
ARTIGO ORIGINAL

Inibição da expressão de ciclooxigenase 2 em feridas 
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Inhibition of cyclooxygenase 2 expression in NOD mice cutaneous wound by low-level laser therapy
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Resumo

Contexto: A terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido relatada como importante moduladora da cicatrização de feridas cutâneas 
aumentando a proliferação fibroblástica associada ao aumento da expressão da citocina fator transformador de crescimento- β2 (TGF-βB2).
Objetivo: No presente estudo foram avaliados os efeitos da LLLT sobre a expressão da enzima ciclooxigenase 2 (COX2) no sítio do reparo tecidual 
utilizando o modelo experimental com camundongos diabéticos não obesos (NOD) para estudar a cicatrização de feridas cutâneas.
Métodos: Foram utilizados 30 camundongos NOD, destes 14 ficaram diabéticos e foram divididos em dois grupos: o grupo I (n=7) foi submetido a 
um procedimento cirúrgico de feridas cutâneas e o grupo II (n=7) foi submetido a um procedimento cirúrgico de feridas cutâneas e tratados com 
LLLT. O grupo II foi submetido à LLLT nos seguintes parâmetros: 15 mW de potência, dose de 3,8 J/cm2 e tempo de aplicação de 20 segundos. Após 
sete dias do ato cirúrgico e após aplicação do laser, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestesia e amostras das feridas foram colhidas 
para posterior análise histopatológica, histomorfométrica e imuno-histoquímica.
Resultados: A LLLT promoveu a inibição da expressão da COX2 em feridas cutâneas de camundongos diabéticos.
Conclusão: Em conjunto, os resultados sugeriram que a LLLT é capaz de modular negativamente a expressão da enzima COX2 contribuindo para o 
controle da resposta inflamatória em feridas cutâneas de camundongos NOD.

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

Abstract

Background: Low-level laser therapy (LLLT) has been reported to modulate the healing of wounds by inducing an increase in fibroblast number 
associated with increased expression of the cytokine transforming growth factor-β2 (TGF-β2).
Objective: In the present study, the effect of LLLT on expression of COX2 at the site of tissue repair was evaluated, using an experimental model with 
non obese diabetic mice (NOD) to study cutaneous wound healing.
Methods: Thirty NOD mice were used, of which 14 were diabetic and were divided into two groups: group 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 tissue samples were collected for subsequent histological analysis, histomorphometry 
and immunohistochemistry.
Results: The LLLT has promoted the inhibition of COX2 expression in skin wounds in mice diabetic.
Taken together the results suggest that LLLT modulate the expression of COX2 improved the control of inflammatory reaction in cutaneous wound 
lesions in NOD mice.
Conclusion: Taken together, the results suggested that LLLT is able to negatively modulate the expression of COX2 enzyme contributing to the 
inflammatory response in cutaneous wounds in NOD mice.

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

O diabetes mellitus (DM) é uma síndrome de etiologia 
múltipla, decorrente da falta de insulina e/ou da incapa-
cidade da insulina exercer adequadamente seus efeitos. A 
doença é um problema mundial de saúde pública, de in-
cidência elevada, em termos de pessoas afetadas, incapaci-
tações e mortalidade prematura1. Estudos epidemiológicos 
indicam um aumento considerável da prevalência, tanto do 
DM tipo I (DM1) quanto o DM tipo 2 (DM2)2. As compli-
cações crônicas inerentes ao DM merecem destaque pela 
alta morbidade e caráter incapacitante como as úlceras de 
membros inferiores. Tal processo é denominado pé diabéti-
co que pode acarretar amputação do membro afetado1,3-5.

Estudos realizados em modelos animais, in vitro e em 
humanos a respeito desta doença estão sendo cada vez mais 
difundidos a fim de prevenir, retardar e tratar as possíveis 
complicações. Novas possibilidades terapêuticas estão sen-
do preconizadas utilizando a terapia laser de baixa inten-
sidade (LLLT) no processo de reparo tecidual. Esta terapia 
demonstra ser um recurso eficaz na diminuição do tempo 
de reposição tecidual, ou seja, melhora a qualidade da repa-
ração tecidual e acelera o processo de cicatrização6-9.

Modelos experimentais de diabetes em murinos estão 
sendo amplamente estudados a fim de esclarecer o meca-
nismo fisiopatológico da doença. O camundongo diabético 
não obeso (NOD) é amplamente utilizado em trabalhos ex-
perimentais por apresentar um genoma bem definido que 
induz o desenvolvimento espontâneo de um quadro feno-
típico de DM110-13.

Diversos pesquisadores têm estudado o papel imuno-
modulador pró-inflamatório da interação de mediadores 
inflamatórios, como por exemplo, os efeitos do óxido nítri-
co (NO) através da elevação dos níveis de ciclooxigenase 2 
(COX2) no sítio inflamatório induzindo a vasodilatação e 
a migração de células para o local da lesão tecidual14-17. No 
presente estudo, avaliou-se o efeito da LLLT sobre a síntese 
de COX2 durante a resposta cicatricial em feridas cutâneas 
em camundongos diabéticos.

Método

Animais

Foram utilizados 30 camundongos NOD, fêmeas, com 
120 a 150 dias de idade e, em média, 20 gramas de peso. Dos 
30 camundongos NOD selecionados para a pesquisa, 14 fica-
ram diabéticos (46,6%). Tal porcentagem é compatível com 
a observada na literatura11-13. Os animais foram obtidos no 

Biotério da Fundação Osvaldo Cruz, Salvador (BA). Os ani-
mais foram alojados no Biotério do Núcleo Biomédico da 
Faculdade de Medicina da Fundação Dom André Arcoverde, 
Valença (RJ) e mantidos segundo critérios preestabelecidos 
pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal.

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

Modelo experimental

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

Os animais foram previamente anestesiados com 
100 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de xilasina, em segui-
da, foram submetidos a um procedimento cirúrgico para 
a remoção de um fragmento circular de tecido cutâneo de 
aproximadamente 10 mm de diâmetro na região dorsal 
com auxílio de um bisturi. O aparelho utilizado no grupo 
tratado foi o Twin Laser de emissão infravermelha, pulsá-
til, com semicondutores de arsênio e gálio, comprimento 
de onda de 780 nm, potência de pico de 70 mW, potência 
média de saída de 0,5 a 3,5 mW e aplicação através de fibra 
ótica. No grupo controle não foi realizado nenhum tratamen-
to; no grupo II, as feridas experimentais foram submetidas à 
LLLT nos seguintes parâmetros: 15 mW de potência, dose de 
3,8 J/cm2 e 20 segundos de aplicação. A primeira aplicação foi 
realizada logo após o ato cirúrgico e uma segunda aplica-
ção 48 horas após o procedimento cirúrgico. Foi realizada 
aplicação do laser pelo método pontual em um tempo de 
20 segundos, englobando a área central e as bordas adjacen-
tes à lesão a fim de tratar a área uniformemente. Decorridos 
sete dias do ato cirúrgico e após aplicação do laser, todos os 
animais foram eutanaziados através de sobredose de anes-
tesia. Posteriormente, foram coletadas amostras das lesões 
contendo, na sua profundidade, parte da pele adjacente às 
bordas da ferida e todo o tecido cicatricial.

Histopatologia e histomorfometria

Todas as amostras das lesões cutâneas foram subme-
tidas a análises histopatológica e histomorfométrica. As 
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amostras de pele foram fixadas em formol tamponado 10% 
(pH 7) por período mínimo de 24 horas. Após a fixação, 
houve desidratação gradativa em concentrações crescentes 
de álcool etílico (70 a 100%), diafanizadas em xilol, embebi-
das e incluídas em parafina, conforme métodos histológicos 
de rotina. Posteriormente, as amostras foram submetidas à 
microtomia utilizando-se micrótomo modelo 820 Spence, 
com seções de 5 µm de espessura. Foram realizados cor-
tes histológicos em duas diferentes profundidades de cada 
amostra coletada. As lâminas histológicas foram mantidas 
em estufa para secagem e os cortes submetidos à coloração 
por hematoxilina e eosina para posterior análise.

Foi realizada a captura de imagens com câmera digi-
tal e posteriormente avaliadas por sistema computadori-
zado de captura de imagens Axiostar Plus (Zeiss, Berlin, 
Alemanha). As imagens de todos os campos microscópicos 
de cada amostra foram capturadas com aumento original 
de 400X e a contagem de células inflamatórias e vasos por 
campo microscópico foi realizada com auxílio de marcação 
digital.

Imuno-histoquímica

O estudo imuno-histoquímico foi realizado através do 
emprego do método do complexo avidina-biotina peroxi-
dase anti-peroxidase (ABC) para verificar a expressão de 
COX2, afim de elucidar o mecanismo de ação da LLLT em 
lesões cutâneas de camundongos diabéticos.

O método foi realizado nas seguintes etapas: a) Fixação 
em acetona (10 min); b) Reidratação dos cortes em PBS, pH 
7,4 (10 min); c) Bloqueio da peroxidase endógena com solu-
ção de peróxido de hidrogênio 0,4% (30 min); d) Lavagem 
em PBS (10 min); e) Incubação com soro normal de cavalo 
(Vector Laboratory, Inc., Burlington, Califórnia, EUA) em câ-
mara úmida (20 min); f) Incubação com o anticorpo primá-
rio policlonal anti-COX2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz 
Biotechnology, Califórnia, EUA), diluição 1:100 (1 h); g) 
Lavagem em PBS (10 min); h) Incubação com anticorpo se-
cundário de cabra biotinilado anti-IgG de coelho (Dakopatts, 
Copenhagen, Dinamarca) diluição 1:100 em PBS (30 min); i) 
Lavagem em PBS (30 min); j) Incubação com tampão acetato 
0,2 M, pH 5,2 (10 min); l) Revelação do produto da reação 
imunológica empregando a solução de 3-amino-9-eticar-
bazol (1 a 3 min); m) Lavagem em água corrente (10 min); 
n) Contracoloração com hematoxilina de Harris (1 min); o) 
Lavagem em água corrente (10 min); p) Montagem da lâmi-
na com Elvanol (polivinilálcool) e lamínula.

O controle da reação imuno-histoquímica foi realizado 
omitindo-se, em alguns cortes, a etapa de incubação com o 

anticorpo primário. Imagens dos campos analisados foram 
obtidas através do sistema computadorizado de análise de 
imagens, AxioVision (Axiostar Zeiss, Carl Zeiss, Hamburg, 
Alemanha). Foi realizada captura de imagens de quatro 
campos aleatórios de cada lâmina histológica com câme-
ra digital (aumento total 400X) do microscópio modelo 
Axiostar Plus (Zeiss, Berlin, Alemanha). Ao final do expe-
rimento com auxílio de marcação digital, as imagens foram 
arquivadas e submetidas à contagem de células inflamató-
rias e número de vasos sanguíneos.

Análise estatística

A análise estatística dos resultados foi obtida utilizan-
do-se os métodos não-paramétricos Mann-Whitney e o 
teste t de Student com nível de significância p<0,05.

Resultados

No sétimo dia pós-operatório, a observação clínica das 
amostras das lesões cutâneas dos animais de ambos os gru-
pos do experimento apresentava uma pequena quantidade 
de coágulo sobre a superfície da ferida, com presença de 
vasos sanguíneos na profundidade da hipoderme.

As lesões cutâneas do grupo controle apresentaram pa-
drão de reparação tecidual em fase inicial, com formação 
de crosta e bordas elevadas com centro avermelhado de-
vido à presença de tecido de granulação na área lesionada. 
Entretanto, as lesões cutâneas dos animais tratados com 
LLLT apresentaram aspecto de adiantada reparação tecidu-
al, inclusive com presença de pelos.

A análise histopatológica revelou, nas amostras dos 
animais do grupo controle, uma discreta proliferação epi-
telial, porém com ampla área de material fibro-necrótico 
sobre a lesão. Nestas amostras cutâneas foi evidenciado um 
infiltrado inflamatório mononuclear bem desenvolvido, 
representado principalmente por linfócitos e macrófagos. 
Nos animais do grupo tratado, foi constatada uma diminui-
ção da intensidade do infiltrado inflamatório (Figuras 1A 
e 1B). A análise histomorfométrica revelou que embora a 
LLLT promova a diminuição do desenvolvimento do infil-
trado inflamatório, estatisticamente o resultado não foi sig-
nificante (p<0,05). Os resultados acima mencionados são 
apresentados no Gráfico 1.

A avaliação do número de vasos sanguíneos por cam-
po microscópico (Gráfico 2) revelou que as feridas cutâneas 
dos animais tratados com a LLLT apresentavam uma quan-
tidade maior de vasos sanguíneos quando comparadas com 
as amostras do grupo controle. Entretanto, similar ao que 
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foi observado na análise da intensidade do infiltrado infla-
matório, os resultados não foram estatisticamente significa-
tivos (p<0,05).

A presença de células inflamatórias produtoras de 
COX2 foi avaliada utilizando-se o método imuno-histoquí-
mico. Os animais que foram submetidos à LLLT apresenta-
vam uma porcentagem significativamente maior de células 
inflamatórias expressando a enzima COX2 (Gráfico 3), evi-
denciada pela marcação intracitoplasmática (Figuras 2A e 
2B), quando comparados aos animais do grupo controle.

Discussão

Em 2007, a população brasileira entre 20 e 79 anos de 
idade contava com 119 milhões e 519 mil indivíduos, entre 
os quais a International Diabetes Federation (IDF) consta-
tou que 6 milhões e 913 mil (5,8%) eram portadores de dia-
betes. Diante disto, a IDF realizou um cálculo de prevalên-
cia desta mesma população para o ano de 2025 e constatou 
um crescente aumento percentual de 11,4% (17 milhões e 
627 mil pacientes)3. Além da taxa de incidência, destaca-se 
o fato de que algumas complicações inerentes ao diabetes 
levam o paciente a morbidade e mortalidade prematuras. 
As complicações crônicas mais comuns apresentadas por 
estes indivíduos são as doenças cardiovasculares (infarto 
agudo do miocárdio), os acidentes vasculares cerebrais, 
as nefropatias, as neuropatias, as retinopatias diabéticas e 
o pé diabético1. Os pacientes portadores de diabetes pos-
suem deficiência cicatricial apresentando evolução mais 
lenta na reparação de lesões quando comparados a pessoas 

Figura 1. Corte histológico de amostra cutânea de camundongos non obese diabetic. (A) Grupo controle apresentando infiltrado inflamatório mono-
nuclear difusamente distribuído (setas), coloração por hematoxilina e eosina, aumento original 400X. (B) Grupo tratado apresentando escasso infil-
trado inflamatório mononuclear (setas), coloração por hematoxilina e eosina, aumento original 200X.

A B

Gráfico 1. Número de células inflamatórias no sétimo dia pós-operatório.
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Gráfico 2. Número de vasos sanguíneos no sétimo. dia pós-operatório.
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A B

Figura 2. Corte histológico de amostra cutânea de camundongos non obese diabetic. (A) Grupo controle apresentando inúmeras células com mar-
cação positiva para COX2 (setas), coloração por imuno-histoquímica, aumento original 400X. (B) Grupo tratado apresentando pequeno número de 
células com marcação positiva para COX2 (setas), coloração por imuno-histoquímica, aumento original 400X.

saudáveis. Isto explica o fato dos diabéticos serem mais sus-
ceptíveis a morbidades inerentes a doença o que dificulta 
o processo cicatricial, como o risco aumentado para infec-
ções, evolução da ferida, podendo levar a amputação do 
membro afetado18-22.

Diante tal realidade, esclarecimentos sobre a doen-
ça, modelos animais portadores de diabetes vêm sendo 
utilizados em pesquisas na busca de respostas sobre as 
complicações inerentes à doença e meios de evitá-la12,13. 
Estas pesquisas envolvem, classicamente, dois modelos 
experimentais em animais com DM1 espontânea: ra-
tos biobreading (BB) e camundongos non obese diabetic 
(NOD). Estes modelos são suficientemente bem caracte-
rizados para se traçar um paralelo com estudos clínicos 
em humanos12,13.

Fisiologicamente, o processo de cicatrização de fe-
ridas passa por uma sequência de eventos que envolvem: 
hemostasia, inflamação (limpeza), proliferação, amadureci-
mento ou remodelamento e desconstrução ou digestão23-25. 
Quando ocorre uma lesão tecidual, o processo de reparo 
é modulado pela atividade celular das células da resposta 
inflamatória e das células da borda da lesão e por uma rede 
de citocinas e de fatores de crescimento que influenciam a 
migração, a proliferação e a diferenciação celular para o lo-
cal da lesão tecidual26,27.

O TGF-β2 é uma citocina pró-inflamatória envolvida 
em processos fisiológicos e patológicos, incluindo remo-
delamento vascular (angiogênese e neogênese) e fibrose 
cutânea26,28-30. Ainda, este mediador regula múltiplas fun-
ções celulares, incluindo a atividade mitótica e a indução 
à diferenciação celular31,32. Através deste controle, também 
influencia o aumento da população de fibroblastos que 
depositam a matriz extracelular (MEC) via síntese de co-
lágeno e inibe a ativação de proteases que degradam esta 
matriz33. Estudo realizado em nosso laboratório, utilizando 
a LLLT como tratamento de feridas cutâneas em modelo 
experimental em ratos Wistar, demonstrou níveis elevados 
de TGF-β no grupo tratado em comparação com o grupo 
controle. Os resultados sugeriram que a LLLT é um método 
útil e não invasivo para regular a intensidade da reação in-
flamatória, sendo instrumento importante na cicatrização 
de feridas cutâneas6.

Estudo envolvendo tratamento com LLLT na isquemia 
cerebral induzida experimentalmente sugere que este tipo 
de terapia pode inibir a produção do NO e regular a ex-
pressão da citocina TGF-β2 que apresenta potencial anti-
-inflamatório além de induzir a proliferação fibroblástica, 
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Gráfico 3. Porcentagem de células com marcação positiva para cicloox-
igenase 2 no infiltrado inflamatório.
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controlando o processo cicatricial27. Diversos pesquisadores 
também têm estudado o papel imunomodulador pró-infla-
matório do NO através da elevação dos níveis de COX214-17. 
A COX2 pertence à família de enzimas que convertem o 
ácido araquidônico em prostaglandina (PG). A forma indu-
zível desta enzima é estimulada por citocinas inflamatórias, 
lipopolissacarídeos (LPS) e fatores de crescimento (FC)34,35.

O presente estudo evidenciou maior quantidade de vasos 
sanguíneos nas lesões no grupo tratado quando comparado 
ao grupo controle. Em relação às células inflamatórias, obser-
vou-se maior quantidade de infiltrado inflamatório no grupo 
controle quando comparado ao grupo tratado, além do gru-
po submetido à LLLT apresentar uma cicatrização mais bem 
organizada. Entretanto, a análise histomorfométrica revelou 
que a redução da intensidade do infiltrado inflamatório e a 
indução do processo de reparação tecidual não foram estatisti-
camente significativas quando comparadas aos dados obtidos 
das amostras cutâneas dos animais do grupo controle. Estes 
dados são diferentes dos estudos anteriores6,8,36 que demons-
tram significância estatística no potencial anti-inflamatório e 
pró-cicatricial da LLLT em animais convencionais8,37,38.

Estes estudos acima mencionados reportam a hipótese 
de que o desenvolvimento do diabetes interfere substancial-
mente com a resposta inflamatória e cicatricial. Em ratos 
Wistar não diabéticos foi constatado que a LLLT induz a 
síntese de TGF-β6. É possível que citocinas importantes 
como TGF-β que controlam o desenvolvimento do proces-
so inflamatório, a proliferação fibroblástica e a formação de 
novos vasos sanguíneos apresentem uma expressão tecidual 
alterada em camundongos diabéticos.

No presente estudo utilizou-se o método imuno-histoquí-
mico para avaliar a expressão da enzima COX2 pelas células 
inflamatórias nas feridas cutâneas em camundongos NOD. Foi 
constatada uma redução significativa da expressão de COX2 
em animais tratados com a LLLT. Esta diminuição foi associa-
da à redução do infiltrado inflamatório e ao aumento de nú-
mero de vasos sanguíneos nos animais tratados com LLLT.

Conclusão

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