(CT), laserterapia He-Ne (LS),
tratado com celecoxibe (CE) e
tratado com terapia combinada
(CE+LS). Dados expressos como
média * erro padrio da média
# (EPM). Foi utilizado o teste de
Mann-Witney U para nas varidveis
ndo-paramétricas. Sendo  *
p&nbsp;&lt; 0,05 ** p&nbsp;&lt;
0,01 vs. CT e ## p&nbsp;&lt;
e 0,01 vs. LS e CE

*
*

7
:

Queratindcitos

Determinacao da fragao volumétrica (mm?2) de células epiteliais (A) e de queratinécitos (B)
em pele de camundongos no terceiro dia de pds operatdrio

e tempo-dependente da LTBP sobre a produciao de
ERO e radicais livres no tecido cutaneo.”” Segundo
Karu et al.”** e outros autores™* a exposi¢io da LTBP
estimula uma atividade eletroquimica mitocondrial
extra € um concomitante aumento na sintese de trifos-
fato de adenosina (ATP), além do aumento na concen-
tragao intracelular de calcio (Ca+2), exercendo efeitos
sobre a sinalizacao celular aumentando a atividade da
NOS nas células endoteliais, o que favoreceria uma
citoprotecao aos danos ocasionados pela lipoperoxida-
¢do induzida pela LTBP'*"

Adicionalmente, investigagoes recentes tém
mostrado que a isoforma induzivel do 6xido nitrico
(iNOS), um pequeno radical livre formado do aminoa-
cido L-arginina, participa da primeira fase da cicatriza-
¢ao de feridas, através das células inflamatoérias, prin-
cipalmente os mondcitos: neutréfilos e leucdcitos
presentes no processo de cicatrizacio cutanea.”>'?**
Também € descrito que o oxido nitrico (ON) produzi-
do pela ativacao da enzima iNOS nos mondcitos, par-
ticipa da sinalizacao para deposi¢ao de tecido de gra-
nulacao, de colageno, e para contracao da ferida (for-
macao do botao cicatricial) por vias distintas em
modelos animais de cicatrizacio de feridas.*'*">'"*"*
Alguns autores mostram ainda efeitos bioestimulato6-
rios da LTBP sobre as citocinas inflamatorias, através
da modulagio da expressio génica de varios fatores
de crescimento, como fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transfor-
mador beta (TGF-f), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e interferon gama (IFN-y), os quais também
estio potencialmente envolvidos no processo cicatri-
cial de feridas cutianeas.”*” Esses efeitos de regulacio
do estresse oxidativo cutaneo, de biomodulagio das
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento pode-
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riam estar relacionados com os achados histolégicos
observados neste estudo, em relacao ao tratamento
isolado de LTBP (He-Ne).

No grupo tratado isoladamente com inibidor da
COX,; os resultados mostraram um acentuado aumen-
to de células epiteliais nas feridas cutineas sem altera-
¢oes nos queratindcitos (Grafico 1A e 1B). Esses efeitos
podem ter ocorrido devido a reducao na formacao
local das PGs produzidas pelos AINES classicos, além
do importante papel dos AINES em alterar a biodispo-
nibilidade do NO, principalmente os inibidores seleti-
vos da COX;, **"* o que poderia ter promovido o ace-
lerado aumento da reeptelizacao, mas com conseqiien-
te déficit na organizagao do botao cicatricial observado
nos cortes histolégicos e apresentado na Fig, 1C.
Todavia, acredita-se que tanto a COX; como a COX,
sao mediadores-chave da cicatrizacio de feridas cuta-
neas, embora, a COX; torna-se importante somente
quando a COX; estd prejudicada.”*”" Outros estudos
mostram também que a inibicio da COX-1 e COX-2
simultaneamente, pode causar um aumento compen-
satorio no mRNA de COX e de NOS no tecido de repa-
racao, sugerindo papéis distintos e importantes para as
diferentes isoformas de COX e NOS durante a cicatriza-
¢do de feridas cutaneas regular e com déficit.**"

Ja a combinagdo dos tratamentos ICOX, com
a LTBP (He-Ne) promoveu uma redugao da fracao
volumétrica de queratinécitos, o qual poderia
estar associado ao efeito da LTBP (He-Ne) em regu-
lar a expressiao e sintese das citocinas inflamato-
rias envolvidas no processo de reparo, uma vez
que os fatores de crescimento fibroblastico basico
(bFGF) e de queratinécitos (KGF) aceleram a dife-
renciacio celular do tecido de granulacio.'***?*
No entanto, essa combinag¢io de tratamentos niao
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alterou a reeptelizacio de feridas cutinea em
camundongos, porém especula-se que a ICOX
favorece a bioestimulagao da fase inflamatéria pro-
movida pela LTBP (He-Ne), a qual esta caracteriza-
da neste estudo pela adiantada contragao da ferida
incisional com melhora na organizacao do botio
cicatricial, conforme demonstrado na figura 1D e
no grafico 1.
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