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RESUMO

O Diabetes Mellitus € um problema mundial de saude publica, de incidéncia
elevada, em termos de pessoas afetadas e mortalidade prematura. As ulceracdes
em membros inferiores sdo a maior causa de morbidade entre os diabéticos, tendo
como consequéncia a amputacdo. Na presenca desta doenca, o processo cicatricial
€ mais dificultado. Diversos estudos estdo sendo realizados com a utilizacdo da
Terapia Laser de Baixa Intensidade no processo de cicatrizacao e reparo tecidual. A
terapia laser de baixa intensidade tem sido relatada como importante moduladora da
cicatrizacado de feridas cutdneas. No presente estudo, nés avaliamos os efeitos da
terapia laser de baixa intensidade sobre a intensidade do infiltrado inflamatério e
quantidade de vasos sanguineos em feridas cutaneas de camundongos diabéticos
ndo obesos (NOD), adicionalmente, analisamos a expressdo da enzima
ciclooxigenase 2 no sitio do reparo tecidual utilizando o modelo experimental
camundongos NOD para estudar a cicatrizacdo de feridas cutaneas. Foram
utilizados 30 camundongos NOD. Destes, 14 ficaram diabéticos e foram divididos
em dois grupos: grupo | (n = 7), controle, composto por camundongos NOD nao
submetidos a terapia laser de baixa intensidade e grupo Il (n = 7), tratado, composto
por camundongos NOD submetidos a terapia laser de baixa intensidade nos
seguintes parametros: 15 mW de poténcia, dose de 3,8 J/cm?, e tempo de aplicagéo
de 20 segundos. Apds sete dias do ato cirurgico e apos aplicacédo do laser, os
animais foram eutanasiados com sobredose de anestesia e foram colhidas amostras
das feridas para posterior analise histopatoldgica, histomorfométrica e imuno-
histoquimica. Os resultados em conjunto sugeriram que a terapia laser de baixa
intensidade € capaz de modular negativamente a expressdo da enzima
ciclooxigenase 2 contribuindo para o controle da resposta inflamatéria em feridas
cutaneas de camundongos NOD.

Palavras-chave: Terapia Laser de Baixa Intensidade. Cicatrizagdo. Diabetes

Mellitus. Camundongos NOD. Ciclooxigenase 2.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a worldwide problem of public health, the high incidence,
in terms of people affected and premature mortality. Ulcers of the lower limbs
are the leading cause of morbidity among diabetic patients, which resulted in
amputation. In this disease, the healing process is hampered. Several studies
are being conducted with the use of low-level laser therapy in the process of
healing and tissue repair. The low-level laser therapy has been reported as an
important modulator of healing of skin wounds. In this study we evaluated the
effects of low-level laser therapy intensity of the inflammatory infiltrate and
number of blood vessels in wounds of non-obese diabetic mice (NOD), in
addition, we analyzed the expression of cyclooxygenase 2 enzyme at the site
of repair tissue using the NOD mice experimental model to study the healing of
skin wounds. Were used thirty NOD mice, these fourteen 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/lcm2 and exposure time of 20
seconds. Seven days after surgery and after laser application, animals were
euthanized with an overdose of anesthesia and were submitted colleted tissue
samples for subsequent histological analysis, histomorphometry and
immunohistochemistry. A low-level laser therapy has promoted the inhibition of
cyclooxygenase 2 expression in skin wounds in mice diabetic. The results together
suggested that low-level laser therapy is able to negatively modulate the
expression of cyclooxygenase 2 enzyme contributing to the inflammatory response in
cutaneous wounds in NOD mice.

Keywords: Low-level laser therapy. Diabetes Mellitus. Healing. NOD mice.

Cyclooxygenase 2.
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1 INTRODUGAO

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) um problema de saude publica, devido a sua alta incidéncia e prevaléncia, além
do impacto sdcio-econdmico causado pelas morbidades que podem acompanhar a
doenga. A Sociedade Brasileira de Diabetes (2009) estima que a cada cinco segundos
surge um novo caso da doenga no mundo, ou seja, o0 numero de casos mundiais ja
ultrapassou 258 milhdes.

A prevaléncia do DM cresceu de forma vertiginosa nas ultimas décadas nas
Américas e em especial no Brasil. O numero de individuos portadores da doenca no
ano de 2000 nas Américas foi estimado em 35 milhdes. Ja a estimativa para o ano de
2025, chega a marca de 64 milhdes de novos casos. Acredita-se que este aumento nos
paises desenvolvidos ocorre em idade pré-senil e senil devido ao aumento da
expectativa de vida e em virtude do crescimento populacional e do estilo de vida. Nos
paises em desenvolvimento, 0 aumento de casos da doenga atinge todas as faixas
etarias devido, principalmente, as condicbes socio-econdmicas desta populagao
(GASTAL, PINHEIRO, VAZQUEZ, 2007; KING, AUBERT, HERMAN, 1998).

Em 2007, a populagéo brasileira entre 20 e 79 anos de idade contava com 119
milhdes e 519 mil individuos, entre os quais a International Diabetes Federation (IDF)
constatou que cerca de 5,8%, 6.913.000 milhées de pessoas com 20 a 79 anos eram
portadores de diabetes. Diante disto, a IDF realizou um calculo de prevaléncia desta
mesma populacédo para o ano de 2025 e constatou um crescente aumento percentual
de 11,4% dos 17 milhdes 627 mil pacientes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,

1998).
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Além da taxa de incidéncia, destaca-se o fato de que algumas complicagdes
inerentes ao diabetes levam o paciente a morbidade e mortalidade prematuras. As
complicacdes crdonicas mais comuns apresentadas por estes individuos sao as doengas
cardiovasculares (infarto agudo do miocardio), os acidentes vasculares cerebrais, as
nefropatias, as neuropatias, as retinopatias diabéticas e o pé diabético (CARVALHO et
al., 2004).

O pé diabético é caracterizado por lesbes ulceradas em membros inferiores que
quando nao tratadas levam a amputacdo do membro em questdo. Tal lesdo é
responsavel por cerca de 20% das hospitalizagbes o que gera custos onerosos para o
sistema publico de saude (CARVALHO et al., 2004; FERNANDES et al., 2001,
MARGOLIS, BERLIN, STROM, 1999). De acordo com a International Consultative
Section — Working Group on the Diabetic Foot (IWGDF, 2009), 85% das amputagdes
poderiam ser evitadas, porém o que se observa € alarmante: a cada 30 segundos um
membro inferior € amputado em decorréncia do diabetes.

Diante tal realidade, esclarecimentos sobre a doenca, modelos animais
portadores de diabetes vém sendo utilizados em pesquisas na busca de respostas
sobre as complicagdes inerentes a doenga e meios de evita-la (ATKINSON, LEITER,
1999; HOMO-DELARCHE, 2001).

Estas pesquisas envolvem, classicamente, dois modelos experimentais em
animais com Diabetes Mellitus Tipo | (DM1) esponténea: ratos BB (Biobreading) e
camundongos NOD (Non Obese Diabetic). Estes modelos sdo suficientemente bem
caracterizados para se tracar um paralelo com estudos clinicos em humanos

(ATKINSON, LEITER, 1999; HOMO-DELARCHE, 2001).
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Destes, o que utiliza o camundongo NOD é a primeira escolha. Estes
camundongos sao o modelo mais estudado que desenvolve a doenca
espontaneamente. E o animal de preferéncia para os cientistas por apresentar um
genoma bem definido, maior quantidade de reagentes monoclonais para a analise de
componentes do sistema imune e um custo razoavelmente baixo, comparado com a
utilizagéo de ratos BB (ATKINSON, LEITER, 1999).

Com o intuito de minimizar o tempo de cicatrizagcdo das lesbes cutdneas em
pacientes diabéticos varios estudos vém sendo realizados. Em grande numero destes
estudos destaca-se o tratamento com a terapia laser de baixa intensidade (LLLT),
demonstra ser um recurso clinico eficaz para cicatrizagdo (CHROMEY, 1992; SUGRUE
et al., 1990). Estudos “in vitro” sugerem que a LLLT facilita a sintese de colageno
(HOPKINS et al.,, 2004), liberando fatores de crescimento (FC’s) (YU, NAIM,
LONZAFAME, 1994) além de estimular a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibloblastos (FORNEY, MAURO, 1999; POURREAU-SCHNEIDER et al., 1990).

Fisiologicamente, o processo de cicatrizagdo de feridas passa por uma
sequéncia de eventos que envolvem: hemostasia, inflamacéo (limpeza), proliferacéo,
amadurecimento ou “remodelamento” e desconstrucéo ou digestdo (ROCHA JUNIOR et
al., 2007; SINGER, CLARK, 1999; THOMAS, ONEILL, HARDING, 1995). Quando
ocorre uma lesao tecidual o processo de reparo € modulado pela atividade celular das
células da resposta inflamatéria e das células da borda da lesdo e por uma rede de
citocinas e de fatores de crescimento que influenciam a migragéo, a proliferagdo e a

diferenciagao celular local (MASON et al., 2002; MURPHY et al., 2006).
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Alguns autores sugerem que tal padrdo das citocinas dependera diretamente da
predominancia populacional do infiltrado inflamatério, seja o tipo celular predominante
linfécitos ou macréfagos (GEMMELL, SEYMOUR, 1994; ROSSOMANDO et al., 2000;
TOKORO et al., 1997).

Ambas as células caracterizam reagdes cronicas de longa duragéo. Os linfocitos
morfologicamente se subdividem em populagdes funcionais — CD4, CD8, natural killer
(NK). Enquanto que os macréfagos derivam do sistema fagocitario mononuclear (SFM)
e sao altamente capazes de fagocitar e liberar FC’s. Os linfécitos TCD4 sé&o
subdivididos em grupos funcionais, conforme o padrédo de produgdo de citocinas em
Th1 (linfécito CD4 ou helper 1) e Th2 (linfocito CD4 ou helper 2). Esta divisdo é de
importancia imunolégica relevante, tendo em vista as fungdes que estas células
realizam: a Th1 esta funcionalmente associada a resposta imune tipicamente pro-
inflamatdria, realiza a mediacdo da resposta ao dano tissular havendo ativacdo de
macrofagos. A resposta Th2, por sua vez € reguladora auxiliando na sintese de
anticorpos por plasmdcitos e ativando eosindfilos, além de participar da resposta
cicatricial e processos fibréticos (ABBAS, MURPHY, SHER, 1996; HINORUBU 2002;
SANDLER et al., 2003).

Estas subpopulagdes linfocitarias — Th1, Th2, sdo ativadas diante a leséo
tecidual e liberam as interleucinas (IL). As células Th1 secretam interferon-gamma (IFN-
y) € interleucina-2 (IL-2) e as células Th2 secretam interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10
(IL-10), interleucina-13 (IL-13) e fator transformador beta (TGF-f) (HINORUBU, 2002;
KAHI et al.,, 1999; OKADA, KIDA, YAMAGAMI, 1983; SANDLER, et al., 2003;

TAUBMAN, KAWAI, 2001; YAMAMOTO, KAWABATA, McGHEE, 1996).
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Sabe-se que muitos destes mediadores inflamatérios estdo envolvidos no
processo de reparo tecidual e varios estudos relatam os efeitos benéficos da LLLT no
reparo tecidual de lesdes cutaneas, porém o mecanismo de acao desta terapia ainda
nao foi elucidado e seus efeitos anti-inflamatorios s&o pouco relatados (AIMBIRE et al.,
2006b; FILLIPIN et al., 2005; MASON et al., 2002; ROCHA JUNIOR et al., 2006;
ROCHA JUNIOR et al., 2007; ROCHA JUNIOR et al., 2009).

Dentre as mais relevantes na literatura estdo o TGF-f (HINORUBU, 2002;
MURPHY et al.,, 2006; WU et al., 2006). O TGF-B € uma citocina pro-inflamatéria
envolvida em processos fisiolégicos e patoldgicos, incluindo remodelamento vascular
(angiogénese e neogénese) e fibrose cutanea (CIPOLLONE et al., 2004; MURPHY et
al., 2006). Ainda, este mediador regula multiplas fungdes celulares, incluindo a atividade
mitética e a indugéo a diferenciagao celular (MAIER et al., 2006; YASUDA, AOSHIBA,
NAGAI, 2003). Através deste controle, influencia o aumento da populagdo de
fibroblastos que depositam a matriz extracelular (MEC) via sintese de colageno e inibe
a ativacdo de proteases que degradam esta matriz (BERNASCONI et al., 1995;
SPORN, ROBERTS, 1993).

O estudo de Ranganathan et al. (2007) demonstrou que o TGF-B inibe
proliferagdo e promove apoptose celular além de induzir angiogénese em situagdes de
estresse oxidativo. Além do TGF-3, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), produzida
principalmente por macrofagos, € uma citocina presente em situacées na qual ha
destruicao tecidual local (OLD, 1976). A modulacado da expressao desta citocina ocorre

diante de reacbes de inflamacdo, na qual a apoptose atua como um importante
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mecanismo de controle da resposta imunolégica (A ARESTRUP et al., 1995; KLINGLER
et al., 1997).

Fisiologicamente, a apoptose € controlada por expressdes genéticas decorrentes
da interacdo entre meio celular e meio externo. As alteragdes moleculares resultam em
modificagdes morfoldégicas que culminam com a formagdo de estruturas residuais
chamadas corpos apoptéticos. Os corpos apoptoticos sdo imunologicamente inativos,
ou seja, ndao desencadeiam resposta inflamatoéria, pois os componentes celulares
degradados ndo sao extravasados para o meio extracelular, sdo eliminados por
fagocitose. Esta remocgado, realizada por macréfagos, é denominada “clearance”
(CALDONCELLI et al., 2003).

Alguns autores destacam, além da persisténcia dos leucdcitos no sitio da leséo,
a fisiopatologia do infiltrado inflamatério como um dos fatores determinantes da
patogénese da lesdo secundaria, na qual o estresse oxidativo se caracteriza como um
dos reflexos da resposta imunologica celular exacerbada no local da inflamagéo
(BATISTA et al., 2002; LOSCALZO et al., 2005; SCHWARZNAU et al., 2009; SHAPIRA
et al., 1998).

O grau de estresse oxidativo é medido através dos niveis de antioxidantes
enzimaticos (superoxidodismutase — SOD e catalase) e ndo enzimaticos (vitaminas E e
C). Panjamurthy, Manoharan, Ramachandran (2005) demonstraram que maiores niveis
de antioxidantes enzimaticos, sobretudo o SOD, associados a atividade inflamatoria,
decorrente do estresse oxidativo local.

Em situacbes de estresse oxidativo ocorre superproducdo de espécies reativas
de oxigénio, como peréxido de oxigénio (H.O.), oxido nitrico (NO), acido hipocloroso

(HOCI) e oxigénio (O;). Estes produtos de radicais livres, produzidos por células
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ativadas imunologicamente podem causar destruicdo do DNA e proteinas, oxidagédo de
enzimas e, principalmente, estimular a produgdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdérias por macrofagos, especialmente o TNF-a (SHAPIRA et al.,, 1998;
SPANIKOVA et al., 2008).

Dentre os espécimes reativos de 02, destaca-se o NO, um gas produzido em
resposta a diversos estimulos inflamatérios por macréfagos, linfécitos TCDA4+,
neutrdfilos, fibroblastos, células endoteliais, células dsseas e condrdcitos, a partir da L-
arginina por agao de enzimas denominadas NO sintases (NOS) (HIROSE et al., 2001;
SHAPIRA et al., 2000).

O NO permanece no sitio inflamatério por alguns segundos apés sua liberagao.
Por esta razio, suas enzimas precursoras sao utilizadas amplamente como marcadores
indiretos de seus niveis teciduais e de seu potencial de acdo (KENDALL et al., 2001;
MONCADA, ERUSALIMSKY, 2002).

Sao conhecidas trés isoformas enzimaticas distintas conforme sua estrutura
molecular, distribuicdo tecidual e expressao, responsaveis pela produgdo de NO: NO
sintase endotelial (eNOS), NO sintase neuronal (nNOS) e NO sintase induzivel (iNOS)
(BATISTA et al., 2002; COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2001; SALVEMINI et al., 1997).

A iINOS esta amplamente associada a eventos patolégicos secundarios a
resposta inflamatéria (BATISTA, et al.,, 2002; SALVEMINI, et al., 1997). O NO, em
niveis fisiolégicos participa da modulagdo da resposta imunolégica contra bactérias,
virus e células tumorais. Porém, em concentragdes elevadas, torna-se patoldgica,

exercendo fungao citotoxica levando a lesdes secundarias nas areas inflamadas
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(BATISTA et al., 2002; SUSCHEK, SCHNORR, KOLB-BACHOFEN, 2004; ZOCHODNE,
LEVY, 2005).

Diversos pesquisadores tem estudado o papel imunomodulador pré-inflamatério
do NO através da elevacdo dos niveis de ciclooxigenase 2 (COX-2), além das analises
das enzimas NO sintases (BALIGA et al., 2005; BATISTA et al., 2002; BEZERRA et al.,
2000; SALVEMINI et al., 1997; SUSCHEK, SCHNORR, KOLB-BACHOFEN, 2004). A
COX-2 pertence a familia de enzimas que convertem o acido araquiddénico em

prostaglandina (PG) (Esquema 1).



Esquema 1: Metabolismo do acido araquidénico

Fosfolipidios da membrana celular

Fosfolipases & —X¥—- Esterdides inibem

Acido araquidénico

Ciclooxigenase
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< -X- - indometacina
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—zucotrieno B, <— Leucotrieno A, (LTA,)

Juimiotaxia) Prostaglandina H, (PGH,)

!

\J

Prostaciclina
PGI,
(Causa vasodilatagao,
inibe a agregacao
plaquetaria)

Fonte: Adaptado de COTRAN, KUMAR, COLLINS
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, 2001.
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A forma induzivel desta enzima é estimulada por citocinas inflamatérias,
lipopolissacarideos (LPS) e fatores de crescimento (FC) (SALVEMINI et al., 1997,
LOHINAI et al., 2001).

Diversos autores tém estudado o papel do NO na modulacdo da COX-2
(SALVEMINI et al., 1993; SALVEMINI et al, 1997; MORTON, DONGARI-
BAGTZOGLOU, 2001; TIPTON et al., 2003; ZHANG, SU, JIN, 2003; MIYAUCHI et al.,
2004). Os sistemas enzimaticos COX e NOS estdo intimamente associados por
similaridades e desenvolvem fungdes fisiopatoldgicas semelhantes. Os padrdes NOS e
COX sao marcados pelo NO e sua capacidade biolégica de elevar os niveis de
prostaglandinas (PG) (SALVEMINI et al., 1993; SALVEMINI et al., 1997).

Mason et al. (2002) sugere em seu estudo envolvendo tratamento com terapia
laser de baixa intensidade (LLLT) na isquemia cerebral induzida experimentalmente que
este tipo de terapia pode inibir a atividade do NOS e regular a expresséo do TGF-f.
Outro estudo recente, ainda relata que a terapia laser pode modular a inflamagao aguda
e induzir uma redugao nos niveis de TNF-a (AIMBIRE et al., 2006b).

Estudo realizado em nosso laboratério utilizando a LLLT como tratamento de
feridas cutdneas em modelo experimental em ratos Wistar, demonstrou niveis elevados
de TGF-B no grupo tratado em comparagdo com o grupo controle, ou seja, houve
reducao da resposta inflamatdria e indugéao de regeneragao tecidual, em contrapartida a
terapia é importante indutora de apoptose em células epiteliais durante o processo de
reparo. Os resultados sugeriram que a LLLT € um método util e ndo-invasivo para
regular a intensidade da reagado inflamatéria, sendo instrumento importante na

cicatrizagdo de feridas cutaneas (ROCHA JUNIOR et al., 2009).
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Neste trabalho, objetivamos estudar os efeitos da LLLT sobre o reparo tecidual
em camundongos NOD. Avaliamos seus efeitos sobre a intensidade do infiltrado
inflamatoério, o numero de vasos sanguineos por campo microscopico, além de
investigarmos os efeitos da terapia em questdo sobre a expressdo da COX2 no sitio de
desenvolvimento do processo de reparo tecidual em feridas cutadneas de camundongos
NOD. Esperamos, desta maneira, contribuir para o estabelecimento de novos
protocolos terapéuticos adequando-os para pacientes diabéticos portadores de lesdes

ulceradas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIABETES E REPARACAO TECIDUAL

O Diabetes Melittus (DM) é uma condigao altamente prevalente em todo o
mundo e que acomete, no Brasil, aproximadamente 8% da populacdo (GASTAL et al.
2007). O DM pode ser classificado de acordo com sua etiologia. Até o final dos anos 90
os termos insulino dependente e nao-insulino dependente eram comumente utilizados,
porém, atualmente cairam em desuso (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2003). Assim as formas mais usuais, mais incidentes e prevalentes sdo denominadas
diabetes melitus tipo 1 (DM1) e diabetes melitus tipo 2 (DM2), que diferem entre si pela
forma de apresentacao clinica. O DM1 acomete mais freqientemente pessoas jovens e
a instalagéo € abrupta se caracteriza pelo carater auto-imune, predisposi¢cdo genética e
influéncia do meio ambiente contribuindo para a patogénese da doenga que envolve a
destruicdo das células beta produtoras de insulina. O DM2 manifesta-se principalmente
nos adultos-jovens (40 anos de idade) e ocorre resisténcia a agdo da insulina com
perda progressiva das células beta pancredticas e estda fortemente associado a
obesidade (MILECH, OLIVEIRA, 2004).

No DM1 a auto-imunidade é mediada por mondcitos, macréfagos e linfécitos T
havendo destruicdo progressiva das células beta pancreaticas levando, numa primeira
fase, a perda ou insuficiéncia na secrecido de insulina e consequentemente a elevacao
proporcional dos niveis glicémicos (ALEXANDRAKI et al., 2006; CESARINI et al., 2003;

REWERS, KLINGENSMITH, 1997).
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Ainda, o estabelecimento do DM1, tem forte associacdo com a expressao do
sistema HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos), sendo um fator genético
predisponente para o desenvolvimento e estabelecimento da doenga (MELANITOU,

FAIN, EISENBARTH, 2003).

Os niveis glicémicos que permitem o diagndéstico do DM estao listados e contidos

na Tabela 1.
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TABELA 1: Valores de Glicose Plasmatica para diagnéstico de Diabetes Mellitus

VALORES DE GLICOSE PLASMATICA (mg/dl)

CATEGORIAS JEJUM* E/OU 2H APOS 75G GLICEMIA PLASMATICA
GLICOSE CASUAL**

Glicemia de jejum >110 e <126 <140 (quando realizada)

alterada

Tolerancia a glicose <126 >ou =a 140 e <200

diminuida

Diabetes Mellitus

>ou=a 126 ou >200

> 200***

Fonte: Adaptado do Consenso Brasileiro de Diabetes (2003, p.8).

*Jejum: minimo de 8 horas. Quando alterado realiza-se novo teste apds duas horas
com ingestao de 75 gramas de glicose.
**realizada em qualquer hora do dia.

*k%k

inexplicada de peso).

0 paciente ja apresenta sintoma classicos da doencga (poliuria, polidipsia e perda
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Em associagdo a hiperglicemia, o paciente apresenta altera¢cdes na resposta
imunoldgica celular que influenciam, direta ou indiretamente, a historia natural da
inflamacdo e, conseqlentemente da cicatrizacdo. Sao relatadas baixa atividade
metabdlica em neutrofilos, menor expressédo de fatores quimiotaticos e menor adesao
de leucocitos em geral as moléculas de adesao tecidual (ROCHA et al.; 2002). Ainda,
os niveis glicémicos acima dos considerados normais levam a alteragdes vasculares
que tém como consequéncia o espessamento e a rigidez da camada intima de
arteriolas e de capilares. Este processo dificulta o mecanismo de vasodilatagao
necessario a diapedese; juntamente com o aumento da parede vascular, ha diminui¢ao
da luz, bem como ligagdo estavel da glicose a hemoglobina, no sitio de ligacdo desta
com o oxigénio — acarretando isquemia e hipdxia nos tecidos irrigados pelos ramos
terminais do sistema circulatério (FORNEY, MAURO, 1999).

Clinicamente, as consequéncias desta evolugdo no processo inflamatorio sao
extremamente relevantes, devido as complicagdes agudas e crbnicas associadas que
se refletem diretamente no processo cicatricial, dependente de mediadores quimicos,
citocinas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998; CARVALHO et al., 2004;
MARGOLIS, BERLIN, STROM, 1999; PEDROSA et al.; 2004).

Os pacientes portadores desta doenca possuem deficiéncia cicatricial
apresentando evolucido mais lenta na reparagao de lesbes quando comparados a
pessoas saudaveis. Isto explica o fato dos diabéticos serem mais susceptiveis a
morbidades inerentes a doenca o que dificulta o processo cicatricial, como o risco
aumentado para infecgdes, evolucio da ferida, podendo levar a amputagdo do membro
afetado (BOULTON, 2008; CATALANO, PASTORINO, 1996; CHEN et al.; 2008;

FERNANDES et al.; 2001; FORNEY, MAURO, 1999; GARDNER, FRANTZ, 2008;
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LINCOLN et al.; 2008; PEDROSA et al., 2004; MARGOLIS, BERLIN, STROM, 1999;
WU et al.; 2008).

Tais alteragcdes vasculares sao responsaveis também por acidentes vasculares
encefalicos, as ulceragbes em membros inferiores, glomerulonefrite, além da propria
dificuldade de cicatrizagao fazer com que lesdes pré-existentes e feridas pds-cirurgicas
figuem sujeitas a infecgdes secundarias (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998;
CARVALHO et al.; 2004; MARGOLIS, BERLIN, STROM, 1999; PEDROSA et al.; 2004).
Estas infeccbes secundarias tém como principais sedes anatdbmicas os tratos
respiratorio e urinario, o periodonto, e “partes moles em geral” — como pele, mucosas e
musculatura associada (GARDNER, FRANTZ, 2008; ROCHA et al.; 2002).

Dada a relevancia clinica do retardo no processo cicatricial e sua correlacéo direta
com a alta morbidade a qual os pacientes diabéticos estdo sujeitos, diversos estudos
experimentais, in vitro e in vivo véem sendo desenvolvidos com o objetivo de acelerar o

processo cicatricial nesta populagao especifica.

2.2 LASER

2.2.1 Principios Fisicos do Laser

A palavra “Laser’ tem origem inglesa e significa Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (GOLDMAN, 1967; SPICER, GOLDBERG, 1996).

Em 1917, o fisico Albert Einstein estudou e conceituou a emissédo estimulada da
radiacdo através de seu artigo intitulado “Zur Quantum Theories der Strahlung”,

descreveu a Teoria do Quantum, na qual o atomo entra no seu estado de excitacao e
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retorna espontaneamente ao repouso emitindo energia através de um comprimento de
onda especifico. Este atomo foi denominado féton de luz e quando ele se choca com
um outro atomo excitado, este volta ao estado de repouso emitindo foéton sincrdnico e
similar ao primeiro féton (GOLDMAN, 1967; SPICER, GOLDBERG, 1996).

Este processo foi denominado emissao estimulada que posteriormente recebeu o
nome de “fendbmeno laser” (BAGNATO, 2001). O fendbmeno laser é classificado de
acordo com sua ag¢ao sobre os tecidos corporais: “alta poténcia”, com poder destrutivo e
“baixa poténcia”, sem potencial destrutivo em tecidos em geral (HOPKINS et al., 2004).
A partir desta teoria, no final da década de 50 e inicio dos anos 60 desenvolveu-se o
primeiro aparelho Laser, o Ruby Laser, com comprimento de onda em torno de 694nm
(SPICER et al., 1996).

O aparelho de emissao do laser é formado basicamente por trés componentes:
uma fonte de energia, um meio ativo que pode ser sélido, liquido ou gasoso e um tubo
de ressonancia, ou seja, uma cavidade O&ptica que possui espelhos em suas
extremidades. A fonte libera energia, excita os atomos, espontaneamente os mesmos
retornam ao estado de metaestabilidade, ou seja, estado de excitagdo intermediaria,
posteriormente repouso. Quando a maioria dos atomos estd na fase de
metaestabilidade ocorre liberagcado de energia em forma de calor. A este processo da-se
o0 nome de inversao de polarizagdo. Quando ocorre passagem para o estado de
repouso, os fotons de luz sdo liberados ocorrendo emissdo estimulada de radiagéo.
Assim, para gerar um Laser o meio ativo deve ficar contido em cavidade Optica, e esta,
por sua vez, conter espelhos nas extremidades permitindo a movimentacédo horizontal
dos fotons dentro desta cavidade. Esta movimentagcdo gera estados de

metaestabilidade e retorno a fase de repouso, liberando ainda mais fétons, gerando
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uma reagao em cadeia emitindo alta quantidade de energia em curto periodo de tempo.
A luz gerada € de alta energia composta por ondas alinhadas entre si, colimadas ou
concentradas e monocromaticas, ou seja, pertencentes a um determinado comprimento
de onda (GOLDMAN, 1967; BAGNATO, 2001; SPICER, GOLDBERG, 1996; TOREZAN,

OSORIO, 1999).

2.2.2 Tipos e Interagédo do Laser com Tecidos

Os tipos de Lasers sao classificados de acordo com a emissédo de luz e o
comprimento de onda (dado em nandmetros — nm) que eles emitem. A selegéo do tipo
de laser que se quer utilizar dependera do objetivo que se pretende atingir.

Existem trés tipos de emissdo de luz pelo Laser: continua, pseudocontinua e
pulsada. A continua emite energia de maneira constante. A pseudopulsada difere da
pulsada por emitir pulsos muito rapidos com intervalos muito curtos entre eles. Ja a
pulsada emite energia com pulsos variados (GOLDMAN, 1967; SPICER, GOLDBERG,
1996; TOREZAN, OSORIO, 1999).

Alguns exemplos de tipos de Laser sao o de Argbnio, continuo que penetra de um
a dois milimetros (mm) na pele e tem comprimento de onda entre 488-514nm; o Laser
de cobre, pseudocontinuo, utilizado para lesdes pigmentadas, tem comprimento de
onda de 511 e 578nm; o Laser de gas carbdnico (CO,), continuo ou pulsado, tido como
terapia de alta poténcia, ocorre necrose tecidual, é utilizado para cortes cirurgicos
(TOREZAN, OSORIO, 1999). Também encontra-se no mercado Lasers de diodo como
Galio-aluminio-indio-fosforo (GaAllnP), Hélio-neon (HeNe) e Galio-aluminio-arsénio

(GaAlAs), laser de arseneto de galio (AsGa) aparelhos de irradigdo laser de baixa
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intensidade amplamente estudados por promover cicatrizacao tecidual. Estes modelos
possuem espectro de luz vermelho e emissdo infravermelha (KOLAROVA,
DITRICHOVA, WAGNER, 1999; ROCHA et al., 2004).

Para designar o tipo de Laser a ser utilizado devemos nos ater para alguns
principios basicos: a irradiancia, a fluéncia e o tempo de exposicdo. A irradiancia
consiste na quantidade de energia liberada por area de pele tratada em um pulso.
Descreve a poténcia, ou seja, a intensidade da energia que € medida em watts por
centimetro quadrado (W/cm?). Quanto mais curto for o pulso, maior devera ser a
irradiancia a fim de alcangar energia suficiente para obtengdo de efeito térmico.
Exemplificando, alta irradidncia leva ao aquecimento rapido do tecido, ocasionando
vaporizagao, ja baixa irradiancia leva a coagulagao. A fluéncia é a energia liberada por
area de tecido em especifico intervalo de tempo. Descreve a intensidade de energia e &
medido em joules por centimetro quadrado (J/cm?). A fluéncia é diretamente
proporcional a destruigdo tecidual, ou seja, a medida que se aumenta a fluéncia, a
capacidade de destruicdo do tecido também aumenta (GOLDMAN, 1967; TOREZAN,
OSORIO, 1999).

A interacdo do Laser com os tecidos dependem do tipo de Laser a ser utilizado, da
forma de liberagdo da energia (continua, pseudopulsada, pulsada), das caracteristicas
da pele ou do tecido alvo a ser tratado, do comprimento de onda (quanto menor o
comprimento de onda maior sua acédo e penetragdo no tecido). Outro ponto relevante
engloba os objetivos que se pretende obter (laser de alta intensidade, lesdo tecidual —
incisdo cirurgica ou laser de baixa intensidade, reparagao tecidual) (ANDERSON,

PARRISH, 1983; DALLAN, OLIVEIRA, 2000; ROCHA JUNIOR et al., 2007).
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Anderson, Parrish (1983) postulam que a absorgéo tecidual seletiva por um tipo de
luz acarreta destruicdo seletiva do mesmo tecido, ou seja, uma determinada lesao
cutanea pode ser tratada com um tipo de comprimento de onda que corresponda a um
pico de absor¢do do croméforo contido nessa lesdo. Os cromoéforos sao grupos de
atomos que conferem cor a uma substancia e absorve um comprimento de onda
especifico.

Atualmente a grande aplicabilidade da otica deve-se a existéncia do raio laser,
pois o mesmo funciona como fonte de luz de caracteristicas uUnicas e possui
propriedades especiais que o tornam um excelente instrumento de uso cientifico e

tecnoloégico (BAGNATO, 2001).

2.2.3 Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT)

Diante de tais descobertas e dadas as propriedades e resultados clinicos da
terapia laser, especialmente a de baixa intensidade, tornou-se um meio fisico
importante no tratamento terapéutico, bem como no desenvolvimento de pesquisas e
experimentos que buscam obter maiores conhecimentos a respeito de seus efeitos
fisiologicos e parametros ideais de aplicagdo, visando o uso mais efetivo dessa terapia
(FORNEY, MAURO, 1999; NUSSBAUM, BIEMANN, MUSTARD, 1994).

Quando ha transmiss&o da luz pela Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT)
nao ha emissao de calor e sim efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobiolégicos. Por isto
que quando o laser é aplicado em doses adequadas ha estimulacdo celular com
resolucdo do processo cicatricial através do aumento da producdo de

adenosinatrifosfato (ATP) mitocondrial, células de defesa (linfécitos e mastécitos),
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proliferagdo fibroblastica, além de realizar analgesia e ter efeito anti-inflamatério
(CATAO, 2004; GOMEZ-VILLAMANDOS, VALENZUELA, CALATRAVA, 1995).

A LLLT s6 obtém sucesso se os parametros basicos de aplicagdo forem bem
estabelecidos como o tipo de laser a ser utilizado (HeNe, CO,, GaAlAs, dentre outros),
a poténcia (dada em J/cm?), o comprimento de onda (dado em nm) e o tempo de
aplicacdo (ROCHA JUNIOR et al., 2007; WEIS, et al., 2005; ROCHA et al., 2004).

Kolarova, Ditrichova, Wagner (1999), constataram que o laser com comprimento
de onda entre 640 e 940nm ¢é o ideal a ser utilizado com a finalidade de cicatrizacédo de
lesdes cutaneas, pois o poder de penetragdo nos tecidos atinge dezenove milimetros
(mm) de espessura, ou seja, engloba todas as camadas da epiderme e derme
dependendo é claro, da poténcia/intensidade a ser instituida e do tempo de aplicagao.

Diversos estudos sdo desenvolvidos com o intuito avaliar os efeitos da LLLT sobre
a cicatrizacdo. Para isto, os cientistas testaram tipos diferentes de aparelhos laser com
comprimentos de onda variados e com determinadas poténcias, além do tempo de
aplicacao em lesdes cutaneas in vitro e in vivo a fim de buscar uma melhor resposta na

cicatrizacao destas lesdes.

2.3 O PROCESSO DE REPARO TECIDUAL: IMPLICACOES DO REPARO NA

LLLT

Os seres vivos superiores, em presenca a danos tissulares seja de natureza
quimica, fisica ou biolégica estudaram o processo de reparo tecidual. Tal processo tem
seu inicio com uma lesao intersticial através de uma resposta rapida (ROCHKIND,

ROUSSO, NISSAN, 1989). Para isto, o organismo desencadeia uma cascata de
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eventos celulares e moleculares com liberacdo de enzimas e de moléculas de alta
complexidade que interagem entre si para que haja reconstituicdo tecidual. O reparo
tecidual ocorre de maneira dindmica e sincronica através de fendmenos bioquimicos e
fisiologicos seja pela regeneragdo com recomposi¢ao da atividade funcional do tecido,
seja pela cicatrizagdo com restabelecimento da homeostasia do tecido. Porém, nesta
ultima situagdo, ha perda da atividade funcional e formacé&o de cicatriz fibrética
(BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM,
2003).

Tal processo ocorre através da ativacao do ciclo celular, que é composto de quatro
fases: fase S, onde ocorre a sintese do DNA celular e uma fase M, onde ocorre o
processo de mitose, estas sao intercaladas por duas fases, G1 e G2 (DUARTE,
PASCHOAL, 2005).

A cicatrizacado de tecidos tem sido frequentemente descrita como um mecanismo
complexo, no qual, varios fatores contribuem para criacdo de diversos tipos de
cicatrizagdo, um dos fatores é o tipo de ferida (SAHL, CLEVER, 1994; TANAKA et al.;
2004).

A lesdo cutanea pode ser classificada em dois tipos: ferida de espessura parcial,
quando atinge a derme incompletamente e a ferida de espessura total quando atinge a
derme completamente podendo lesionar também tecido subcutaneo. Na lesdo de
espessura parcial a reparagcao faz-se por reepitelizacdo e como resultado deste
processo gera uma cicatriz quase que imperceptivel. Ja na lesdo de espessura total ha
a necessidade de formagdo de um novo tecido, o tecido de granulagado, fase chamada
de epitelizagdo e como resultado gera uma cicatriz pronunciada (MANDELBAUM, DI

SANTIS, MANDELBAUM, 2003).
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Aos primeiros sinais de lesdo tissular uma cascata de eventos é acionada havendo
ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e circulatorias feitas por estrutura
de células rompidas (as por¢des de membrana celular e organelas), os fragmentos de
elementos inerentes ao tecido, como os colagenos, elastinas, fibronectinas, também
sdo acionados. As proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos por agao de
mediadores inflamatorios pré-formados, liberam principalmente os granulos das
plaquetas, os mastdcitos e as terminagcdes nervosas periféricas. Estas moléculas, ao se
ligarem a receptores localizados na superficie da membrana celular, induzem a
modificagdes metabdlicas na expressdao de genes. Como resposta a esta cascata
observa-se a producdo de nova liberagdo de mediadores de natureza lipidica e
peptidica (citocinas, fatores de crescimento e neuropeptideos). Além disso, em
decorréncia ao proprio trauma ou da ativagao celular, a composicao fisico-quimica do
microambiente da lesdo fica alterada (baixo aporte de oxigénio, diminuicdo de pH,
presenca de espécies ativas de oxigénio e nitrogénio como o perdxido de oxigénio-
H.O,, 6xido nitrico-NO, acido hipocloroso-HOCI e oxigénio-O,) sedo esta uma outra
forma de sinalizagdo que ativa as células envolvidas no reparo tissular (BALBINO,
PEREIRA, CURI, 2005; COTRAN, KUMAR, COLLINS, 998; SPANIKOVA et al., 2008).

Progressivamente, o tecido lesado em cicatrizagdo sofre, na continuidade do
processo, a infiltracdo de células circulantes, os neutréfilos e mondécitos e a migragao
de células das areas adjacentes como as células epiteliais, queratindcitos e
fibroblastos. A interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), citocinas
que atuam sobre os receptores das células endoteliais, induzem a producédo do éxido

nitrico (NO), bem como a expressao de moléculas de adesdo para neutréfilos
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(BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005). Os fibroblastos juntamente com as células locais
presentes ativadas serdo responsaveis pela produgédo de colageno. Este fenbmeno é
denominado fibroplasia com a deposigdo de matriz extracelular, além da angiogénese,
a cicatrizagao e reepitelizacdo da regido da ferida que acontecem simultaneamente
(SINGER, CLARK, 1999).

A fim de facilitar o entendimento do reparo tecidual, didaticamente o processo &
dividido em algumas etapas. Alguns autores consideram trés estagios no processo de
cicatrizagdo: primeiramente um estagio inflamatério, seguido pelo estagio de
proliferagédo e finalizando com o estagio de remodelacéo (BALBINO, PEREIRA, CURI,
2005; TANAKA et al., 2004; THOMAS, ONEILL, HARDING, 1995). Uma outra
classificagdo mais completa descreve o processo em cinco fases: coagulagéo,
inflamacao, proliferacdo, contracdo da ferida e remodelacdo. Em um determinado
periodo de tempo as fases coincidem e acontecem simultaneamente a fim de permitir o
sucesso da cicatrizagdo (MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003).

A cicatrizagcao também pode ser classificada em primaria ou de primeira intengao e
secundaria ou de segunda intengédo. A cicatrizagdo de primeira intengdo ocorre na
ferida cujas bordas estdo proximas por suturas, a cicatrizagdo é mais branda e como
resultado final do processo a cicatriz € quase que imperceptivel. Ja a cicatrizagao de
segunda intengdo ocorre em lesdes onde as bordas estdo distantes, a regeneracéo da
epiderme é mais lenta e o tempo de resolucdo da ferida é mais demorado e como
resultado final do processo gera cicatriz proeminente (BALBINO, PEREIRA, CURI,
2005; COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2001).

Este complexo processo de migragao tecidual € desencadeado no inicio da lesdo

com a formagdo do coagulo. A lesdo e o coagulo ativam fatores quimiotaticos e
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vasoativos que promovem exsudacdo dos liquidos do sangue para as margens da
lesdo. Ha a presenga dos polimorfonucleares (PMN) por volta das primeiras 24 horas
pos-lesdo. A partir de 48 horas os PMN diminuem, sendo que o exsudato passa a ser
constituido predominantemente por macréfagos. As células da camada basal entram
em mitose e migram sobre a superficie do coagulo, recompondo o epitélio. Devido a
lesdo tecidual, o coagulo se forma e ativa os mononucleares a participarem do
processo de reparo. Os fibroblastos s&o ativados, proliferam e migram para a MEC. A
MEC é composta por rede complexa de macromoléculas (colagenos, elastina,
glicoproteinas e proteoglicanas) que sdo secretadas na reparagao tissular (COTRAN,
KUMAR, COLLINS, 2001; TARTARUNAS, MATERA, DAGLI, 1998).

Em feridas extensas, como ocorre nas ulceras de pressdao em diabéticos, este
processo torna-se mais acentuado, o coagulo é maior e em presenga de infecgao,
surge um processo inflamatoério intenso. As células da epiderme proliferam, ocorre certo
grau de hiperplasia devido a grande quantidade de fatores de crescimento liberados a
partir das células exsudatas. O tecido de granulagéo torna-se saliente a superficie da
ferida e ha retracdo da cicatriz pelos miofibroblastos (COTRAN, KUMAR, COLLINS,
2001; TARTARUNAS, MATERA, DAGLI, 1998).

Em ambos os tipos de cicatrizacdo ocorrem a ativagao dos fibroblastos pelos
fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), sintetizado por macrofagos e
plaquetas, ainda produzem fator de crescimento endotelial (Fgfb) com importante

funcdo mitogénica dos componentes da MEC. Os macréfagos ativados no processo de

reparo produzem IL-1, TNF-a e TGF- que sédo estimuladores potentes da sintese de
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colageno pelos fibroblastos. O TGF-f é estimulador da cicatriz, pois ativa a
colagenogénese e inibe a colagendlise (DALLAN, OLIVEIRA, 2000).

Portanto o reparo ocorre de maneira dinamica inicialmente com a fase
inflamatoria devido a ruptura da barreira endotelial pela les&o tissular, seguida pela fase
fibroblastica com depédsito de MEC e fase de remodelamento. Para este processo
ocorrer de forma organizada e harménica ha a liberagdo dos mediadores quimicos,
como os mediadores derivados da circulagao (fatores da coagulagdo, moléculas do
sistema fibrinolitico, horménios esteroidais, tiroideanos e insulina), as cininas
(histamina, bradicinina e serotonina), os mediadores peptidicos (citocinas, fatores de
crescimento, neuropeptideos e estruturas da MEC) e os mediadores lipidicos
(eicosanoides e fator de ativacao plaquetaria-PAF) (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Podemos observar que diversos fatores podem alterar o processo de divisdo
celular e, consequentemente, o reparo tecidual, como € o caso dos portadores de
diabetes (BOULTON, 2008; CATALANO, PASTORINO, 1996; CHEN, 2008;
FERNANDES et al.,, 2001; GARDNER, FRANTZ, 2008; LINCOLN et al., 2008;
MARGOLIS, BERLIN, STROM, 1999; PEDROSA et al., 2004; WU et al., 2008).

A LLLT vem sendo alvo de estudos cientificos mostrando ser um recurso eficaz
na diminuicdo do tempo de reposicdo tecidual, ou seja, melhora a qualidade da
reparagao tecidual. Sendo assim considerada terapia benéfica (BISHT, GRUPTA,
MISRA, 1994; BISHT et al., 1999; GAL et al., 2006; KHADRA et al., 2004; MARCON,
SAFELICE, 2005; NUSSBAUM, ZUYLEN, BAXTER, 1999; ROCHA JUNIOR et al.,
2006; ROCHA JUNIOR et al., 2009; VIEGAS et al., 2007; WOODRUFF et al., 2004).
Porém alguns autores estdo em desacordo quanto aos efeitos desta terapia e sugerem

a realizacdo de novos estudos (ALLENDOREF et al., 1997; DEMIR, BALAY, KIRNAP,
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2004; POSTEN et al., 2005). H4 um questionamento sobre os melhores parametros a
serem utilizados, como o tipo de aparelho (HeNe, GaAlAs, GaAllnP, entre outros), o
comprimento de onda (632nm, 670nm, 780nm, 830nm), a intensidade (3,6J/cm?
4J/cm?; 9J/cm?; 16J/cm?; 30J/cm?) e o tempo de aplicagdo (HAWKINS, ABRAHAMSE,
2005; MARCON, SAFELICE, 2005; HAWKINS, ABRAHAMSE, 2006; VINCK et al.,
2003; HOURELD, ABRAHAMSE, 2007a; HOURELD, ABRAHAMSE, 2007b).

Tendo em vista a necessidade de novas pesquisas um estudo de revisédo
realizado por nosso grupo de pesquisadores teve o objetivo de rever aspectos da
patogénese tecidual a fim de compreender melhor a cicatrizagado de lesdes cutaneas e
o papel do laser de baixa intensidade na cicatrizagao tecidual. A coleta de dados
demonstrou que diversos estudos relatam os efeitos da radiagcdo a laser nos tecidos
descrevendo seus beneficios na cicatrizacdo tecidual. Entretanto, ainda existem
diversas duvidas a serem respondidas o que exigem pesquisas mais detalhadas sobre
0 mecanismo de acado e os parametros utilizados do laser de baixa intensidade nas
diferentes fases do reparo tecidual das lesdes, a fim de esclarecer como este método
atua a nivel celular nos processo cicatriciais (ROCHA JUNIOR et al., 2007).

Em estudos experimentais prévios, desenvolvidos em nosso laboratério, um
estudo experimental com o objetivo de avaliar os efeitos da LLLT sobre o
comportamento histologico e clinico de feridas cutaneas provocadas na regido dorsal
de ratos. Utilizaram 30 Rattus norvegicus, albinus, Wistar, divididos de forma aleatéria
em dois grupos (controle e tratado). Os 15 animais do grupo tratado foram submetidos
ao tratamento com laser de baixa intensidade (LLLT), com 3,8 J/cm? de dosagem,
15mW de poténcia e 15 segundos de aplicagdo, sendo realizada trés aplicagdes:

primeira, apos a lesdo, segunda realizada 48 horas apds o procedimento cirurgico e a
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terceira aplicagéo, sete dias apos a realizagao da ferida cirurgica. Dez dias apds o ato
cirurgico foram colhidas biépsias das amostras dos grupos controle e tratado com o
objetivo de conhecer e esclarecer o mecanismo de acdo do laser em processos
cicatriciais, e, principalmente, avaliar a expresséo de TGF-[3 e presenca de células em
apoptose (Método de Tunel) no processo cicatricial em lesdes cutaneas realizados em
ratos submetidos ao tratamento com LLLT. O resultados obtidos evidenciaram uma
maior expressao de TGF-B2 nas amostras teciduais dos animais tratados com
laserterapia assim como um nivel significativamente maior de células em apoptose
neste mesmo grupo. Estes resultados indicam que a LLLT possui um importante efeito
imunomodulador reduzindo a reacgao inflamatéria durante a cicatrizacdo de lesdes
cutaneas, como também €& um importante indutor de apoptose no reparo tecidual

(ROCHA JUNIOR et al., 2009).

2.4 FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR BETA (TGF-) E O REPARO

TECIDUAL

Originalmente a expressao “fatores de crescimento” foi empregada para
descrever uma classe de polipeptideos secretados que interagiriam com receptores de
superficie resultando em tradugao do sinal mitégeno da célula-alvo. Além disto suscitam
um amplo espectro de efeitos bioldgicos sobre as células-alvo, incluindo quimiotaxia e

acumulo de matriz extracelular. A cicatrizagcao de feridas € mediada por uma série de
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sinais representados por fatores de crescimento secretados por células ativadas que

serdo citados abaixo na Tabela 2 idealizada por Thomaz (2001):
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TABELA 2: Denominagao, origem celular e atividade dos principais fatores de

crescimento.

FATOR DE

CRESCIMENTO
TGF-a (fator de

crescimento transformador

alfa)
TG F-B (fator de

crescimento transformador
beta)

PDGF (fator de

crescimento derivado de

plaquetas)

FGF (fator de

crescimento de fibroblastos)

EGF (fator de

crescimento epidérmico)

IGF (fator de crescimento

semelhante a insulina)

TNF-a (fator de necrose

tumoral alfa)

ORIGEM CELULAR

Plaquetas, macréfagos,
ceratindcitos
Plaquetas, macréfagos,

linfécitos

Plaquetas, macréfagos,
ceratindcitos, células

endoteliais
Macrofagos, tecido neural

Plaquetas, ceratindcitos,

glandula salivar
Figado

Macrofagos e linfocitos

ATIVIDADE

Ativa neutrdfilos, mitogénico para fibroblasto,
estimula angiogénese.

Estimula fibroplasia e angiogénese, induz a
proliferacéo de varios tipos de células e a

diferenciagao do miofibroblasto.
Quimiotactico para neutrdfilos, fibroblastos,

mitogénico para células musculares lisas e

fibroblastos.
Estimula o crescimento de célula endotelial,

mitogénico para células derivadas de

mesoderma e neuroectoderma.
Mitogénico para ceratindcitos, células

endoteliais e fibroblastos.
Mitogénico pra fibroblastos, estimula células

musculares lisas, linfécitos e condrdcitos.
Quimiotatico para ceratindcitos e células

inflamatorias, mitogénico para ceratindcitos e

fibroblastos, angiogénico.

Fonte: Adaptado de Thomaz (2001).
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Diante a importancia dos fatores de crescimento, algumas citocinas inflamatorias
estdo sendo estudadas no processo de cicatrizagdo de lesées (BREM et al., 2009;
HIRONOBU, 2002; MURPHY et al., 2006; WU et al., 2006). Uma das mais importantes
citocinas envolvidas ativamente na associacado entre cicatrizagcao de lesdes teciduais e
reacao inflamatéria é o TGF-B. A superfamilia do TGF-[3 esta envolvida em diversas
condicoes fisioldgicas e patoldgicas que incluem remodelagao vascular, fibrose cutanea

e inflamagao pulmonar (CIPOLLONE et al., 2004; MURPHY et al., 2006).

O TGF-f3 promove deposicéo de tecido de granulagdo e de MEC em geral, regula
diversas funcdes que incluem inibicdo e estimulagao de crescimento celular, apoptose e
diferenciacao celular. Funcionalmente apresenta atividades quimioatraentes, possuem
papel importante na fibroplasia e sdo mitogénicos para fibroblastos, mas inibidores da
proliferagdo de varias células incluindo os queratinécitos (BALBINO et al., 2005). Esta
citocina pertence a uma superfamilia de polipetideos homdlogos que incluem trés
isoformas apesar de distintas em mamiferos (TGF-31, TGF-3, e TGF-f35) com estruturas

idénticas (HIRONOBU, 2002).

O TGF-B; exerce fungdo quimioatraente para neutréfilos, macrofagos e
fibroblastos, além disto induz varios tipos celulares a produzir mais TGF-31 0 que eleva
sua concentragdo no foco inflamatoério. O TGF-B, € uma cictocina imunossupressora
que atua durante o desenvolvimento e reacbes inflamatdrias associadas com o
processo de reparo tecidual, reduzindo o perfi de mondcitos e macréfagos,
promovendo a neovascularizagao, fibrose cutanea e deposi¢cao de colageno (MAIER et

al., 2006; ROCHA JUNIOR et al., 2009; SHAH, FOREMAN, FERGUSON, 1995;
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YASUDA, AOSHIBA, NAGAI, 2003). Estudos com a isoforma TGF-[3; indicam que este

tipo antagoniza os efeitos das outras isoformas (SHAH, FOREMAN, 1995).

Além disto, uma rede complexa de citocinas esta envolvida no controle de fibrose
durante o processo de reparo tecidual, sendo o TGF-3 de modo geral, um dos mais
potentes estimuladores pré-fibréticos para os fibroblastos (HIRONOBU, 2002). O TGF-3
possui um papel central no reparo tecidual. Entre suas multiplas fun¢gdes destacam-se a
inducdo de depdsitos de matriz extracelular, a modulagcdo da expressao dos receptores
da matriz e a inibicdo de proteases que degradam proteinas da matriz (BERNASCONI

et al., 1995; SPORN, ROBERTS, 1993).

Ainda, algumas citocinas possuem um importante papel no processo de perda
celular e apoptose durante a formacédo de tecido de granulagdo no reparo tecidual
(AKASAKA et al.,, 2004). Acredita-se que o TGF-B inibe o crescimento celular e
promove apoptose em células epiteliais normais e em contraste induzindo a
angiogénese tumoral (RANGANATHAN et al., 2007). Esta citocina desempenha um
papel central no reparo de feridas e na formagao subsequente da cicatriz. Estudo
demonstra que o TGF- promove a apoptose de fibroblastos em lesdes sob condigdes
de exposigcao ao estresse oxidativo (YASUDA, AOSHIBA, NAGAI, 2003). Além disso,
observou-se em presencga de lesdes ulcerativas isquémicas, um aumento na produgao
de TGF-B associado a vasculogénese local, ou seja, esta citocina atuou no processo de
cura desta lesdo (MURPHY et al., 2006). Sobre a formagao subsequente de cicatriz foi
demonstrado em um experimento com ratos tratadas com anticorpos neutralizantes de
TGF-B1 e TGF-B. ocorrem a reducdo das cicatrizes em feridas cutdneas quando

comparadas ao grupo controle (SHAH, FOREMAN, FERGUSON, 1995).
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Estudos demonstram que a LLLT tem efeito imunomoduladora sobre a
expressao do TGF-B, em feridas cutdneas experimentais, sendo indutora de apoptose,
reduzindo a inflamagdo durante o processo de cicatrizagdo (ROCHA JUNIOR et al.,

2009).

Adicionalmente, esta citocina possui propriedades quimiotaticas para fibroblastos

e macrdéfagos, além de modular a deposi¢cao de matriz extracelular. S&o ainda relatados

efeitos antagbnicos a IL-1, ao TNF-a e ao interferon gama (IFN-y) (THOMAZ, 2001).

Outras citocinas também apresentam uma importancia fundamental no processo
de reparo tecidual, como por exemplo, o TNF-a. Thomaz (2001) cita que o TNF-a é
uma citocina que demonstrou ampla gama de atividades biologicas tanto “in vitro”
quanto “in vivo”. Ainda promove a proliferacao de fibroblastos normais, inibe a sintese
de colageno e aumenta a produgado de metaloproteases de matriz, assim como exerce

papel de inibidor tecidual de metaloproteinases.

Para que o processo de reparo seja compreendido de maneira global nao
podemos deixar de mencionar algumas particularidades do sistema imune, mais
especificamente a multifuncionalidade dos linfocitos T e sua importancia imunoldgica.
Os dois tipos principais de linfocitos envolvidos na resposta imune sao os linfocitos
bursa-dependentes (células B) e os linfocitos timo-dependentes (células T) (COTRAN,

KUMAR, COLLINS, 2001).

Os linfécitos B sédo progenitores dos plasmécitos que secretam anticorpos,
enquanto que os linfocitos T sdo os mediadores da imunidade mediada por células. Os
macrofagos, apesar de ndo produzirem anticorpos ou dar origem a células

sensibilizadas, desempenham papel importante na indugcdo da maioria das respostas
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imunes. Os linfécitos T estdo presentes no tecido linféide periférico e no sangue
circulante. Eles desempenham duas principais fungdes: uma ligada a reagdes
imunocelulares e outra exercendo fungao regularora (linfocitos T reg). As reagdes
imunocelulares que as células T exercem englobam as reacdes de hipersensibilidade
retardada, a resisténcia a infecgbes bacterianas e virais, rejeicdo a transplantes e
resisténcia contra tumores. As células T exercem ainda uma importante funcéo
reguladora, a fim de modular a resposta imune mediada por outras células T e células
B. Esta funcdo pode ser expressa como facilitacdo ou supressdao de uma resposta
imune. Algumas outras subdivisbes funcionais destas células incluem células T
auxiliares (auxiliam as células B e outras células T a responderem a certos antigenos),
as células T supressoras (suprimem a resposta imune) e as células T indutoras

(induzem as células auxiliares ou as regularoras) (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2001).

Estudo envolvendo os linfécitos T e sua resposta sobre processo inflamatério foi
realizado com a finalidade de caracterizar quanto a funcionalidade este tipo de células
do sistema imune. Os linfocitos T foram caracterizados com base em seus perfis de
citocinas. As células Th1 sédo produtoras de IL-2 e IFN-y, enquanto que as células Th2
sao produtoras de IL-4 e IL-10. Os resultados sugerem que as células T exercem poder

regulatorio no processo inflamatério (GEMMELL, SEYMOUR, 1994).

Alguns trabalhos hipotetizaram que o processo do reparo tecidual € regulado
pelo tipo de citocinas produzidas durante seu desenvolvimento. Assim, a inflamagao
mediada por Th1 esta presente em danos teciduais, enquanto a Th2 é relacionada com

a cicatrizacao de feridas e fibrose tecidual. Nesta resposta as IL-10, IL-13 e o TGF-
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sdo os mais importantes mediadores da resposta imune Th2 (HIRONOBU, 2002;

SANDLER et al., 2003).

Bettini, Vignali (2009), em seu trabalho de revisdo descreveu o que acontece
com a funcionalidade das células T reg no processo inflamatorio em presenca de
doengas auto-imunes, como € o caso do DM1. Para isto, analisaram os estudos
recentes e enfatizaram em primeiro lugar o papel das citocinas inflamatérias, como IL-6,
na qual a fungéo das células T reg € inibida, em segundo lugar a questao das células T
reg em relagao a plasticidade, em terceiro lugar a possivel resisténcia das células T reg
no sistema auto-imune, em quarto lugar a associagao das células T reg com citocinas
inibidoras TGF-[3, IL-10, IL-35 no sentido de facilitar e promover a atividade supressora

das células T em questéo.

Ainda, trabalho envolvendo o DM1 e perfil génico das células do sistema imune
sugere que em presenca da doenca ou em individuos de risco para a doenga, o
aparecimento de anticorpos de células beta-positivas, observou aumento de apoptose e
diminuicdo das células T regs. O estudo objetivou elucidar os genes e as vias de
sinalizagdo que desencadearam apoptose em células T reg no inicio de
desenvolvimento do DM1 e em individuos saudaveis no grupo controle. Os autores
concluiram que a expresséao das células T regs em portadores de DM1 reflete resposta
celular que leva ao aumento da sensibilidade a apoptose devido a privagao de

citocinas, o que nao foi observado no grupo controle (JAILWALA et al., 2009).

Existem diversos estudos sobre o efeito de LLLT na produgdo dos mediadores
das reacgbes inflamatdrias. Estudo experimental que induziu a isquemia cerebral

transitéria em ratos evidenciou que quando realizado o tratamento com a LLLT foi
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observado uma inibicdo na ativagdo e sintese de NO aumentando a regulagdo da
expressédo de TGF-B1 (MASON et al., 2002). Foi demonstrado que a LLLT pode
modular a inflamag¢do aguda e induzir a redugdo nos niveis da expressao do TNF-a, e
consequentemente seus efeitos pré-inflamatérios (AIMBIRE et al., 2006a; AIMBIRE et

al., 2006b).

O efeito da LLLT sobre os niveis de TNF-a foi investigado por Aimbire, et al.
(2006a) em diafragma de ratos apds infecgéo por lipopolysaccharide-induced (LPS). Foi
constatado que as concentragdes de TNF-a no diafragma dos animais tratados pela

LLLT, reduziram significativamente.

Em outro trabalho experimental, Aimbire, et al. (2006c) demonstraram que a
aplicacao da LLLT foi capaz de restaurar parcialmente o relaxamento dos musculos da

traquéia em ratos com disfungcao de musculos lisos das vias respiratérias, medidas pelo

TNF-a.

Houreld, Abrahamse (2007c), realizaram um estudo com o objetivo de determinar
os efeitos da LLLT sobre a proliferagao celular, a migragao e a expressao da IL -6 em
cultura de células diabéticas e em cultura de lesdes diabéticas (wounded fibroblast
cells-WS1). As células foram irradiadas utilizando o laser de HeNe com 632,8 nm de
comprimento de onda, 23 mW de poténcia, sendo que as células foram irradiadas com
duas intensidades distintas: cinco e 16 J/cm? Concluiram com o estudo que LLLT
quando utilizada com a intensidade de 5J/cm? estimulou a expressdo da IL-6 e a
proliferacdo das células in vitro, ja a intensidade de 16J/cm? tem efeito inibidor nestas

células.
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2.5 CONTRIBUIGAO DE MODELOS EXPERIMENTAIS

Diversos estudos véem demonstrando consideravel contribuicdo da LLLT no
processo de reparo tecidual. Pesquisas evidenciaram um aumento na atividade
mitética, no numero de fibroblastos, na sintese de colageno e na neovascularizagdo dos
tecidos lesados apds tratamento com laser, além de efeitos significativos na produgao
de FGF e no desenvolvimento do tecido de granulacéo e reepitelizagado das feridas em
ratos Wistar tratados com laser de HeNe (BISHT et al. 1994; GOMEZ- VILLAMANDOS,
VALENZUELA, CALATRAVA, 1995; YU, NAIM, LANZAFAME, 1994).

Al-Watban, Zhang, Andres (2007), realizaram um estudo para observar os efeitos
da LLLT em diferentes doses e diferentes comprimentos de onda na cicatrizacdo de
lesdes em ratos diabéticos. O DM foi induzido em 51 ratos Sprague Dawley através da
aplicacdo de Estreptozotocina (STZ-D) (70 miligramas por quilo de peso mg/Kg).
Posteriormente lesbes ovais foram criadas na pele dos animais através de um bisturi.
Os animais foram tratados pela LLLT em um periodo de trés vezes por semana. Sendo
observado que nos animais ndo tratados a cicatrizacdo foi mais lenta e os animais
tratados com a LLLT de 633 nm e 10J/cm? obtiveram uma cicatrizagdo mais eficaz e
uma maior reducdo no tamanho das lesdes.

Um estudo realizado por Rabelo, Villaverde, Nicolau (2006) comparou o efeito da
LLLT sobre o processo de cicatrizagdo em ratos diabéticos e n&o-diabéticos. Os
animais (n = 25) foram divididos em dois grupos, diabéticos induzidos por inje¢des de
estreptozotocina (STZ-D) (n = 15) e n&o-diabéticos (n = 10). Realizado uma lesédo de

oito milimetros (mm) no dorso de todos os animais. Para tratamento dos animais foi
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utilizado um aparelho laser HeNe com comprimento de onda de 632,2nm com o0s
seguintes parametros: 15 mw de poténcia, 17 segundos de aplicagdo e dosagem de 10
Jicm?. Apds andlise histopatoldégica das amostras cuténeas foi confirmado que os
animais tratados apresentaram um processo inflamatério discreto, sugerindo efeitos
eficazes da LLLT na cicatrizagcdo de lesbes cutaneas de ratos diabéticos e nao-
diabéticos.

Em estudo experimental desenvolvido por Demir, Balay, Kirnap (2004) foram
investigados os efeitos da estimulacéo elétrica e da LLLT na cicatrizagdo de feridas.
Foram utilizados 124 ratos Swiss-albinos, fémeas, com 200 a 240g de peso com oito a
dez meses de idade. Realizou-se uma incisdo linear de seis centimetros na regiéo
dorsal de todos os ratos que foram divididos em quatro grupos com trinta animais cada.
Utilizaram um protocolo onde no grupo | foi aplicada a estimulagdo elétrica como
tratamento (modelo Endomed 582, Enraf-Nonius Co, Holandés) com uma corrente de
300 microamper (pMA) por trinta minutos por dia, esta corrente foi aplicada com
polarizagdo negativa nos trés primeiros dias e polarizagdo positiva nos sete ultimos.
Para o grupo Il estipularam um procedimento similar, onde incluiram uma solugao
salina para aplicagao, mas sem a aplicagao da corrente. No grupo lll, o laser AsGa
(modelo Laserpet 100, Petas Co, Turco), com um comprimento de onda de 904nm,
6mW de poténcia média, e uma dosagem de um J/cm? com freqiiéncia maxima de 128
Hz. Esta dosagem foi aplicada de forma continua por dez minutos por dia, em um
periodo de dez dias, com 27 mW de poténcia de pico e uma angulagdo de 15% para
emissao. No grupo |V foi realizado um procedimento similar sem aplicacao do laser. Foi

observado que ambas as modalidades de tratamento possuem efeitos positivos nas
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fases de proliferacdo, aumentando o numero de fibroblastos e estimulando a sintese e
organizagcado de colageno quando comparado com os grupos controle. A estimulagao
elétrica e o tratamento a laser possuem efeitos positivos durante a inflamagao,
proliferacdo e na maturacdo das feridas, podendo ser utilizados com sucesso em
ulceras de decubito e feridas crénicas.

Realizamos, em nosso laboratério, pesquisa experimental com o objetivo de
investigar a evolugao de feridas cutaneas provocadas na regido dorsal de ratos Wistar
(Rattus norvegicus), que foram submetidos ao tratamento com laser de baixa
intensidade, com 3,8 J/cm? de dosagem, 15mW de poténcia e tempo de aplicagdo de 15
segundos. Os animais (n = 12) foram divididos em dois grupos, um controle e outro
tratado com laser. Foram realizadas, no grupo tratado, trés aplicagdes (imediatamente
apos o ato cirurgico, 48 horas e sete dias apos a realizagao das feridas cirurgicas). Dez
dias apdés o ato cirurgico foram colhidas amostras das lesées de ambos os grupos para
realizagéo de estudo histopatoldégico e histomorfométrico. Os resultados evidenciaram
aumento da neovascularizacdo e da proliferacdo fibroblastica, e diminuicdo da
quantidade de infiltrado inflamatoério nas lesdes cirurgicas submetidas a terapia com
laser. Observaram no grupo controle, junto a borda da ferida cirurgica, discreta
proliferacédo epitelial e, em praticamente toda a sua extensao, notava-se a presenca de
tecido exibindo ampla area de ulceracdo e material fibro-necrético sobre tecido de
granulagdo. Era evidente, por outro lado, no grupo Il, submetido a LLLT, a analise
histopatolégica evidenciou epiderme integra revestindo tecido de granulagdo bem
desenvolvido, constituido por tecido conjuntivo rico em fibras colagenas orientadas
paralelamente a superficie da ferida, determinando um processo de reparo tecidual

mais organizado. Estes resultados em conjunto sugerem que a terapia a laser de baixa
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intensidade € um método eficaz no processo de modulacido da reparacdo tecidual,
contribuindo significativamente para a cicatrizagdo tecidual mais rapida e mais
organizada (ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Tais eventos cicatriciais envolvendo o crescimento epidérmico e dérmico,
mostraram-se prejudiciais quando em individuos diabéticos sendo que a migragao e o
tanto de células epiteliais quanto de fibroblastos sdo fundamentais para o sucesso do
reparo (SULLIVAN et al., 2007). Estudo in vitro avaliou a proliferagao celular através da
aplicagcdo da LLLT em amostras de culturas de pele e 6rgdos de ratos diabéticos
induzidos por STZ-D. As amostras foram submetidas a indugdo do diabetes e dois
conjuntos de pele foram extraidos e divididas em dois grupos, um onde os fibroblastos
proliferaram “in vitro” e outro em cultura de 6rgaos. Foi usado laser HeNe com dose 0,9
— quatro J/cm? aplicados quatro vezes em cada grupo. A andlise final revelou que a
dose de quatro J/cm? aumenta significativamente os fibroblastos em comparacédo as
pseudo-culturas expostas (MIRZAEI et al., 2007).

Byrnes et al. (2004), através de um estudo experimental investigaram os efeitos
da fotobiomodulagdo (FBM) no processo de cicatrizagdo de feridas cutdaneas em
modelo animal (ratos Psammomy obesus) com DM2. Os resultados evidenciaram
beneficios no padrdo histolégico na cicatrizagdo das feridas seguindo com fechamento
da lesdo com o tratamento, onde fora utilizado como protocolo quatro J/cm?, 16mW de
poténcia, 250 segundos de aplicagdo por quatro dias consecutivos. Esta dosagem de
quatro J/cm? evidenciou o fechamento das feridas no grupo dos ratos diabéticos quando
comparado com os nao diabéticos, havendo aumento na expressdo do FGF. Estes
resultados demonstraram que a FBM com uma densidade de energia de quatro J/cm?é

efetiva na melhora do processo de cicatrizacdo de lesbes em animais modelos com
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DM2, sugerindo assim que a FBM (632nm, quatro J/cm?) pode ser um tratamento
promissor para feridas crénicas em pacientes com diabetes.

Por outro lado, o trabalho desenvolvido por Allendorf et al. (1997) néao
demonstrou efeitos significativos da LLLT no processo cicatricial. Os autores estudaram
a influéncia das diferentes doses da LLLT em relagdo a bioestimulagdo. Os animais
foram divididos em dois grupos: no primeiro foram feitas duas incisbes de 1,5 cm de
diametro (n = 23) na regido dorsal de cada rato, na qual uma foi tratada com um J/cm? e
a outra incisdo foi tida como controle. Os animais tratados com dois e quatro J/cm? ou
somente anestesia sem a LLLT possuiam apenas uma incisdo em seu dorso. Nao
houve diferenca na contragéo da ferida entre os animais tratados. No segundo grupo foi
realizada uma incisdo de dois cm de didmetro (n = 24) e posteriormente foram
submetidos ao tratamento. Ndo houve diferenca entre os ratos tratados com dois J/cm?
€ 0Ss que receberam apenas anestesia. Observaram, com isto, que nao ocorreu
diferengas significativas na cicatrizagdo das lesdes. Entretanto ressalta-se a presenca
de efeitos positivos neste tipo de terapia.

Em estudo realizado por Maiya, Kumar, Rao (2005), com o objetivo determinar o
efeito da LLLT na cicatrizagdo de feridas (quatro cm?) em ratos diabéticos induzidos por
Aloxana. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo tratado (n = 24) com laser
de He-Ne, 632,8 nm e 4,8 J/cm? por cinco dias na semana até que as lesbes se
fecharem por completo, no grupo controle (n = 24) ndo foram irradiados. Os resultados
evidenciaram através de analise histopatoldgica e bioquimica que o grupo tratado com
laser obteve um reparo tecidual mais acelerado quando comparado com O grupo

controle. No grupo tratado com laser o tempo médio de cicatrizacdo foi de 18 dias
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enquanto que no grupo controle este tempo aumentava para 59 dias. Evidenciando
assim que a LLLT possui efeitos positivos nas lesdes de ratos diabéticos.

Rabelo, Villaverde, Nicolau (2006) avaliaram a eficacia da LLLT comparando a
cicatrizacdo de ratos nao-diabéticos e diabéticos induzidos experimentalmente. Para
isto, os autores separaram os animais em grupos: os diabéticos (n = 15), os nédo-
diabéticos (n = dez) e o grupo controle (n = 25). Realizaram uma ferida na regido dorsal
dos mesmos de oito milimetros (mm) de didmetro em todos os animais, sendo que
previamente induziram o diabetes com STZ-D em 15 animais do grupo tratado.
Utilizaram o laser de HeNe com comprimento de onda de 632,8 nm, potencia 15mv e
dose de dez J/cm? aplicado de cada lado da lesdo. Foram colhidas amostras dos
grupos para analise histopatoldégica quantitativa e qualitativa. Observaram que ao
comparar células inflamatorias, vasos sanguineos e fibroblastos observaram que grupo
submetido a LLLT exibiu um processo inflamatério discreto e, com isto, uma
cicatrizacdo mais eficiente, tanto em ratos diabéticos quanto em ratos nao-diabéticos
quando comparados ao grupo controle.

Carvalho, Mazzer, Reis (2006) estudaram comparativamente, através de
analises morfométricas das fibras colagenas, a influéncia da irradiagdo com laser HeNe
no percentual de colageno de lesdes cutaneas induzidas em ratos diabéticos e nao
diabéticos. Foram utilizados 48 ratos Wistar, machos sendo estes divididos em grupos:
Grupo | diabético tratado com laser, grupo Il diabético nao-tratado, grupo Il ndo-
diabético tratado e grupo IV ndo-diabéticos nao-tratados. Nos grupos | e Il diabetes foi
induzido por injeg¢ao intravenosa. Todos os animais foram submetidos a uma lesdo no
dorso e os Grupos | e lll, foram tratados com laser HeNe com dosagem de quatro J/cm?

por 36 s. Um animal de cada grupo sofreu eutanasia no 3°, 7° e 14 dias apds a leséo.
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Realizaram analises histopatologicas das lesdes e os dados foram submetidos a
analise estatistica. Os resultados obtidos das amostras retiradas aos 3°, 7° e 14 dias
apos a lesdo, demonstram que o grupo tratado com laser apresentou média de fibras
colagenas estatisticamente significante (p<0.05), em relagdo ao grupo n&o-tratado,
tanto para diabéticos (p= 0.0104), como nao-diabéticos (p= 0.039). Concluiram que o
laser de baixa intensidade (632,8 nm) se mostrou capaz de influenciar o percentual de
colageno em feridas cutdneas, aumentando a média de fibras colagenas, tanto para o
grupo diabético como no ndo-diabético.

Stadler et al. (2001) analisaram a eficacia da aplicagdo da LLLT com
comprimento de onda de 830nm, 79 mW/cm? de poténcia e dose de 5 J/cm? em feridas
realizadas nas ratas diabéticas C57BL/Ksj/db/db. O protocolo experimental ocorreu em
um periodo de 23 dias. Concluiram que a LLLT 830nm aprimora significativamente a
contracido da ferida no modelo diabético estudado, porém ha a necessidade de outros

estudos sobre o mecanismo de acdo da LLLT na cicatrizacado de lesdes cutaneas.

2.6 ESTUDOS EM CAMUNDONGOS NON-OBESE DIABETIC — NOD

Estudos experimentais que envolvem a patogénese da DM vém sendo
destacados os modelos animais que desenvolvem a doenga espontaneamente: o rato
BB (bio-breeding), o camundongo db/db (diabetic) e o camundongo NOD (non-obese
diabetic) (YOU et al. 2006).

Desenvolvido no final da década de 70, no Japao, este animal apresenta

espontaneamente DM1 devido a diversas anormalidades imunolégicas concomitantes,
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intimamente relacionadas a modulagdo da resposta celular (DELOVITCH, SINGH,
1997; LEITER, PROCHAZKA, COLEMAN, 1987; NAGY et al. 2001).

Os camundongos NOD exibem hiperglicemia intensa de forma abrupta por volta
dos 120 dias, 0 que corresponderia, em humanos, ao inicio da adolescéncia (LEITER,
PROCHAZKA, COLEMAN, 1987). O periodo de 120 dias que caracteriza o animal com
diabetes instalada também é descrito por Ohneda et al. (1984), que realizaram
experimento com o objetivo de avaliar os niveis de glucagon antes e depois da doencga
estabelecida. Os autores dividiram os animais em grupos com 60 dias de idade (antes
da presenca de hiperglicemia) e 120 dias (hiperglicemia associada a diabetes
estabelecida); este ultimo foi subdividido em dois grupos, dos quais um deles recebeu
tratamento com insulina durante quatro semanas. Os resultados evidenciaram que os
animais tratados com insulina apresentaram niveis séricos de glugacon reduzidos em
relagdo aos demais grupos do experimento. O desenvolvimento espontaneo do
diabetes ocorre por volta dos 120 dias também (YOU et al., 2006).

Somente apds destruicdo de pelo menos 95% das células beta-pancreaticas
produtoras de insulina é que o diabetes mellitus se manifesta em camundongos NOD
(HERNANDORENA, GONZALES, GARCIA, 2001; KANAZAWA et al., 1984). Embora
todos os camundongos NOD desenvolvam insulite, isto nem sempre € acompanhado
de diabetes. A propor¢gdo dos camundongos NOD que sobreviveram e apresentaram
diabetes em ambos os sexos foi de 38% da amostra estudada por Kirsten (2006).

De maneira interessante, € observado que nas cepas de camundongos NOD,
apesar de todas as fémeas e todos os machos apresentarem reacao auto-imune, as
fémeas exibem inflamacdo e destruicido mais exacerbada das areas enddcrinas do

pancreas em relagdo aos machos, fazendo com que a incidéncia seja mais alta nas
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primeiras, com 80-90% das fémeas, em relacdo a 10-40% dos machos acometidos
(DELOVITCH, SINGH, 1997).

Diante destas caracteristicas, o camundongo NOD vem sendo amplamente
utilizado em pesquisas experimentais pelas semelhancgas entre a histéria natural de sua
diabetes apresentar caracteristicas clinicas e fisiopatolégicas bastante semelhantes as
humanas. Estas alteragbes patoldgicas similares levam estes animais a serem
propostos, atualmente, como boa escolha para estudo ndo sé da diabetes em si, mas
também da Sindrome de Sjogren, do lupus eritematoso e da Sindrome de Cushing
(GHOREISHI, DUTZ, 2009; ZHANG, NAKAYAMA, EISENBARTH, 2008; YOU et al.
2006).

Dentre as diversas caracteristicas compartilhadas entre os camundongos NOD e
0s pacientes diabéticos estdo a presenca de fatores de risco genético associada a
mutagdes, possiveis em aproximadamente 20 genes que controlam a resisténcia e a
susceptibilidade a diabetes; alteragdes funcionais no receptor de células T (TCR) e
alteragbes em diversas regides das moléculas Do com complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe | e Il; detecgdo sérica de anticorpos anti-células 3
pancreaticas, além da presenca de clones de células T auto-reativas (DELOVITCH,
SINGH, 1997; YANG, SANTAMARIA, 2006; ZHANG, NAKAYAMA, EISENBARTH,
2008). Sutherland et al. (2009) sugerem, ainda, que as células produtoras de insulina
nos camundongos NOD exibem superexpressao da IL-21, o que seria responsavel por

desencadear uma resposta celular autoimune (Esquema 2).
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Esquema 2: Evolugao da patogénese do diabetes em modelo experimental que
expressa diabetes espontaneamente (camundongo NOD)

CAMUNDONGO DIABETICO NAO-OBESO (NOD)
Susceptibilidade genotipica associada ao MHC

Falha na selegdo clonal negativa no timo | ™.

DESENVOLVIMENTO DE CELULAS YAUTO-REATIVAS

Liberacao de antigenos nas ilhotas

- , 4 ,
ATIVACAO DE CELULAS T ANTIGENO-ESPECIFICAS EM
LINFONODOS PANCREATICOS

- , v ,
INFILTRACAO LINFOCITICA NAS ILHOTAS PANCREATICAS

Estabelecimento de disturbio imunolégico

v

EXPANSAO CLONAL ANTIGENO-DEPENDENTE DE
LINFOCITOS T AUTO-REATIVOS

< . . \ 4 .
DESTRUICAO ESPECIFICA DE CELULAS BETA PANCREATICAS

DIABETES ME!LITUS TIPO |

Fonte: adaptada de YANG, SANTAMARIA (2006).
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Bioquimicamente, apds seis semanas de vida, anticorpos anti-insulina sao
detectados no soro sanguineo destes camundondos, com picos entre a sexta e a 182.
semanas (ZHANG, NAKAYAMA, EISENBARTH, 2008). Leiter, Prochazka, Coleman
(1987) relatam glicemia indo dos niveis normais a 140-160 mg/dl evoluindo
gradualmente para um quadro hiperglicémico permanente de 400 mg/dl.

Segundo Delovitch, Singh (1997) e Ridgway (2003) a patogénese da doencga é
determinada microscopicamente, nestes animais diabéticos, pela presenca de reagao
inflamatéria ao redor de pequenos vasos sanguineos associados as ilhotas de
Langerhans, que gradualmente ocupa a periferia da prépria ilha — caracterizando a peri-
insulite. Este infiltrado inflamatério € composto inicialmente por células dendriticas e,
posteriormente, por linfécitos T CD4+, T CD8+ e B. Segue-se, de forma lenta e
progressiva, a destruicdo das células (3 mediada pelas células T previamente instaladas
no tecido (DELOVITCH, SINGH, 1997).

O inicio do processo autoimune, precocemente observado entre a terceira e a
quarta semana de vida, possivelmente se deve a um defeito funcional na populagao de
células Th2, falhando durante a selegao clonal negativa de células Th1 auto-reativas as
células B pancreaticas (DELOVITCH, SINGH, 1997; YOU et al. 2006). Alguns autores
sugerem que esta produgdo de células regulatérias (Th2) alteradas é induzida pelo
TGF-3 e, ainda, que o bloqueio de seus receptores inibe o desenvolvimento do diabetes
em camundongos NOD (FU et al. 2004; YOU et al. 2006). Esta citocina exerce efeitos
antagbnicos em sua interacdo com diversos mediadores quimicos na resposta
imunoldgica local, entre elas o TNF-a, importante modulador apoptético (HIRONOBU,

2002; SANDLER et al., 2003; THOMAZ, 2001).
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Segundo experimento realizado por Darby et al. (1997), o processo apoptético
associado a baixo indice de proliferagao celular e de diferenciacdo de miofibroblastos —
sugestivamente devido a deficiéncia na sintese de fatores de crescimento - pode ser
responsavel pelo aumento do tempo de evolugao cicatricial em camundongos NOD.

A possivel influéncia da sintese de fatores de crescimento no reparo associado
ao diabetes também foi alvo de pesquisa desenvolvida por Chen et al. (2005). Os
autores relatam que os componentes celulares cicatriciais nos camundongos NOD
apresentam, em relacdo a animais nao-diabéticos, menor expressdo de fatores de
crescimento endotelial (VEGF) e para musculo liso (alpha-SMA) levando a um
suprimento vascular deficiente na area do reparo e, conseqlientemente, maior tempo
para fechamento da lesao.

Recentemente, Brem et al. (2009) utilizaram transferéncia genética mediada por
adenovirus (ADV) associada a citocina VEGF em dois grupos compostos por
camundongos diabéticos (NOD e db/db). Apds realizagdo de ferida cirurgica dorsal, os
animais receberam o complexo (ADV/VEGF) via intradérmica. Apos obtencédo de
amostras da lesdo por biopsia foi realizada analise histopatoldégica onde foram
observadas, em ambos os grupos, que a reepitelizagdo e a deposi¢cao de colageno
foram eficazes para o fechamento da ferida associadas a diminuicdo do tempo
cicatricial.

A aplicagdo da LLLT foi descrita em modelo experimental de camundongo
diabético db/db, por Stadler et al. (2001) com o objetivo geral de se observar possiveis
efeitos da irradiagdo sobre areas cirurgicamente lesadas. Os autores utilizaram
aplicagoes de laser de HeNe (830nm, 79mW, cinco J/cm?) nas lesbes de camundongos

nos primeiros quatro dias apds o procedimento cirurgico e, em outro grupo, durante o



59

3°. e 7°. dias apos o procedimento. Um terceiro grupo ndo recebeu o tratamento. Os
resultados sugeriram que houve otimizagdo do tempo de fechamento das lesbées nos
grupos diabéticos, porém devem ser realizados mais estudos para a compreensao da
acao do laser sobre o processo cicatricial.

Até o momento, ndo foram encontrados dados publicados envolvendo a LLLT em
processo cicatricial e aspectos inflamatorios em lesbes cutdneas em camundongos

NOD.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) sobre o reparo tecidual

em feridas cutédneas de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar os efeitos da LLLT sobre a intensidade do infiltrado inflamatorio em
feridas cutaneas de camundongos diabéticos ndo obesos — NOD;

» Verificar os efeitos da LLLT sobre o processo inflamatorio em feridas cutaneas
de camundongos diabéticos ndao obesos (NOD);

» Verificar os efeitos da LLLT sobre o numero de vasos sanguineos em feridas
cutaneas de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD);

* Analisar os efeitos da LLLT sobre a expressdo da enzima COX2 no sitio do

desenvolvimento do processo de reparo tecidual.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizados 30 camundongos NOD, fémeas, com 120 a 150 dias de idade e
20 gramas de peso em média. Dos 30 camundongos NOD selecionados para a
pesquisa, 14 ficaram diabéticos (46,6% da amostra). Os animais foram obtidos no
Biotério da Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) — Salvador/BA e o experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal/lUFJF com protocolo
numero 001/2008. Os animais foram alojados no Biotério do Nucleo Biomédico da
Faculdade de Medicina da Fundacdo Dom André Arcoverde — FAA/Valenca-RJ e
mantidos segundo critérios pré-estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Os animais foram mantidos em ambiente
climatizado, com temperatura controlada em 22°C. A iluminag&o controlada € mista —
luz natural e ldmpadas fluorescentes — sendo as ultimas controladas automaticamente
para acenderem as 6h e apagarem as 18h. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, providas de camas de maravalhas selecionadas, esterilizadas,
mamadeira para agua e cocho para ragao do tipo “peletizada’.

Os animais foram submetidos a dosagens glicémicas diarias. Realizou-se a
verificacdo do nivel sérico de glicose colhendo-se uma gota de sangue através de uma
pequena incisdo com um bisturi-lanceta na veia dorsal da cauda do camundongo.

Procedia-se com a aferigédo realizada através de fitas reagentes de medigéo de glicemia



62

acopladas ao medidor Accu-Check Advantagell. Foram considerados diabéticos os
camundongos NOD que apresentaram glicemia maior ou igual a 250 mg/dL.

Os animais foram previamente anestesiados com 100mg/Kg de Ketamine e 10
mg/Kg de Xylazine, posteriormente foram submetidos a um procedimento cirurgico para
a remogao de um fragmento circular de tecido cutaneo de aproximadamente 10 mm de
didmetro na regido dorsal dos animais com auxilio de um bisturi. Os camundongos
foram divididos de forma aleatéria em dois grupos com sete animais cada: grupo | como
controle, composto por camundongos NOD nao submetidos a LLLT e grupo Il tratado,
composto por camundongos NOD submetidos a LLLT. O aparelho a ser utilizado no
grupo tratado possui as seguintes caracteristicas: Twin Laser de emisséo
infravermelha, pulsatil, semicondutores de arsénio e galio, comprimento de onda de
780nm, poténcia de pico de 70mW, poténcia média de saida de 0,5 a 3,5mW e
aplicacao através de fibra ética. No grupo controle n&o foi realizado nenhuma forma de
tratamento, no grupo Il as feridas experimentais foram submetidas a LLLT nos
seguintes parametros: 15mW de poténcia, dose de 3,8 J/cm? e 20 segundos de
aplicagcdo. A primeira aplicagao realizada logo apdés o ato cirurgico e uma segunda
aplicacdo 48h apos o procedimento cirurgico. Realizou-se aplicagdo do laser pelo
meétodo “pontual” em um tempo de 20 segundos, englobando a area central e as bordas
adjacentes a lesdo a fim de tratar a area lesionada uniformemente. Decorridos sete dias
do ato cirurgico e apos aplicagéo do laser, todos os animais foram eutanasiados através
de sobredose de anestesia. Posteriormente, colheu-se amostras das lesbes contendo,
na sua profundidade, parte da pele adjacente as bordas da ferida e todo o tecido

cicatricial. Todas as amostras foram submetidas a analises histopatoldgicas,
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histomorfométricas e imuno-histoquimica e os resultados submetidos a analise

estatistica.

4.2 HISTOPATOLOGIA E HISTOMORFOMETRIA

As amostras das lesdes cutaneas obtidas foram fixadas em formol tamponado a
10% (pH 7) por periodo minimo de 24 horas. Apds a fixacdo, as amostras foram
desidratadas gradativamente em concentracdes crescentes de alcool etilico (70 a
100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina, conforme métodos
histologicos de rotina. Posteriomente, os fragmentos foram incluidos em parafina
utilizando-se o micrétomo modelo “820” Spence, obtendo-se sec¢des de 5S5um de
espessura. Foram realizados cortes histolégicos em duas diferentes profundidades de
cada amostra coletada. As laminas histoldgicas foram mantidas em estufa para
secagem e os cortes submetidos a coloragao por hematoxilina e eosina para posterior
analise.

A histomorfometria foi realizada através de imagens capturadas e avaliadas por
sistema computadorizado de captura de imagens Axiostar Plus (Zeiss, Berlin,
Germany). As imagens de todos os campos microscopicos de cada amostra foram
capturadas com aumento original de 400x. As imagens foram arquivadas e submetidas
a contagem de células inflamatérias e vasos por campo microscépico com auxilio de

marcacao digital pelo sistema de imagens Axion Vision (Zeiss, Berlim, Alemanha).
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4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a realizagdo da imuno-histoquimica foi utilizado o método do complexo
avidina-biotina peroxidase anti-peroxidase (ABC) para verificar a expressao de COX2,
para que possamos elucidar o mecanismo de ag¢ao da LLLT em lesdes cutdneas de
camundongos diabéticos.

O método foi realizado nas seguintes etapas: a) fixagdo em acetona (10 min); b)
reidratacéo dos cortes em PBS, pH 7,4 (10 min); c) bloqueio da peroxidase enddgena
com solugéo de peréxido de hidrogénio a 0,4% (30 min); d) lavagem em PBS (10 min);
e) incubagdo com soro normal de cavalo (Vector Laboratory, Inc., Burlington, Califérnia,
EUA) em camara umida (20 min); f) incubagdo com o anticorpo primario policlonal por
uma hora — anti-COX2, Rabbit Polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia,
USA, diluicdo 1:100); g) lavagem em PBS (10 min); h) Incubagdo com anticorpo de
cabra biotinilado de coelho (Dakopatts, Copenhagen, Dinamarca) diluido em PBS (30
min); i) lavagem em PBS (30 min); j) incubagdo com tamp&o acetato 0,2 M, pH 5,2 (10
min); 1) revelagédo do produto da reagéo imunoldgica empregando a solugdo de 3-amino-
9-eticarbazol (1 a 3 min); m) lavagem em agua corrente (10 min); n) contracoloragao
com hematoxilina de Harris (1 min); o) lavagem em agua corrente (10 min); p)
montagem da Iamina com Elvanol (polivinilalcool) e laminula.

O controle da reagdo imuno-histoquimica foi realizado omitindo-se, em alguns
cortes, a etapa de incubagdo com o anticorpo primario. As imagens dos campos
analisados foram obtidas através do sitema computadorizado de analises de imagens

Axiovision (Axiostar Zeiss, Carl Zeis, Hamburg, Germany).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi obtida utilizando os métodos n&o-

paramétricos Mann-Whitney e teste t de Student com nivel de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos ao término deste trabalho, assim como as discussoes

referentes a este estudo serado apresentadas em forma de artigo cientifico (Apéndice).
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6 CONCLUSOES

Os resultados em conjunto sugeriram que a LLLT é capaz de modular
negativamente a expressédo da enzima COX2 contribuindo para o controle da

resposta inflamatoéria em feridas cutdneas de camundongos NOD.

Os resultados deste estudo experimental em camundongos diabéticos
sugerem que a LLLT pode ser terapéutica viavel no tratamento de feridas
cutdneas em pacientes diabéticos. Estes dados, entretanto, devem ser

confirmados em estudos clinicos em humanos.
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INIBICAO DA EXPRESSAO DE CICLOOXIGENASE 2 EM FERIDAS CUTANEAS DE
CAMUNDONGOS NOD (NON OBESE DIABETIC MICE) SUBMETIDOS A TERAPIA
LASER DE BAIXA INTENSIDADE

INHIBITION OF CYCLOOXYGENASE 2 EXPRESSION IN NOD MICE CUTANEOUS
WOUND BY LOW LEAVEL LASER THERAPY

INIBICAO DA COX2 PELA LLLT EM CAMUNDONGOS NOD

Contexto: A terapia laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido relatada como
importante moduladora da cicatrizagdo de feridas cutaneas aumentando a proliferacao
fibroblastica associada ao aumento da expressao da citocina TGFB2.

Objetivo: No presente estudo nos avaliamos os efeitos da LLLT sobre a expressao
da enzima COX2 no sitio do reparo tecidual utilizando o modelo experimental com
camundongos diabéticos nao obesos (NOD) para estudar a cicatrizagdo de feridas cutineas.

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

Resultados: A LLLT promoveu a inibi¢do da expressao da ciclooxigenase 2 em

feridas cutaneas de camundongos diabéticos.
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Conclusao: Os resultados em conjunto sugeriram que a LLLT ¢é capaz de modular
negativamente a expressao da enzima COX2 contribuindo para o controle da resposta

inflamatéria em feridas cutaneas de camundongos NOD.

Palavras-chave: Camundongos NOD, Ciclooxigenase 2, Terapia laser de baixa intensidade

Abstract:

Background Data: 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 we evaluated the effect of LLLT on expression of
COX2 at the site of tissue repair using an experimental model with non obese diabetic
mice (NOD) to study cutaneous wound healing.

Material and Methods: Were used thirty NOD mice, these fourteen were
diabetic and were divided into two groups: group I (n = 7) underwent a surgical
procedure of skin wounds and group II (n = 7) underwent a surgical procedure of
skin wounds and treated with LLLT. Group II was submitted to LLLT in the
following parameters: 15 mW of power, dose of 3.8 J/cm2 and exposure time of 20
seconds. Seven days after surgery and after laser application, animals were
euthanized with an overdose of anesthesia and were submitted colleted tissue
samples for subsequent histological analysis, histomorphometry and

immunohistochemistry.
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Results: 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: A LLLT has promoted the inhibition of cyclooxygenase 2 expression in
skin wounds in mice diabetic. The results together 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: NOD mice, cyclooxygenase 2, low-level laser therapy

Introducao

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta
de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus efeitos. A
doenga ¢ um problema mundial de saude publica, de incidéncia elevada, em termos de
pessoas afetadas, incapacitagdes e mortalidade prematura'. Estudos epidemiologicos
indicam um aumento consideravel da prevaléncia, tanto do Diabetes Mellitus tipo I (DM1)
quanto o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)*. As complica¢des cronicas inerentes a0 DM
merecem destaque pela alta morbidade e carater incapacitante como as ulceras de membros
inferiores. Tal processo ¢ denominado pé diabético que podem acarretar em amputacdo do
membro afetado™*'~.
Estudos realizados em modelos animais, “in vitro” e em humanos a respeito desta

doenga estdo sendo cada vez mais difundidos a fim de prevenir, retardar e tratar as

possiveis complicagdes. Novas possibilidades terapéuticas estao sendo preconizadas
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utilizando a terapia laser de baixa intensidade (LLLT) no processo de reparo tecidual. Esta
terapia demonstra ser um recurso eficaz na diminui¢ao do tempo de reposi¢ao tecidual, ou
seja, melhora a qualidade da reparagdo tecidual e acelera o processo de cicatrizagao®”?

Modelos experimentais de diabetes em murinos estdo sendo amplamente estudados
a fim de esclarecer o mecanismo fisiopatologico da doenga. O camundongo diabético nao
obeso (NOD) ¢ amplamente utilizado em trabalhos experimentais por apresentar um
genoma bem definido que induz o desenvolvimento de um quadro fenotipico de diabetes
tipo I desenvolvido espontaneamente'®'"'*!3,

Diversos pesquisadores tem estudado o papel imunomodulador pro-inflamatorio da
interacdo de mediadores inflamatdrios, como por exemplo, os efeitos do 6xido nitrico (NO)
através da elevacao dos niveis de ciclooxigenase 2 (COX-2) no sitio inflamatdrio induzindo
a vasodilata¢do e a migragdo de células para o local da lesdo tecidual'*'>'*!". No presente

estudo, os resultados sugeriram que a utilizagdo da LLLT diminui a sintese da enzima

COX2 modulando o infiltrado inflamatério e a resposta cicatricial em feridas cutaneas.

Material e métodos
Animais:

Foram utilizados 30 camundongos NOD, fémeas, com 120 a 150 dias de idade e 20 gramas
de peso em média. Dos 30 camundongos NOD selecionados para a pesquisa, 14 ficaram
diabéticos (46,6% da amostra). Os animais foram obtidos no Biotério da Fundacao Osvaldo
Cruz (FIO Cruz) — Salvador/BA. Os animais foram alojados no Biotério do Nucleo
Biomédico da Faculdade de Medicina da Fundagao Dom André Arcoverde —
FAA/Valenca-RJ e mantidos segundo critérios pré-estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).
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Os camundongos foram divididos de forma aleatdria em dois grupos contendo sete
animais cada: grupo I, controle, composto por camundongos NOD nao submetidos a LLLT

e grupo II, tratado, composto por camundongos NOD submetidos a LLLT.

Modelo Experimental:

Os animais foram submetidos a dosagens glicémicas diarias. Avaliagdo da glicemia
nos animais foi realizada sendo coletada uma gota de sangue da veia dorsal da cauda e
utilizado a aferi¢do através de fitas reagentes de medigao de glicemia acopladas ao medidor
Accu-Check Advantagell. Foram considerados diabéticos os camundongos NOD que
apresentaram glicemia maior ou igual a 250 mg/dL.

Os animais foram previamente anestesiados com 100mg/Kg de Ketamine e 10
mg/Kg de Xylazine, posteriormente foram submetidos a um procedimento cirrgico para a
remog¢ao de um fragmento circular de tecido cutdneo de aproximadamente 10 mm de
didmetro na regido dorsal dos animais com auxilio de um bisturi. O aparelho a ser utilizado
no grupo tratado possui as seguintes caracteristicas: Twin Laser de emissdo infravermelha,
pulsatil, semicondutores de arsénio e galio, comprimento de onda de 780nm, poténcia de
pico de 70mW, poténcia média de saida de 0,5 a 3,5mW e aplicacdo através de fibra Otica.
No grupo controle ndo foi realizado nenhuma forma de tratamento, no grupo II as feridas
experimentais foram submetidas a LLLT nos seguintes pardmetros: 15mW de poténcia,
dose de 3,8 J/cm? e 20 segundos de aplicagdo. A primeira aplicagio realizada logo apos o
ato cirtirgico e uma segunda aplicagdo 48h apds o procedimento cirurgico. Foi realizada
aplicagdo do laser pelo método “pontual” em um tempo de 20 segundos, englobando a area

central e as bordas adjacentes a les@o a fim de tratar a 4rea uniformemente. Decorridos sete
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dias do ato cirurgico e ap6s aplicagdo do laser, todos os animais foram eutanasiados através
de sobredose de anestesia. Posteriormente, foram coletadas amostras das lesdes 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 cutdneas foram submetidas a andlises histopatologica
e histomorfométrica. As mesmas foram fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7) por
periodo minimo de 24 horas. Apds a fixagdo, houve desidratagdo gradativa em
concentragdes crescentes de alcool etilico (70 a 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e
incluidas em parafina, conforme métodos histoldgicos de rotina. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a microtomia utilizando micrétomo modelo “820” Spence, com
secdes de 5 um de espessura. Foram realizados cortes histologicos em duas diferentes
profundidades de cada amostra coletada. As laminas histoldgicas foram mantidas em estufa
para secagem e os cortes submetidos em coloragdo por hematoxilina e eosina para posterior
analise.

Foi realizada a captura de imagens com camera digital e posteriormente avaliadas
por sistema computadorizado de captura de imagens Axiostar Plus (Zeiss, Berlin,
Germany). As imagens de todos os campos microscopicos de cada amostra foram
capturadas com aumento original de 400x e a contagem de células inflamatorias e vasos por

campo microscopico foi realizada com auxilio de marcagao digital.

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

O método foi realizado nas seguintes etapas: a) fixagdo em acetona (10 min); b)
reidratacdo dos cortes em PBS, pH 7,4 (10 min); c) bloqueio da peroxidase endogena com
solugdo de peroxido de hidrogénio a 0,4% (30 min); d) lavagem em PBS (10 min); e)
incubagdo com soro normal de cavalo (Vector Laboratory, Inc., Burlington, Califérnia,
EUA) em camara umida (20 min); f) incubagdo com o anticorpo primario policlonal por
uma hora — anti-COX2, Rabbit Polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, California,
USA, diluigdo 1:100); g) lavagem em PBS (10 min); h) Incubag¢do com anticorpo de cabra
biotinilado de coelho (Dakopatts, Copenhagen, Dinamarca) diluido em PBS (30 min); 1)
lavagem em PBS (30 min); j) incuba¢do com tampao acetato 0,2 M, pH 5,2 (10 min); I)
revelacdo do produto da reagdo imunologica empregando a solucio de 3-amino-9-
eticarbazol (1 a 3 min); m) lavagem em agua corrente (10 min); n) contracoloragdo com
hematoxilina de Harris (1 min); o) lavagem em agua corrente (10 min); p) montagem da
lamina com Elvanol (polivinilalcool) e laminula.

O controle da reacao imuno-histoquimica foi realizado omitindo-se, em alguns
cortes, a etapa de incubac¢do com o anticorpo primario. Imagens dos campos analisados
foram obtidas através do sistema computadorizado de andlise de imagens, AxioVision
(Axiostar Zeiss, Carl Zeis, Hamburg, Germany). Foi realizada captura de imagens de quatro
campos aleatdrios de cada lamina histoldgica com camera digital (aumento total 400%) do

microscopio modelo Axionstar Plus (Zeiss, Berlin, Germany). Ao final do experimento
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com auxilio de marcacdo digital as imagens foram arquivadas e submetidas a contagem de

células inflamatdrias e numero de vasos sanguineos.

Analise Estatistica:
A andlise estatistica dos resultados foi obtida utilizando os métodos nao-
paramétricos Mann-Whitney e empregando o teste t de Student com nivel de significancia p

<0,05.

Resultados:

No sétimo dia pos-operatdrio a observagao clinica das amostras das lesdes cutaneas
dos animais de ambos os grupos do experimento apresentava uma pequena quantidade de
coagulo sobre a superficie da ferida, com presenga de vasos sangiiineos na profundidade da
hipoderme.

As lesdes cutaneas do grupo controle apresentaram padrao de reparacgao tecidual em
fase inicial, com formagao de crosta e bordas elevadas com centro avermelhado devido a
presenca de tecido de granulagdo na area lesionada. Entretanto, as lesdes cutaneas dos
animais tratados com LLLT apresentaram aspecto de adiantada reparagdo tecidual,
inclusive com presenga de pélos.

A analise histopatoldgica revelou, nas amostras dos animais do grupo controle, uma
discreta proliferacao epitelial, porém com ampla area de material fibro-necrotica sobre a
lesdo. Nestas amostras cutaneas foi evidenciado um infiltrado inflamatério mononuclear
bem desenvolvido, representado principalmente por linfocitos e macrofagos. Nos animais
do grupo tratado foi constatado uma diminui¢ao da intensidade do infiltrado inflamatério

(Figuras 1A e 1B). A andlise histomorfométrica revelou que embora a LLLT promova a
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diminui¢do do desenvolvimento do infiltrado inflamatorio, estatisticamente o resultado nio
foi significante (p < 0,05). Os resultados acima mencionados estdo expressos no Grafico 1.

A avaliagdo do nimero de vasos sangiiineos por campo microscopico (Grafico 2)
revelou que as feridas cutdneas dos animais tratados com a LLLT apresentavam uma
quantidade maior de vasos sangiiineos quando comparadas com as amostras do grupo
controle. Entretanto, similar ao que foi observado na andlise da intensidade do infiltrado
inflamatoério, os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p < 0,05).

A presenca de células inflamatdrias produtoras de COX2 foi avaliada utilizando o
método imuno-histoquimico. Os animais que foram submetidos a LLLT apresentavam uma
porcentagem significativamente maior de células inflamatorias (Gréfico 3) expressando a
enzima COX2, evidenciada pela marcag¢ao intracitoplasmatica (Figuras 1C e 1D), quando

comparamos com as amostras cutdneas do animais do grupo controle.

Discussao:

Em 2007, a populacdo brasileira entre 20 e 79 anos de idade contava com 119
milhdes e 519 mil individuos, entre os quais a International Diabetes Federation (IDF)
constatou que cerca de 5,8%, 6.913.000 milhdes de pessoas com 20 a 79 anos eram
portadores de diabetes. Diante disto, a IDF realizou um calculo de prevaléncia desta mesma
populagdo para o ano de 2025 e constatou um crescente aumento percentual de 11,4% (17
milhdes 627 mil pacientes)’. Além da taxa de incidéncia, destaca-se o fato de que algumas
complicagdes 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 miocérdio), os acidentes vasculares

cerebrais, as nefropatias, as neuropatias, as retinopatias diabéticas e o pé diabético'. Os
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pacientes portadores de diabetes possuem deficiéncia cicatricial apresentando evolugdo
mais lenta na reparagdo de lesdes quando comparados a pessoas saudaveis. Isto explica o
fato dos diabéticos serem mais susceptiveis a morbidades inerentes a doenga o que dificulta
0 processo cicatricial, como o risco aumentado para infec¢des, evolugdo da ferida, podendo
levar a amputa¢do do membro afetado'®'*20212,

Diante tal realidade, esclarecimentos sobre a doenga, modelos animais portadores de
diabetes vém sendo utilizados em pesquisas na busca de respostas sobre as complicagdes
inerentes a doenga e meios de evita-la'>'*. Estas pesquisas envolvem, classicamente, dois
modelos experimentais em animais com Diabetes Mellitus Tipo I (DM1) espontanea: ratos
BB (Biobreading) e camundongos NOD (Non Obese Diabetic). Estes modelos sdo
suficientemente bem caracterizados para se tragar um paralelo com estudos clinicos em
humanos'>".

Fisiologicamente, o processo de cicatrizagdo de feridas passa por uma seqiiéncia de
eventos que envolvem: hemostasia, inflamacao (limpeza), proliferacdo, amadurecimento ou
“remodelamento” e desconstru¢do ou digestdao™****. Quando ocorre uma lesdo tecidual o
processo de reparo ¢ modulado pela atividade celular das células da resposta inflamatoria e
das células da borda da lesdo e por uma rede de citocinas e de fatores de crescimento que
influenciam a migracdo, a proliferagdo e a diferenciacdo celular para o local da lesdo
tecidual®®?’.

O TGF-B é uma citocina pro-inflamatoria envolvida em processos fisiologicos e
patoldgicos, incluindo remodelamento vascular (angiogénese e neogénese) e fibrose

Cutﬁnea28’26’29’30

. Ainda, este mediador regula multiplas func¢des celulares, incluindo a
atividade mitotica e a induc¢do a diferenciacdo celular’*?. Através deste controle, influencia

o aumento da populacdo de fibroblastos que depositam a matriz extracelular (MEC) via
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sintese de coldgeno e inibe a ativagdo de proteases que degradam esta matriz**. Estudo

realizado em nosso laboratorio utilizando a LLLT como tratamento de feridas cutineas em

modelo experimental em ratos Wistar, demonstrou niveis elevados de TGF-f3 no grupo
tratado em comparagdo com o grupo controle. Os resultados sugeriram que a LLLT ¢ um
método util e ndo invasivo para regular a intensidade da reagdo inflamatoria, sendo
instrumento importante na cicatrizagio de feridas cutineas®.

Estudo envolvendo tratamento com LLLT na isquemia cerebral induzida

experimentalmente sugere que este tipo de terapia pode inibir a produ¢ao do 6xido nitrico

(NO) e regular a expressdo da citocina fator de crescimento transformador beta (TGF-[)
que apresenta potencial anti-inflamatério além de induzir a proliferacdo fibroblastica,

controlando o processo cicatricial”’

. Diversos pesquisadores tem também estudado o papel
imunomodulador pré-inflamatorio do NO através da elevagdo dos niveis de COX-2'41516-17,
A COX-2 pertence a familia de enzimas que convertem o dcido araquidonico em
prostaglandina (PG). A forma induzivel desta enzima ¢ estimulada por citocinas
inflamatorias, 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 relacdo as células inflamatdrias
observou-se maior quantidade de infiltrado inflamatério no grupo controle comparado ao
grupo tratado, além do grupo submetido a LLLT apresentar uma cicatrizagdo mais bem
organizada. Entretanto a andlise histomorfométrica revelou que a reducgao da intensidade do
infiltrado inflamatério e a inducdo do processo de reparagado tecidual ndo foram

estatisticamente significativas quando comparamos com os dados obtidos das amostras

cutaneas dos animais do grupo controle. Estes dados sao diferentes dos estudos
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6,8,36

anteriores™™”° que demonstram estatisticamente o potencial anti-inflamatério e pro-

cicatricial da LLLT em animais convencionais *"*%%,

Estes estudos acima mencionados reportam a hipétese de que o desenvolvimento do
diabetes interfere substancialmente com a resposta inflamatoria 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-3 que controlam o desenvolvimento do processo
inflamtorio, a proliferagdo fibroblastica e a formacao de novos vasos sangiiineos
apresentam uma expressao tecidual alterada em camundongos diabéticos.

No presente estudo utilizamos o método imuno-histoquimico para avaliar a
expressao da enzima COX2 pelas células inflamatorias nas feridas cutdneas em
camundongos NOD. Foi constatada uma reducao significativa da COX2 em animais
tratados com a LLLT. Esta diminuicao da expressdo da COX2 foi associada com a reducao

do infiltrado inflamatério e o aumento de nimero de vasos sangiiineos nos animais tratados

com LLLT.

Conclusao:
Os resultados em conjunto sugeriram que a LLLT ¢é capaz de modular
negativamente a expressao da enzima COX2 contribuindo para o controle da resposta

inflamatéria em feridas cutaneas de camundongos NOD.
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LEGENDAS:

FIGURA 1: Amostra cutdnea de camundongos NOD.
la: Corte histolégico de amostras cutaneas de camundongo NOD do grupo controle
apresentando infiltrado inflamatério mononuclear difusamente distribuido (setas),
coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original 400X.
1b: Corte histologico de amostras cutaneas de camundongo NOD do grupo tratado
apresentando escasso infiltrado inflamatério mononuclear (setas), coloragdo por
hematoxilina e eosina, aumento original 200X.
lc: Corte histolégico de amostras cutaneas de camundongo NOD do grupo controle
apresentando inimeras células COX2 positivas (setas), coloracdo por imuno-
histoquimica, aumento original 400X.
1d: Corte histologico de amostras cutaneas de camundongo NOD do grupo tratado
apresentando pequeno numero de células COX2 positivas (setas), coloracao por

imuno-histoquimica, aumento original 400X.

GRAFICO 1: Numero de células inflamatérias (7°. dia pos-operatorio). Resultados
expressos em média + desvio padrdo. * nivel de significancia p < 0,05.

GRAFICO 2: Numero de vasos sangiiineos (7°. dia pos-operatorio). Resultados expressos
em média * desvio padrao. * nivel de significancia p < 0,05.

GRAFICO 3: Porcentagem de células COX2 positivas no infiltrado inflamatério.

Resultados expressos em média * desvio padrdo. * nivel de significancia p < 0,05.
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