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RESUMO

NASCIMENTO, Adriana Paulino. Efeitos de uma dieta rica em gordura e de uma droga
antiinflamatoria ndo-esterdide sobre a cicatrizagdo cutanea de ratos Wistar propensos e
resistentes a obesidade. 2011. 67 f. Tese (Doutorado em Ciéncias - Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O sobrepeso induzido por uma dieta rica em gordura atrasa a cicatrizacdo através do
prolongamento da fase inflamatoria, entretanto, quando recebem uma dieta obesogénica,
alguns ratos séo suscetiveis a desenvolver sobrepeso, enquanto outros sao resistentes. Drogas
anti-inflamatorias ndo-esterdides sdo frequentemente utilizadas para reduzir a inflamagé&o.
Este estudo investigou a cicatrizacdo cutanea em ratos propensos a obesidade induzida por
dieta (DIO) e em ratos resistentes a dieta (DR) e avaliou a participacdo da administracdo do
celecoxibe na cicatrizacdo cutanea destes animais. Ratos machos foram alimentados com uma
dieta padrdo (Controle, C) ou com uma dieta rica em gordura saturada (30%). Apds 19
semanas, 0 grupo experimental foi subdividido nos grupos DIO e DR. Uma leséo excisional
foi feita e os animais foram mortos 7 ou 14 dias depois. Os grupos tratados receberam uma
dose diaria de 5 ou 10 mg/kg/dia de celecoxibe a partir de dois dias antes da leséo até 7 dias
apos a lesdo, quando foram mortos. O peso corporal foi maior no grupo DIO comparado aos
grupos C e DR. A gordura retroperitoneal foi maior no grupo DIO do que nos grupos C e DR
e foi maior no grupo DR do que no grupo C. O tratamento com o celecoxibe ndo alterou o
maior peso corporal apresentado pelo grupo DIO ou a maior porcentagem de gordura
retroperitoneal apresentada pelos grupos DIO e DR. Todos os grupos tratados com celecoxibe
10 mg apresentaram atraso na cicatrizacdo e ndo foram mais analisados. O grupo DIO
apresentou intolerancia a glicose, e ambos os grupos DIO e DR apresentaram atraso na
contracdo e na reepitelizacdo da lesdo. O tratamento com celecoxibe 5 mg reverteu a
intolerancia a glicose no grupo DIO e a contragdo atrasada nos grupos DIO e DR. Comparado
ao grupo DR, o grupo DIO apresentou maior quantidade de células inflamatdrias, assim como
maiores niveis de peroxidacdo lipidica. O tratamento com celecoxib (5 mg) ndo reduziu o
nimero de PMN, mas reduziu o ndmero de mastocitos no grupo DIO, o numero de
macrofagos e a peroxidacdo lipidica em ambos os grupos. A diferenciagdo miofibrobléstica e
o remodelamento dos vasos foram atrasados em ambos o0s grupos DIO e DR. O tratamento
com celecoxibe 5 mg aumentou a diferenciagdo miofibroblastica, mas ndo alterou os vasos
sanguineos. A quantidade de hidroxiprolina foi semelhante nos grupos DIO e DR. O
tratamento com celecoxibe 5 mg aumentou a quantidade de hidroxiprolina em todos o0s
grupos. A quantidade de nitrito foi menor no grupo do que no grupo DR. A expressdo de
TNF-a foi aumentada no grupo DIO comparada ao grupo DR. Nossos resultados mostraram
que os ratos DIO assim como os ratos DR apresentam retardo na cicatrizacdo cutanea devido
principalmente a intensa inflamacao, e a baixa dose de celecoxibe acelerou o reparo cutaneo
nestas condigdes.

Palavras-chave: Cicatrizacao cutanea. Dieta obesogénica. Propenso a obesidade. Resistente a
obesidade. Celecoxibe.



ABSTRACT

Overweight induced by high-fat diet delays wound healing through elongation of
inflammatory phase, however, when receiving an obesogenic diet, some rats are susceptible to
eveloping the overweight phenotype, whereas others are resistant. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs are frequently used to reduce the inflammation. This study investigated
cutaneous wound healing in diet-induced obesity (D10)-prone and diet-resistant (DR) rats and
evaluated the contribution of celecoxib administration on cutaneous wound healing of these
animals. Male rats were fed with a standard (Control, C) or high-saturated fat (30%) diet.
After 19 weeks, experimental group was subdivided into DIO and DR groups. An excisional
lesion was made and the animals were killed 7 or 14 days later. Treated groups received a
daily dose of celecoxib 5 or 10 mg/kg/day from two days before wounding until 7 days after
wounding when were Killer. The body weight was higher in the DIO group compared to the C
and DR groups. Retroperitoneal fat was higher in the DIO group than in the C and DR groups
and was higher in the DR group than in the C group. Celecoxib-treatment did not alter the
higher body weight presented by DIO group or higher retroperitoneal fat percentage displayed
by DIO and DR groups. All groups treated with celecoxib 10 mg showed delayed wound
healing, and weren’t further analysed. The DIO group presented glucose intolerance, and both
the DIO and DR groups presented delayed wound contraction and re-epithelialisation. The
celecoxib 5 mg-treatment reversed the glucose intolerance in the DIO group and the delayed
contraction in the DIO and DR groups. Compared to the DR group, the DIO group displayed
higher amounts of inflammatory cells as well as higher levels of lipid peroxidation.
Celecoxib-treatment (5 mg) did not reduce the number of PMN, but reduce mast cells number
in DIO group and macrophages number and lipid peroxidation in both groups.
Myofibroblastic differentiation and vessel remodeling were delayed in both the DIO and DR
groups. The celecoxib 5 mg-treatment increased the myofibroblastic differentiation, but did
not alter the blood vessels. Hydroxyproline levels were similar in the DIO and DR groups.
The celecoxib 5 mg-treatment increased the hydroxyproline levels in all groups. Nitrite levels
were lower in the DIO group than in the DR group. TNF-a expression was increased in the
DIO group compared to the DR group. Our results showed that DIO as well as DR rats
present delays in cutaneous wound healing due mainly to intense inflammation, and a
lowdose of celecoxib accelerates cutaneous repair in these conditions.

Keywords: Cutaneous wound healing. Obesogenic diet. Obesity-prone. Obesity-resistant.
Celecoxib.
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1 INTRODUCAO

A pele € um 6rgao complexo que reveste externamente o corpo, conferindo uma
barreira natural contra o ambiente e exercendo diversas funcdes protetoras essenciais para o
organismo. Quando a sua integridade € perdida, o processo de reparo tecidual € iniciado para
recompor a area lesada e restabelecer a sua barreira funcional. Nesse processo hd a
participacdo de diversos mediadores, como citocinas e fatores de crescimento que sao
liberados durante a fase inflamatéria e que interagem entre si promovendo a
cicatrizacdo.(Singer & Clark, 1999; Gurtner et al., 2008)

As etapas do reparo tecidual podem ser influenciadas por diversos fatores, e nos ratos
que apresentam sobrepeso induzido por dieta o processo de cicatrizacdo € retardado
principalmente devido ao prolongamento da fase inflamatéria.(Nascimento & Costa, 2006)
Entretanto, alguns ratos sdo resistentes a obesidade induzida por dieta.(Lauterio et al., 1994;
Perez-Echarri et al., 2008)

As drogas anti-inflamatoérias nao-esterdides (AINEs) sdao frequentemente utilizadas
para reduzir a inflamacdo. Essas drogas inibem a via da ciclooxigenase que produz
mediadores lipidicos chamados de eicosandides.(Muller-Decker et al., 2002) Baseado nisso, o
objetivo deste trabalho foi investigar a cicatrizacdo cutdnea em ratos propensos a obesidade
induzida por dieta e em ratos resistentes a dieta e avaliar os efeitos da administracdo do
celecoxibe (inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (COX-2)) na cicatrizagdo cutanea destes
animais.

Essa tese estd organizada da seguinte forma: Introducgdo, objetivo, material e métodos,
resultados, discussdo e conclusdes. As secdes de material e métodos, resultados e discussao
estdo divididos em duas partes para refletir os dois artigos cientificos gerados a partir deste

trabalho.
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1.1 Reparo tecidual cutaneo

Como a parte mais externa do corpo, a pele promove uma barreira natural contra o
ambiente e exerce vdrias funcdes protetoras. Por isso, o processo de reparo tecidual €
acionado logo apds a ocorréncia de uma lesdo. Apds a perda da integridade da pele, tanto por
uma lesdo aguda quanto por uma lesdo cronica, um processo com vdrias etapas € iniciado,
levando pelo menos a reconstrucdo parcial do tecido lesado e restabelecendo a barreira
funcional da pele.(Singer & Clark, 1999; Gurtner et al., 2008)

O reparo cutaneo representa um processo bioldgico dindmico e organizado que
necessita da atividade coordenada de vérios tipos celulares, citocinas, fatores de crescimento e
moléculas da matriz extracelular. Em todos os 6rgaos, a resposta normal dos mamiferos a uma
lesdo ocorre em trés fases distintas, mas que se sobrepdem: inflamacao, formagado do tecido de
granulacdo e remodelamento. Para que a cicatrizacdo ocorra normalmente, € importante que a
sequéncia temporal desses eventos seja mantida.(Singer & Clark, 1999; Gurtner et al., 2008)

O primeiro estagio do reparo de lesdes, a fase inflamatdria, ocorre imediatamente apds
o dano tecidual com a ativagdo da cascata de coagulacdo que tem como objetivo restabelecer a
homeostase, condi¢des internas estdveis, € promover uma matriz provisoria para a migragao
celular de neutréfilos, mondcitos, fibroblastos, entre outras células, até a area lesada. No local
da lesdo, as células liberam citocinas/quimiocinas que promovem a formacdo do tecido de
granulacdo. O codgulo formado é constituido de plaquetas, trombina, coldgeno, fibronectina e
uma série de fatores liberados, como citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta
inflamatéria.(Broughton et al., 2006) No processo de reparo de lesdes cutaneas, a fase
inflamatéria € uma etapa altamente dindmica, complexa e estritamente regulada, sendo uma
fase determinante no mecanismo de reparo, estabelecendo um fragil limiar entre as lesdes
agudas e cronicas, caso essa etapa ndo evolua normalmente. A resposta inflamatéria pode ser
subdividida em resposta celular e resposta vascular. No inicio do processo inflamatério, na
resposta vascular, ocorre vasodilatacdo local, com extravasamento de sangue e liquido no
espaco extravascular, caracterizando a formac¢do de um exudado, além do bloqueio da
drenagem linfatica que pode levar a producdo de sinais cardinais, como vermelhiddo, inchaco,
aquecimento e ativacdo de fibras neurossensoriais de dor.(Broughton et al., 2006) Essa
resposta inflamatdria aguda geralmente dura de 24-48 horas e pode persistir por até 2 semanas
em alguns casos. Nessa etapa do reparo, na resposta celular, as plaquetas desempenham

importante papel na adesdo, agregacdo e ativacdo de mediadores, que auxiliam na formagao
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do codgulo, que ¢ fundamental para o restabelecimento da homeostase. Uma func¢do
secunddria, mas ndo menos importante das plaquetas, é a liberacdo de quimioatrativos e
fatores de crescimento. Associada a essa resposta, o trifego de células para o local da
inflamacdo é aumentado pela expressao de moléculas de adesdao nas células inflamatdrias e
nas células endoteliais. Essas células inflamatérias que chegam até o local da lesdo, sdao
principalmente, leucécitos polimorfonucleares, que eliminam e fagocitam as bactérias e os
componentes danificados da matriz. Essas células sdo mais atuantes nos estdgios iniciais da
inflamacdo. As células mononucleares, como o0s mondcitos, que se transformam em
macréfagos no local da lesdo, s@o mais atuantes na resolu¢do da inflamacao. Os macréfagos
estdo entre as células reguladoras mais importantes da inflamacgdo, fagocitando, digerindo e
eliminando organismos patogénicos, além de remover os restos teciduais e destruir os
neutréfilos remanescentes. Essa migracao das células inflamatérias se deve, principalmente,
pela liberagdo de fatores quimioatrativos, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento transformante-f (TGF-), liberados na restauragdo da
homeostase e mediadores secretados pelos mastdcitos.(Singer & Clark, 1999; Li et al., 2007)

O segundo estdgio do reparo de lesdes, a fase de formacgdo do tecido de granulacdo,
ocorre 2-10 dias apds a lesdo e € caracterizado pela proliferacdo e pela migracio de diferentes
tipos celulares. O primeiro evento € a migracdo de queratindcitos sobre a derme lesada. Os
queratindcitos entdo proliferam e se diferenciam, restaurando finalmente a funcdo de barreira
do epitélio. Entdo novos vasos sanguineos sdo formados, e os brotos dos capilares associados
aos fibroblastos e aos macrdéfagos substituem a matriz de fibrina pelo tecido de granulagao,
que forma o novo substrato para a migragao dos queratindcitos nos estigios posteriores do
processo de reparo.(Gurtner et al., 2008) Na parte final deste estdgio, os fibroblastos, que sdao
atraidos das margens da lesdo sdo estimulados pelos macréfagos, e alguns se diferenciam em
miofibroblastos. Os miofibroblastos sdo células contrateis que ao longo do tempo aproximam
as bordas da lesdo.(Gabbiani, 2003; Desmouliere et al., 2005) Os fibroblastos e os
miofibroblastos interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de
coldgeno, que forma a maior parte da cicatriz.(Werner et al., 2007)

O terceiro estdgio do reparo de lesdes, a fase de remodelamento, comega 2-3 semanas
apos a lesdo e dura um ano ou mais. Durante este estagio, todos os processos ativados apds a
lesdo desaceleram e param. A maioria das células endoteliais, macréfagos e miofibroblastos
sofrem apoptose, deixando uma massa que contém poucas c€lulas e consiste principalmente
de coldgeno e outras proteinas da matriz extracelular.(Gurtner et al., 2008) Além disso,

durante 6-12 meses, a matriz extracelular é ativamente remodelada de coldgeno do tipo III
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para coldgeno do tipo L(Lovvorn et al., 1999) Este processo ¢é realizado pelas
metaloproteinases da matriz (MMPs) que sdo secretadas pelos fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais, e fortalece o tecido reparado. Entretanto, o tecido nunca recupera as
propriedades da pele ndo lesada.(Gurtner et al., 2008) A Figura 1 esquematiza as fases do

processo de reparo tecidual.

| Inflamagao |

Coagulo de Fibrina

Queratindcitos

-

Proliferacao

Tecido de
Granulagio

Neutréfilos

Vasos Sanguineos

YC ST \Jj‘r@_— = Macréfagos

Mat _ / -@- MiofFibroblastos
daturagao 2 =

| | _ «MN/-\

Colageno

Remodelamento
da Matriz

Farmagao da Cicatriz

Figura 1. As trés fases cldssicas do reparo cutineo. A fase de inflamacdo ocorre
imediatamente apds o dano tecidual com a ativagc@o da cascata de coagulacdo que tem como
objetivo a formagdo de um codgulo e de uma matriz provisoria para a migracdo celular. A fase
de proliferacdo € caracterizada pela proliferacao e pela migracdo de diferentes tipos celulares
que resultam na reepitelizagdo e na producdo de matriz extracelular. A fase de maturagdo €
caracterizada pela reducdo da celularidade e pelo remodelamento da matriz extracelular.

Modificado de Ko et al, 2011.(Ko et al., 2011)

A sintese e a liberacdo de citocinas sdo necessdrias para a cicatrizagdo de lesdes,
porém quantidades excessivas de citocinas inflamatdrias estdo presentes em lesdes que nio

cicatrizam como as ulceras e/ou doengas inflamatérias.(Cooney et al., 1997; Trengove et al.,
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2000) Experimentos com animais t€ém mostrado diferentes papéis para as citocinas,
dependendo da sua concentracdo. Estes trabalhos mostram que enquanto na cicatrizagdo
normal € necessdrio algum envolvimento de citocinas inflamatdrias, as cicatrizagdes anormais
podem resultar de um aumento na quantidade desses mediadores.(Fajardo et al., 1992; Iocono
et al., 2000) As citocinas inflamatdrias, em especial o fator de necrose tumoral-ot (TNF-ov),
regulam a ativacdo de MMPs na pele humana. A ativacio de MMPs pelo TNF-o. pode
explicar o papel do TNF-a durante o remodelamento tecidual. Entretanto, como grandes
quantidades de TNF-o s@o encontradas em lesdes cronicas, a ativacdo de pro-MMPs mediada
pelo TNF-o sugere um mecanismo para o papel destrutivo da inflamacgdo excessiva no
tecido.(Han et al., 2001) Nas condicdes de sobrepeso, ocorre o aumento da massa de tecido
adiposo, que ¢ diretamente proporcional ao aumento na secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias,(Mohamed-Ali et al.,, 1998; Sethi & Hotamisligil, 1999) que podem atuar
estendendo a fase inflamatéria e com isso podem retardar o processo de reparo tecidual

cutaneo.

1.2 Ratos propensos e resistentes a obesidade

A obesidade € uma doenc¢a multifatorial que € influenciada tanto por fatores genéticos
quanto por fatores ambientais e pode levar a diversas complicagdes,(Haslam & James, 2005)
entre elas o atraso na cicatrizacdo cutinea.(Nascimento & Costa, 2006) Para o estudo da
obesidade, o melhor modelo € aquele que mimetiza as caracteristicas observadas em seres
humanos. Os modelos de obesidade genética podem ou ndo desenvolver alteragdes, e
consequentemente podem ou ndo mimetizar as mudangas observadas em seres humanos. Ao
contrério, os modelos experimentais de indu¢do de obesidade por dieta parecem ser os mais
relevantes com relagdo a obesidade.(Dobrian et al., 2000) Semelhante aos seres humanos, os
ratos também variam em sua propensdo de tornarem-se obesos quando alimentos com uma
dieta hiperlipidica; entretanto, os fatores que tornam alguns ratos suscetiveis (ratos DIO, diet-
induced obesity) e outros resistentes (ratos DR, diet-resistant) a obesidade induzida por dieta
ainda ndo estdo claros.

Os ratos DIO sao usados como um modelo animal alternativo para o estudo de

importantes interagdes do background genético com o ambiente. A obesidade induzida por
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dieta somente se desenvolve quando os ratos sdo expostos a uma dieta que ¢ moderadamente
rica em gordura e em energia. Desta forma, ela é andloga a muitos tipos de obesidade
humana.(Levin & Routh, 1996) Além disso, existem poucos estudos relatados em pacientes
em que a mutacdo no gene da leptina ou no gene do receptor as leptina pode explicar a
obesidade, portanto o0 modelo DIO reproduz melhor a obesidade humana do que os modelos
genéticos de obesidade.(Moraes et al., 2003)

Viérios estudos em roedores t€m mostrado diferentes respostas a dietas
hiperlipidicas.(Lauterio et al., 1994; Perez-Echarri et al., 2008) Aproximadamente metade dos
ratos ganha peso rapidamente e desenvolve a obesidade induzida por dieta, enquanto que a
outra metade ganha peso de forma semelhante ou menor do que os ratos alimentos com dieta
padrao e sdo caracterizados como resistentes a obesidade. Embora seja conhecido que o
sobrepeso induzido por dieta hiperlipidica atrasa a cicatrizagdo cutanea através do
prolongamento da fase inflamatdria,(Nascimento & Costa, 2006) o padrdo de cicatrizagdo de
individuos que se alimentam de dieta obesogénica, mas sdo resistentes ao desenvolvimento da

obesidade, ainda ndo é conhecido.

1.3 Prostaglandinas

Diversos mediadores sdo produzidos na fase inflamatéria do processo de reparo
tecidual, entre eles, as prostaglandinas que sdo mediadores lipidicos derivados de &cidos
graxos com 20 carbonos pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX). As prostaglandinas estdo
envolvidas em diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo a regulagdo do tdnus vascular,
fertilidade, funcdo plaquetdria, biologia tumoral e inflamacdo.(Diez-Dacal & Perez-Sala,
2010) As prostaglandinas estdo entre os mediadores liberados logo no inicio da reacdo
inflamatoria,(Colville-Nash & Gilroy, 2001) atuando na vasodilatagcdo, febre e na regulagcdo
do fluxo sanguineo. Os dcidos graxos que servem de substrato para a acdo da COX sdo
liberados dos fosfolipidios da membrana pelas fosfolipases. A COX € uma enzima bi-
funcional que produz sequencialmente a prostaglandina G, (PGG;) e a prostaglandina H;
(PGH,) através de uma reacdo de duas etapas que envolve a ciclooxigenagdo e a peroxidacao
dos 4cidos graxos, que € principalmente o 4cido araquidonico. A PGH,, por sua vez, &
transformada por vdrias sintases em prostaglandinas e tromboxanas. A tromboxana A,

(TXA;) € o principal produto da via da COX nas plaquetas, a prostaglandina E, (PGE,) é
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sintetizada em diversos tipos celulares. A prostaglandina I, (PGI;), também chamada de
prostaciclina, € sintetizada principalmente nas células endoteliais e a prostaglandina D,
(PGD,) € o principal produto da via da COX em varios tipos celulares, incluindo macréfagos,
células dendriticas e mastdcitos ativados.(Funk, 2001; Gonzalez-Periz & Claria, 2007)

As prostaglandinas possuem um papel critico na inflamagdo e por muitos anos, a COX
e os seus produtos foram considerados principalmente agentes pro-inflamatorios. A utilizagdao
de drogas anti-inflamatdrias e de modelos animais geneticamente modificados, deficientes em
certas PG sintases ou em receptores de PG, tém evidenciado papéis positivos das
prostaglandinas na resposta inflamatdria, funcionando na verdade como moduladoras da
inflamacao.(Narumiya, 2009) Portanto, a COX e as PG sintases sdo alvos-chave para a acdo
dos compostos anti-inflamatérios e grandes esforcos tém sido dedicados ao desenvolvimento
de inibidores. Das enzimas desta familia, a COX-2 € considerada a principal forma envolvida
na patogénese da inflamacdo, devido ao fato de que ela ndo é detectada em grandes
quantidades na maioria dos tecidos, mas a sua expressao € fortemente induzida por estimulos
pro-inflamatoérios.(Perez-Sala & Lamas, 2001) Este fato, junto com o objetivo de reduzir os
efeitos colaterais dos AINEs que agem a partir da inibi¢do da COX-1, estimulou a busca de
inibidores especificos da COX-2.(Diez-Dacal & Perez-Sala, 2010) A Figura 2 demonstra a

sintese das prostaglandinas.
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Figura 2. As vias de sintese dos prostandides. Os prostandides sdo mediadores lipidicos

derivados de &cidos graxos, principalmente o &dcido araquidonico. Através da acdo das
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fosfolipases sobre os fosfolipidios da membrana, o 4cido araquidonico € liberado para servir
de substrato para a COX. A COX produz sequencialmente a PGG; e a PGH,, sendo esta
ultima transformada por vdrias sintases em prostaglandinas e tromboxanas. Modificado de

Diez-Dacal e Pérez-Sala, 2010.(Diez-Dacal & Perez-Sala, 2010)

1.4 Ciclooxigenase

A COX-1 e a COX-2 regulam pontos-chave na sintese de prostaglandinas. A COX-2 é
a isoforma induzivel e foi descoberta no inicio dos anos 1990.(O'banion et al., 1991; Hla &
Neilson, 1992) Mais recentemente, uma terceira isoforma, chamada de COX-3, foi
identificada como um splice variante da COX-1.(Shaftel et al., 2003)

A COX-1 é uma proteina transmembrana, que reside na membrana do reticulo
endoplasmadtico e apresenta um longo canal hidrofébico como sitio ativo.(Botting, 2006) A
COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos e tem um papel importante na
producdo de prostaglandinas que controlam os processos fisioldgicos normais. Além disso, a
COX-1 € responsdvel pela manutencao da sintese de prostaglandinas.(Merlie et al., 1988)

A COX-2, assim como a COX-1, é uma proteina transmembrana localizada na
membrana do reticulo endoplasmaético, assim como, na membrana nuclear.(Vane et al., 1998)
Apesar da diferenca genética entre as isoformas da COX-1 e COX-2, elas apresentam uma
homologia de 60% em relacio aos aminodcidos, além de apresentarem massa molecular
semelhante de 70 kD e comprimento idéntico. Estudos da estrutura tercidria da COX-1 e
COX-2 demonstraram que os residuos que formam o canal de ligagdo para o substrato, o sitio
catalitico e os residuos imediatamente adjacentes sdo idénticos, exceto por duas pequenas
variacdes em que ocorre uma troca da isoleucina na COX-1 pela valina na COX-2 nas
posicdes 434 e 523.(Warner & Mitchell, 2004) Essa substituicdo resulta em um sitio de
ligacdo para o substrato maior e mais flexivel na COX-2 (25% maior) em relacdo a COX-1,
sugerindo que a COX-2 pode competir melhor do que a COX-1 pelo 4cido araquidonico. Ao
contrdrio da COX-1, a COX-2 ndo € detectada em grande quantidade na maioria dos tecidos
normais, mas € induzida por vérios estimulos inflamatorios e mitogé€nicos, participando assim
em processos inflamatoérios e no controle do crescimento celular.(Vane et al., 1998)

A COX-3 foi recentemente descoberta em tecidos de humanos e de caninos, com

maior incidéncia no cérebro e no coragdo.(Chandrasekharan et al., 2002) A COX-3 ¢
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considerada um splice variante do gene da COX-1.(Shaftel et al., 2003) Essa isoforma ¢é
transcrita pelo mesmo gene da COX-1 e apresenta diferenca somente na reten¢cdo do intron 1
no seu RNA mensageiro. Com relacdo a proteina, a COX-3 difere da COX-1 pela insercao de
30 a 34 aminodcidos, presentes no peptideo sinal hidrofébico, que ndao € clivado nessa
isoforma. Sugere-se que a COX-3 tem um papel importante no mecanismo central da dor e da
febre, por ser seletivamente inibida por drogas analgésicas/antipiréticas.(Chandrasekharan et

al., 2002)

1.5 Ciclooxigenase e prostaglandinas na pele

Na pele a COX-1 encontra-se presente por toda a epiderme,(Lee et al., 2003)
principalmente, nos queratinocitos basais e suprabasais e nos foliculos pilosos.(Scholz et al.,
1995) A COX-2 estd presente constitutivamente, principalmente, nos queratindcitos
basais.(Leong et al., 1996) Uma lesao incisional na pele de rato, induz a expressao de COX-2
dentro de 12 horas, que pode persistir por até 3 dias apds a lesdo. Nesse caso, a expressao da
COX-2 é observada nos queratindcitos basais, nas células periféricas da bainha externa do
foliculo piloso, nas células semelhantes a fibroblastos e nos capilares préximos a margem da
lesdo.(Lee et al., 2003) Em lesdes excisionais cutineas de camundongos, observou-se uma
expressao bifasicamente regulada e oposta entre a COX-1 e a COX-2. Assim como visto em
ratos, a expressao protéica da COX-1 diminui rapidamente apds a lesdo, enquanto que a
expressdo protéica da COX-2 € expressivamente induzida nessa etapa. A expressao protéica
da COX-2 € observada em neutrdéfilos, logo apds a les@o, e uma intensa expressao € observada
em macrofagos e vasos sanguineos localizados no tecido de granulagdo, além de ser
observada nos queratinécitos das margens da lesdo. Cinco dias apos a lesdo, a expressao
protéica da COX-1 € detectada nas margens da lesdo, em células fibroblasticas do tecido de
granulagdo.(Kampfer et al., 2003)

Na pele lesada, as prostaglandinas produzidas via COX-1 e COX-2 desempenham uma
série de fungdes fisioldgicas e fisiopatologicas. A PGD; auxilia na recuperacao da barreira da
pele,(Honma et al., 2005) além de promover a diferenciacdo dos queratindcitos(Evans et al.,
1993) e o ciclo do crescimento folicular.(Neufang et al., 2001) PGI, € um potente
vasodilatador e é o primeiro eicosandide a ser produzido pelo endotélio vascular e pelas
células musculares lisas. As PGD, e PGE, estdo relacionadas como as principais

prostaglandinas responsaveis pela inflamacdo, uma vez que elas sdo encontradas em
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abundancia nos tecidos e em exudados, e apresentam atividades pré-inflamatérias in
vivo.(Sugimoto et al., 2006) Além disso, as PGE, e PGD, desempenham funcdes importantes
na formacao do edema(Chan et al., 1999) e na dor relatada na inflamacao.(Gupta et al., 2002)
A COX-2 também tem recebido atencao por estar envolvida em doencas em que as condi¢des
inflamatérias estdo alteradas, como na artrite reumatédide, osteoartrite,(Hochberg, 2002)
doencas cardiovasculares e em processos carcinogénicos.(Fosslien, 2000) Nessas condi¢des a
COX-2 ¢é rapidamente induzida em resposta a um estimulo inflamatério, produzindo
prostaglandinas que va@o controlar varios aspectos da inflamacdo, como o tdnus vascular, a

infiltragcdo e a ativacdo das células inflamatorias.(Wilgus et al., 2000)

1.6 Anti-inflamatorios nao-esterodides (AINEs)

Para reduzir os efeitos das reacdes inflamatérias como dor, febre, inchago, entre outros
sintomas, a utilizacdo de drogas AINEs tem alcancado propor¢des cada vez maiores, sendo
considerada um dos farmacos mais amplamente utilizados no mundo.(Muller-Decker et al.,
2002) Essas drogas apresentam um efeito analgésico, antipirético e anti-inflamatdrio,
entretanto, sua poténcia terapéutica pode variar amplamente.(Mattia & Coluzzi, 2005) Todos
os AINEs cléssicos sao capazes de inibir COX-1 e COX-2, afetando predominantemente a
COX-1, enquanto que os inibidores da COX-2 se ligam seletivamente a COX-2. Todos os
inibidores da COX-2 provocam uma inibi¢dao tempo dependente da COX-2, mas ndo inibem a
COX-1.(Smith et al., 2000) Sabe-se que aproximadamente 1% dos usudrios cronicos de
AINEs, como os pacientes com artrite ou outras doencas inflamatdrias cronicas, desenvolvem
ulceras géastricas ou complicagdes gastrointestinais. Estes efeitos colaterais podem ser
explicados pela inibi¢do da COX-1 e representa um importante problema de saide publica.
Ao contrario, os inibidores da COX-2 nao tém efeito sobre a COX-1, mas como inibidores da
enzima responsavel pela producdo da maior parte das prostaglandinas inflamatérias, eles sdo
farmacos muito eficazes.(Simon et al., 1999) A Figura 3 demonstra a via de sintese dos

prostandides e onde os inibidores da COX-2 atuam.
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Figura 3. Via de sintese dos prostandides e local de atuacdo dos inibidores da COX-2. Os
inibidores seletivos da COX-2 impedem a ligacdo da COX-2 a PGH,, bloqueando a formagao

dos prostandides por esta enzima. Modificado de Anwar et al, 2010.(Anwar et al., 2010)
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as alteracdes macro e microscopicas provocadas pela dieta hiperlipidica no
processo de cicatrizagdo cutdnea de ratos Wistar propensos e resistentes a obesidade. E a
participacao do tratamento com o celecoxibe (droga anti-inflamatdria ndo-esterdide, inibidor

seletivo da enzima ciclooxigenase 2) na cicatriza¢cdo cutaneas destes animais.

Objetivo Especifico

- Comparar a retragao da lesdo e a formacao da neo-epiderme;
- Avaliar o infiltrado inflamatério;

- Avaliar a mobilizacdo de mastdcitos;

- Avaliar o dano oxidativo;

- Avaliar a diferenciagdo miofibrobléstica;

- Avaliar o remodelamento dos vasos sanguineos;

- Avaliar a deposicao de colageno;

- Analisar marcadores inflamatoérios.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Ratos propensos e resistentes a obesidade apresentam retardo na cicatrizacao

cutanea

3.1.1 Animais Experimentais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (CEA/160/2006). Apés o desmame (21 dias), ratos Wistar
machos pesando entre 30-60 g comegaram o protocolo da dieta com livre acesso a comida e a
dgua durante todo o periodo experimental. Os animais foram mantidos em uma sala com
temperatura controlada (22°C) sob um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro. Trés grupos
com pelo menos 7 animais cada foram estudados em 2 tempos diferentes (57 ratos comegaram
o experimento; 50 ratos foram incluidos no estudo; 7 ratos foram excluidos do estudo como

explicado a seguir).

3.1.2 Protocolo da Dieta

Os ratos foram aleatoriamente divididos nos grupos controle (C, n=17) e dieta (n=40). O
grupo controle foi alimentado com racao comercial (23% de proteina, 71% de carboidrato, 6%
de gordura, [porcentagem do peso da dieta], 18 kJ/g) (Nuvital; Nuvilab®, Colombo, PR,
Brasil), e o grupo dieta foi alimentado com uma dieta rica em gordura saturada, conhecida por
induzir obesidade em animais suscetiveis (15% de proteina, 55% de carboidrato, 30% de
gordura, [porcentagem do peso da dieta], 23 kJ/g, aproximadamente 45% da energia ingerida
na forma de gordura).(Aoyama et al., 2000; Nascimento & Costa, 2006) A fonte de gordura
foi a gordura hidrogenada vegetal, uma gordura semi-sélida constituida de dleo de soja
hidrogenado que contém 30% de dcidos graxos trans (Primor®, Florianépolis, SC, Brasil). O
consumo de comida foi medido diariamente, e o peso corporal foi registrado semanalmente.
Os ratos em dieta obesogénica foram separados com base no ganho de peso corporal no final
da 20® semana; os ratos com maior ganho de peso foram classificados como ratos DIO (n=17,
ganho de peso corporal 2350 g) e os ratos com menor ganho de peso foram classificados
como ratos DR (n=16, ganho de peso corporal <300 g). Os ratos restantes (n=7) foram
excluidos do estudo porque eles estavam entre os dois limites de ganho de peso (Fig. 4). Os

ratos DIO e DR permaneceram com a dieta obesogénica até o final do experimento.
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Fig. 4. Distribuicao do ganho de peso corporal de todos os animais ao final de 20 semanas de
acesso livre a comida. O grupo controle (C) era composto por 17 animais, o grupo obeso
induzido por dieta (DIO) era composto por 17 animais, o grupo resistente a dieta (DR) era

composto por 16 animais e 7 animais foram excluidos do experimento.
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3.1.3 Modelo de Lesiao e Andlises Macroscdpicas

Apo6s 20 semanas de dieta (dia 0), os ratos foram anestesiados intraperitonealmente com
cetamina (5 mg/kg) e xilazina (2 mg/kg). Apds a depilacdo do dorso, uma lesdo excisional
total (1 sz) foi feita no nivel do paniculo carnoso. As lesdes ndo foram suturadas ou cobertas
e cicatrizaram por segunda inten¢@o. O desconforto induzido por este protocolo de lesao foi
minimo, por isso ndo foram necessdrios analgésicos. Para avaliar a contragdo e a
reepitelizacdo da les@o, uma folha pléstica transparente foi colocada sobre cada lesao, e as
suas margens foram desenhadas.(Nascimento & Costa, 2006; Amadeu et al., 2008) A drea
lesada foi medida e fotografada logo apds a lesdo, e semanalmente até a eutandsia, sem a
remo¢do da crosta. A reepitelizacdo foi medida 7 e 14 dias apds a lesdo. Apds serem
escaneadas, as dreas das lesdes foram medidas utilizando o software de imagem KS400
(Zeiss-Vision; Oberkochen, Alemanha). Os dados sdo expressos como porcentagem da drea

inicial lesada e como porcentagem de drea lesada reepitelizada.

3.1.4 Teste de Tolerancia a Glicose Oral (TTGO)

No final de 20 semanas de dieta, apés 12-14 h de jejum, mas antes da lesdo, a
concentracdo de glicose foi determinada no sangue da ponta da cauda (tempo 0) em 6 animais
selecionados aleatoriamente em cada grupo, e em seguida cada rato recebeu glicose (2 g/kg)
através de gavagem. As amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda em 15, 30, 60
e 120 min apods o desafio com a glicose.(Anwer et al., 2008) A glicemia foi avaliada usando
uma fita reagente (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Os
resultados do TTGO sdo expressos como dreas integradas sob a curva para a glicose durante
120 min (AUGg), calculada utilizando a regra do trapézio: AUC = (C1 + C2) (2)-1 x (12 -
t1).(Bhatt & Makwana, 2008)

3.1.5 Coleta do Tecido e Analises Microscdpicas

Os ratos foram mortos pela exposi¢do ao CO, 7 (C =7, DIO =8, DR =7) ou 14 (C =
10, DIO = 9, DR = 9) dias apds a lesao. Um fragmento de lesdo e pele normal adjacente foi
fixado em formol e incluido em parafina, e outro fragmento da lesao foi congelado (-70°C).
O tecido adiposo branco do depdsito retroperitoneal foi cuidadosamente removido, pesado e
congelado (-70°C).

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina para quantificar o nimero de
leucécitos polimorfonucleares (PMN) no tecido de granulacdo; 10 campos aleatorios

(0,02 mmz) por animal foram analisados utilizando uma objetiva de 100x (Zeiss Primo Star;



26

Zeiss Vision; Oberkochen, Alemanha). Os cortes também foram corados com azul de
toluidina para avaliar o nimero de mastocitos; entre 6 e 10 campos aleatérios por animal
(0,15 mm?) foram analisados na regido profunda do tecido de granulacdo, utilizando uma
objetiva de 40x (Zeiss Primo Star). Os resultados sdo expressos como células/mm?, e as
quantificagdes foram realizadas as cegas e repetidas sem diferenca significativa entre elas.
Além disso, os cortes foram corados com vermelho de picro Sirius e observados sob
polarizacdo para avaliar a organizacdo das fibras coldgenas. Fibras coldgenas espessas,
caracteristicas de tecidos com alta densidade de coldgeno, aparecem fortemente
birrefringentes e amarelo-avermelhadas, enquanto que as fibras coldgenas finas, indicativas de
tecidos com baixa densidade de fibras coldgenas, sdo fracamente birrefringentes e

esverdeadas.

3.1.6 Imunohistoquimica e Quantificacoes

Para a quantificagdo de macréfagos CD68-positivos, células 4-hidroxinonenal-positivas
(4-HNE), miofibroblastos e vasos sanguineos, os cortes foram incubados respectivamente
com anti-CD68 de camundongo (Serotec Inc.; Raleigh, NC; 1:500), anti-4-HNE de cabra
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Califérnia, EUA; 1:4000) ou anti-alfa actina de musculo liso
de camundongo (DAKO; Carpinteria, CA; 1:1000). Para a recuperagdo antigénica, os cortes
foram digeridos com 0,1% de tripsina (Difco Laboratories; Detroit, MI) antes da marcagdo.
Em seguida, os cortes foram incubados com 3% de H,O, em metanol para inibir a atividade
da peroxidase enddgena e entdo foram incubados com os anticorpos primarios. Apos
lavagens, os anticorpos primdrios anti-CD68 e anti-alfa actina de musculo liso foram
detectados utilizando o sistema EnVision® (DAKO), o anticorpo anti-4-HNE foi detectado
utilizando um anticorpo de burro biotinilado anti-IGg de cabra (Santa Cruz Biotechnology) e
estreptavidina HRP (DAKO). A diaminobenzidina foi usada como cromégeno. Os cortes
foram contrastados com hematoxilina. Os cortes dos controles negativos, onde os anticorpos
primdrios foram omitidos, ndo apresentaram marcacao.

Para quantificar os macréfagos CD68-positivos, 15 campos aleatérios (3636 umz) por
animal foram analisados no tecido de granula¢do usando uma objetiva de 40x. Para isto, um
sistema de videomicroscopio (microscopio Axiostar Plus Zeiss, videocamera Pixelink e
monitor Intelbras) foi utilizado. Os dados sdo expressos como a média de macréfagos CD68-
positivos/mm?. Para quantificar o nimero de células 4-HNE-positivas, visto que o 4-HNE é

um produto principal da peroxidacdo lipidica endégena,(Esterbauer et al., 1991) 15 campos
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aleatorios (0,02 mmz) por animal foram analisados usando uma objetiva de 100x (Zeiss Primo
Star; Zeiss Vision; Oberkochen, Alemanha). Os resultados sdo expressos como células/mm?>.

Como os métodos estereoldgicos sdo ferramentas precisas que permitam a aquisi¢ao de
informacdes sobre estruturas tridimensionais baseadas em observacgdes feitas em cortes
bidimensionais,(Baddeley et al., 1986; Gundersen et al., 1988) a distribuicdo quantitativa de
miofibroblastos e vasos sanguineos (expressando alfa-actina de musculo liso) foi avaliada
utilizando este método (contagem de pontos).(Nascimento & Costa, 2006) Os vasos foram
identificados pela presenca de hemécias dentro da sua luz ou pela marcagdo positiva para alfa-
actina de musculo liso na sua parede (para confirmar a presenca de células musculares lisas ou
pericitos).(Nascimento & Costa, 2006) Para esta quantificacdo, 8 campos aleatérios por
animal foram analisados utilizando uma objetiva de 40x para os miofibroblastos, e 5 campos
aleatérios por animal foram analisados na regido superficial e profunda do tecido de
granulacdo utilizando uma objetiva de 20x para os vasos sanguineos. Para as andlises, um
sistema de videomicroscOpio (microscOpio Axiostar Plus Zeiss, videocamera Pixelink e
monitor Intelbras) foi utilizado. Os dados sdo expressos como densidade de volume de
miofibroblastos (Vv[miofibroblastos]%) e de vasos sanguineos (Vv[vasos sanguineos]%) nas
regides superficial e profunda.

Todas as quantificacdes foram realizadas as cegas e foram reproduzidas sem diferenca

significativa.

3.1.7 Analises Bioquimicas

A deposicdo de coldgeno foi quantificada pelo ensaio para a hidroxiprolina nas
lesdes.(Souza et al., 2006) O tecido seco e sem os lipidios (3,3—11,0 mg) foi hidrolisado em
HC1 6 M por 18 h a 118°C. O hidrolisado foi entao diluido com 4gua destilada, neutralizado
com NaOH 6 M e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. A quantidade de hidroxiprolina foi
medida neste hidrolisado como descrito previamente.(Woessner, 1961) Resumidamente,
aliquotas do hidrolisado (80 pl) foram misturadas com 40 pl de cloramina-T (0,05 M) (Merck
& Co., Inc.; Whitehouse Station, NJ) e incubados por 20 min a 25°C. Em seguida, 40 ul de
acido perclérico (3,17 M) (Vetec; Rio de Janeiro, Brasil) e 40 pl de 4-dimetilamino
benzaldeido (Merck & Co) foram adicionados e incubados 20 min a 60°C. O
desenvolvimento da cor foi lido em espectrofotdmetro em 550 nm. As concentracdes de
hidroxiprolina foram determinadas a partir de uma curva padrao gerada por diferentes
concentracoes de L-4 hidroxiprolina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO). Os dados sdo expressos

como ng de hidroxiprolina por mg de tecido.
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A quantidade de nitrito no lisado da lesdo foi determinada pelo método
espectrofotométrico baseado na reagdo de Griess.(Green et al., 1982) A deteccao limite para o
nitrito utilizando este método é 1,0-5,0 uM. Uma aliquota de cada amostra (100 pl) foi
misturada e incubada com 100 ul de reagente de Griess (1% sulfanilamida em 5% &cido
fosférico e 0,1% dihidrocloreto de naftilenodiamida em 4gua) em temperatura ambiente por
10 min. O desenvolvimento da cor foi entdo lido em espectrofotometro em 550 nm. As
concentracoes de nitrito nas amostras foram determinadas a partir de uma curva padrao gerada
por diferentes concentracdes de nitrito de sédio (0,1 a 100 uM). Os dados sdo expressos como
pumol de nitrito por pg de proteina total.

Todas as andlises foram feitas em triplicata e reproduziram sem diferenga significativa.

3.1.8 ELISA

Fragmentos de tecido adiposo retroperitoneal congelados (0,5 g) foram homogeneizados
em 1 ml de PBS contendo 0,5% de Tween 20 e inibidores de proteases. As amostras de
gordura retroperitoneal foram submetidas a andlise do ELISA para TNF-o (PeproTech, Rocky
Hill, NJ, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. O kit do ELISA para TNF-a
contém os componentes chave necessarios para a avaliacdo quantitativa de TNF-a dentro de
um intervalo de 32-2000 pg/ml. As amostras foram quantificadas usando uma curva padrio
(0 a 2 ng/ml). Os dados sdo expressos como pg de TNF-a por g de tecido adiposo

retroperitoneal.

3.1.9 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o one-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni
(massa corporal, gordura retroperitoneal, contracio da lesdo, reepitelizacdo, glicemia), o teste
t ndo-pareado (quantidade de hidroxiprolina e de nitrito, ¢ ELISA) ou o teste Mann-Whitney
para os dados que ndo apresentam uma distribuicdo normal (quantificacdo das células
inflamatorias e das células 4-HNE-positivas e as andlises estereoldgicas) utilizando o software
GraphPad InStat versao 3.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os valores de
P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados sdo mostrados como

médias com o erro padrdao (EPM).
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3.2 Baixa dose de celecoxibe acelera a cicatrizacdo cutinea em ratos propensos e

resistentes a obesidade

3.2.1 Modelo Experimental

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (CEA/160/2006). Apés o desmame (21 dias), ratos Wistar
machos pesando entre 30-60 g foram divididos nos grupos controle (C, n=19) e dieta (n=39).
O grupo controle foi alimentado com racdo comercial (23% de proteina, 71% de carboidrato,
6% de gordura, 18 kJ/g) (Nuvital; Nuvilab®, Colombo, PR, Brasil), e o grupo dieta foi
alimentado com uma dieta rica em gordura saturada, conhecida por induzir obesidade em
animais suscetiveis (15% de proteina, 55% de carboidrato, 30% de gordura,
23 kJ/g).(Nascimento & Costa, 2006) O peso corporal foi registrado semanalmente e no final
da 19* semana o grupo dieta foi dividido com base no ganho de peso corporal, os ratos com
maior ganho de peso foram classificados como ratos DIO (n=20) e os ratos com menor ganho
de peso foram classificados como ratos DR (n=19). Os animais foram mantidos em uma sala
com temperatura controlada (22°C) sob um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro com livre

acesso a comida e a dgua.

3.2.2 Tratamento com a Droga e Modelo da Lesio

Os grupos tratados receberam celecoxibe (Celebra, Pfizer Ltda, Sdo Paulo, Brasil) 5 ou
10 mg/kg/dia dissolvido em dgua através de gavagem.(Muscara et al., 2000; Kampfer et al.,
2003) O tratamento comegou dois dias antes da lesdo e continuou diariamente até sete dias
apos a lesdo, quando os animais foram mortos pela exposicdo ao CO,. Os grupos ndo tratados
somente receberam o veiculo. Na 20* semana, os ratos foram anestesiados, o dorso foi
depilado e uma lesdo excisional total (1 sz) foi feita. Para avaliar a contragdo da lesdo, uma
folha plastica transparente foi colocada sobre cada lesdo, e as suas margens foram
desenhadas.(Nascimento & Costa, 2006) A éarea lesada foi medida e fotografada logo apds a
lesdo e 7 dias apds a lesdo. A 4rea reepitelizada ndo foi avaliada porque nao foi observada
neste periodo. Apds serem escaneadas, as dreas das lesdes foram medidas utilizando o
software de imagem KS400 (Zeiss-Vision; Oberkochen, Alemanha). Os dados sdo expressos

como porcentagem da drea inicial lesada.
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3.2.3 Teste de Tolerdncia a Glicose Oral (TTGO)

No dia da eutandsia, apds 12-14 h de jejum, a concentracdo de glicose foi determinada e
em seguida cada rato recebeu glicose (2 g/kg) através de gavagem. Amostras de sangue foram
coletadas da ponta da cauda em 15, 30, 60 e 120 min apds o desafio com a glicose.(Anwer et
al., 2008) A glicose foi avaliada usando uma fita reagente (Accu-Chek Advantage, Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Os resultados do TTGO sdo expressos como dareas

integradas sob a curva (AUGg).

3.2.4 Processamento do Tecido e Coloracdes

Os fragmentos das lesdes foram fixados em formol e incluidos em parafina, € outro
fragmento foi congelado (-70°C). O tecido adiposo branco do depdsito retroperitoneal foi
cuidadosamente removido e pesado. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina para
quantificar o nimero de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) no tecido de granulacio; 10
campos aleatorios (0,02 mm?) por animal foram analisados utilizando uma objetiva de 100x
(Zeiss Primo Star; Zeiss Vision; Oberkochen, Alemanha). Os cortes também foram corados
com azul de toluidina para avaliar o nimero de mastdcitos; 10 campos aleatérios por animal
(0,15 mm?) foram analisados na regido profunda do tecido de granulacdo, utilizando uma

objetiva de 40x (Zeiss Primo Star). Os resultados sdo expressos como células/mm’.

3.2.5 Imunohistoquimica e Quantificacoes

Para a avaliacdo de macréfagos CD68-positivos, células 4-hidroxinonenal-positivas (4-
HNE), miofibroblastos e vasos sanguineos, os cortes foram incubados respectivamente com
anti-CD68 de camundongo (Serotec Inc.; Raleigh, NC; 1:500), anti-4-HNE de cabra (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.; Califérnia, EUA; 1:1000) ou anti-alfa actina de musculo liso de
camundongo (DAKO; Carpinteria, CA; 1:100). Para a recuperagao antigénica, os cortes foram
digeridos com 0,1% de tripsina (Difco Laboratories; Detroit, MI) antes da marcacdo. Em
seguida, os cortes foram incubados com 3% de H,O, em metanol para inibir a atividade da
peroxidase endégena e entdo foram incubados com os anticorpos primdrios. Apds lavagens,
os anticorpos primdrios anti-CD68 e anti-alfa actina de musculo liso foram detectados
utilizando o sistema EnVision® (DAKO), o anticorpo anti-4-HNE foi detectado utilizando o
anticorpo de galinha anti-cabra IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology). A diaminobenzidina
foi usada como cromdégeno. Os cortes foram contrastados com hematoxilina. Os controles
negativos, nos cortes onde os anticorpos primdrios foram omitidos, ndo apresentaram

marcacao.



31

Para quantificar os macréfagos CD68-positivos, 15 campos aleatérios (3636 umz) por
animal foram analisados no tecido de granulacdo usando uma objetiva de 40x. Para isto, um
sistema de videomicroscopio (microscopio Axiostar Plus Zeiss, videocamera Pixelink e
monitor Intelbras) foi utilizado. Para quantificar o nimero de células 4-HNE-positivas, visto
que o 4-HNE € um produto principal da peroxidagdo lipidica endégena,(Esterbauer et al.,
1991) 15 campos aleatérios (0,02 mm?) por animal foram analisados usando uma objetiva de
100x (Zeiss Primo Star; Zeiss Vision; Oberkochen, Alemanha). Os resultados sdo expressos
como células/mm?>.

A densidade de volume dos miofibroblastos e dos vasos sanguineos (expressando alfa-
actina de musculo liso) foi avaliada utilizando um método estereologico de contagem de
pontos.(Romana-Souza et al., 2008) Para esta quantificagao, 10 campos aleatérios por animal
foram analisados utilizando uma objetiva de 40x para os miofibroblastos, e uma objetiva de
20x para os vasos sanguineos. Para as analises, um sistema de videomicroscopio (microscopio
Axiostar Plus Zeiss, videocimera Pixelink e monitor Intelbras) foi utilizado. Os dados sio
expressos como densidade de volume de miofibroblastos (Vv[miofibroblastos]%) e de vasos

sanguineos (Vv[vasos sanguineos]|%).

3.2.6 Ensaio para a Hidroxiprolina

A deposicao de colageno foi quantificada pelo ensaio para a hidroxiprolina nas lesoes
congeladas.(Souza et al., 2006) O tecido seco e sem os lipidios (2,0—13,5 mg) foi hidrolisado
em HCl 6 M por 18 h a 118°C. O hidrolisado foi entdo diluido com dgua destilada,
neutralizado com NaOH 6 M e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. A quantidade de
hidroxiprolina foi medida neste hidrolisado como descrito previamente.(Woessner, 1961) Os

dados sdo expressos como ng de hidroxiprolina por mg de tecido.

3.2.7 Analises Estatisticas

Os dados (média + EPM) foram analisados utilizando o one-way ANOVA com pds-
teste de Bonferroni ou o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para os dados sem
distribuicao normal, utilizando o software GraphPad InStat versdao 3.01 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). Os valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Ratos propensos e resistentes a obesidade apresentam retardo na cicatrizacao

cutanea

4.1.1 Peso Corporal e Peso da Gordura Retroperitoneal

A média inicial do peso corporal dos grupos C, DIO e DR nao foram diferentes (Tabela
1). Na semana 6, o grupo DIO (219,4 *+ 6,3 g) apresentou maior média de peso corporal do
que o grupo DR (188,5 £ 6,6) g; P<0,01, dados ndo mostrados), € o peso corporal permaneceu
maior durante todo o periodo experimental (Tabela 1). Na semana 11, o peso corporal do
grupo DIO (347.,5 + 14,7 g) foi maior do que o grupo C (306,5 = 3,7 g; P<0,01, dados nédo
mostrados) e permaneceu maior até o final do experimento (Tabela 1). No dia em que a lesao
foi realizada (semana 20, d0); o peso corporal foi respectivamente 28,8% e 24,6% maior no
grupo DIO comparado aos grupos C e DR. O grupo DIO consumiu mais alimento do que o
grupo DR; entretanto, ndo houve diferenca no consumo de alimento entre os grupos C e dieta
obesogénica (DIO e DR) (Tabela 1). Além disso, o grupo DIO consumiu significantemente
mais energia por dia do que os grupos C e DR durante o estudo (Tabela 1), e o grupo DR
consumiu significantemente mais energia por dia do que o grupo C (Tabela 1).

Como mostrado, na Tabela 1, a massa de gordura retroperitoneal foi maior no grupo
DIO do que nos grupos C e DR (+518,2% e +91,5%, respectivamente, P<0,05). A massa de
gordura retroperitoneal do grupo DR foi maior do que no grupo C (+222,7%, P<0,05). A

porcentagem de gordura retroperitoneal apresentou 0 mesmo padrdo de resultado (Tabelal).

4.1.2 Glicemia de Jejum e TTGO

Nao houve diferenca entre a média de glicemia de jejum dos grupos (Fig. SA). Quinze
minutos apés o TTGO, o nivel de glicemia do grupo DR foi menor do que os niveis de
glicemia dos grupos C e DIO (P<0,05; Fig. 5SA). Apds o desafio da glicose, os niveis
glicémicos ap6s um periodo de 120 min foram maiores no grupo DIO do que nos grupos C e
DR. A AUC¢glicose foi significantemente maior no grupo DIO comparado aos grupos C e DR

(P<0,05; Fig. 5B).
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Tabela 1. Peso corporal, ingestdo didrio de comida, depdsito de gordura retroperitoneal,

contracgdo e reepitelizacio de lesdo nos grupos C, DIO e DR

(Média = EPM de pelo menos 7 animais por grupo)

Grupos C DIO DR
Parametros Média+ EPM Média+t EPM  Média £ EPM
Peso corporal inicial (g) 475+23 455+1,3 38,7+2,6
Peso corporal final (g) 3234+8,7"  4144+16,7° 3323+75°
Consumo de comida (g/d) 18,8 +0,6*° 19,7+ 1,1* 17,1 £0,9°
Consumo de comida (kJ/d) 339,1+£11,4° 4536+ 25,1b 393,4 +19,8¢
Gordura retroperitoneal (g) 2,2+0,5% 13,6 = 1,4b 7,1+£0,5°
Gordura retroperitoneal (% do peso 0,7+0,1* 32+ 0,2b 2,1+£0,1°
corporal final)

Area da lesdo em d7 (% da 4rea inicial) 573+ 1,6 88,8+ 1,8° 86,3+2,7°
Area da lesdo em d14 (% da 4rea inicial) 26,0+ 1,0 28,7+1,1 26,7 £0,8
Area da lesdo reepitelizada em d7 (%) 3619 0,0£0,0 1,4+1,0
Area da lesdo reepitelizada em d14 (%) 70,0 +2,7° 57,4+3,7° 55,8 £3,6°

C, grupo controle; DIO, grupo obeso induzido por dieta; DR, grupo resistente a dieta.

“D<] etras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (one-way

ANOVA com po6s-teste de Bonferroni; P<0,05).

Peso corporal, ingestdo didria de comida, depdsito de gordura retroperitoneal C = 17, DIO =

17, DR = 16; contracao e reepitelizacio da lesdo em d7 C =7, DIO = 8, DR = 7; contracdo e

reepitelizacdo da lesdo em d14 C = 10, DIO =9, DR =9.
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Figura 5
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Fig. 5. Glicemia de jejum e glicose sanguinea em resposta a0 TTGO (A) e AUCgjycose total
para o TTGO (B) apés 20 semanas de dieta nos ratos controle (C), obesos induzidos por dieta
(DIO) e resistentes a dieta (DR). Os valores sdo médias £ EPM de 6 animais aleatoriamente
selecionados por grupo. TTGO, teste de tolerncia a glicose oral. “"Letras sobrescritas
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (one-way ANOVA com pds-teste

de Bonferroni; P<0,05).
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4.1.3 Andlises Macroscopicas

Sete dias apds a lesdo, a drea da lesdo estava maior nos grupos DIO (+55,0%, P<0,05) e
DR (+50,6%, P<0,05) do que no grupo C (Tabela 1). Entretanto, nao houve diferenca entre os
grupos 14 dias apods a lesdo (Tabela 1).

Sete dias ap6s a lesdo, o grupo DIO ndo apresentava nenhum sinal de reepitelizagdo,
enquanto que os grupos C e DR apresentaram uma pequena taxa de reepitelizacdo. Quatorze
dias apos a les@o, a porcentagem de drea lesada reepitelizada foi menor nos grupos DIO (-

18,0%, P<0,05) e DR (-20,3%, P<0,05) comparado ao grupo C (Tabela 1)

4.1.4 Quantificacao do Infiltrado Inflamatdrio

O infiltrado inflamatério estava intenso nos grupos DIO e DR sete dias apds a lesdo. O
nimero de leucécitos PMN foi maior no grupo DIO (+33,4%, P<0,05) do que no grupo DR
(Tabela 2). Em ambos os grupos, os mastdcitos estavam localizados na regido profunda, mas
eles estavam especialmente abundantes no grupo DIO, onde os mastdcitos estavam proximos
aos adipdcitos (Fig. 6A). O nimero de mastdcitos foi maior no grupo DIO (+59,3%, P<0,05)
do que no grupo DR (Tabela 2, Fig. 6A,B). O nimero de macréfagos CD68-positivos foi
semelhante em ambos os grupos (Tabela 2).

Quatorze dias apds a lesdo, o grupo DIO ainda apresentava um grande infiltrado
inflamatério. O nimero de leucdcitos PMN diminuiu em ambos os grupos, sem diferenca
entre eles (Tabela 2). O nimero de mastdcitos permaneceu maior no grupo DIO do que no
grupo DR (+41,2%, P<0,05) (Tabela 2). Além disso, o nimero de macréfagos CD68-
positivos apresentou uma ligeira diminuicao no grupo DR, mas permaneceu elevado no grupo
DIO. No grupo DIO, os macréfagos CD68-positivos estavam localizados ao redor dos
adipdcitos, em intima associagdo com eles (Fig. 6C, inser¢do). O nimero de macréfagos
CD68-positivos foi maior no grupo DIO do que no grupo DR (+13,7%, P<0,05; Tabela 2, Fig.
6C,D).

4.1.5 Peroxidacao Lipidica

Para avaliar o dano tecidual devido a resposta inflamatéria nos ratos DIO e DR, nés
avaliamos a quantidade de 4-HNE nos cortes das lesdes. O 4-HNE € formado durante a
peroxidacdo lipidica e esta presente em altos niveis durante o estresse oxidativo.(Esterbauer et
al., 1991) Sete dias apds a lesdo, o nimero de células 4-HNE-positivas foi maior no grupo
DIO do que no grupo DR (+27,2%, P<0,05) (Tabela 2). Quatorze dias apds a lesdo, nao

houve diferenga entre os grupos DIO e DR.
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Tabela 2. Anélises microscOpicas e bioquimicas da 4rea da lesdo em 7 e 14 dias apds a lesao

(Média = EPM de pelo menos 7 animais por grupo para as andlises microscépicas e de 6

animais por grupo aleatoriamente selecionados para as andlises bioquimicas)

Grupos

Avaliagoes

C

DIO

DR

Média* EPM Média+* EPM  Média + EPM

Leucécitos PMN/mm” (d7)

Leucécitos PMN/mm?® (d14)
Mastécitos/mm” (d7)

Mastéeitos/mm? (d14)

Macroéfagos CD68—postitiv0s/rnrn2 (d7)
Macroéfagos CD68—postitiv0s/rnrn2 (d14)
Células 4—HNE—p0stitiva1s/mm2 (d7)
Células 4-HNE-postitivas /mm? (d14)
Vv [miofibroblastos] % (d7)

Vv [miofibroblastos] % (d14)

Vv [vasos sanguineos] % (d7)

Vv [vasos sanguineos] % (d14)
Hidroxiprolina (ng/mg tecido) (d7)
Hidroxiprolina (ng/mg tecido) (d14)
Nitrito (umol/pg proteina) (d7)

Nitrito (umol/pg proteina) (d14)

225%£0,5
116 £0,3
25104
15+£0,3
2750+ 122
1653 £ 63
162+0,3
144+ 0,2
11,8+ 1,1
7,3+0,9
7,3 £07
5,7£0,8
04+£0,1
0,5+ 0,07
6,6 £ 0,6
10,1 +2,1

531+£0,9°
161+0,4
43 +0,6"
24 +£0,5°
2478 £ 115
2542 + 105°
234 104"
284+ 0,4
6.5+0,8
174+1,2°
8,3%0,8
8,1+0,9
0,4+ 0,06
0,5£0,04
34,1£6,8
2,0£0,3"

398 +1,0°
167 +0,5
27+0,5°
1740,5°

2627 £ 111

2235+ 121°

184 +0,3°
270+ 0,4
4,8+0,7

10,8 £1,0°
7,6 0,7
83409
0,4 0,02
0,6 + 0,05
34,0+9,1
8,8+2,5

DIO, grupo obeso induzido por dieta; DR, grupo resistente a dieta; PMN, polimorfonuclear;

Vv, densidade de volume.

“P[ etras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos DIO e DR

(teste Mann-Whitney para as andlises microscOpicas e teste t ndo-pareado para as andlises

bioquimicas; P<0,05).

Andlises microscopicas em d7 DIO = 8, DR = 7; Andlises microscépicas em d14 DIO = 9,

DR =9; anélises bioquimicas em d7 e d14 DIO = 6, DR = 6.
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Figura 6

Fig. 6. Distribuicdo de mastdcitos (A, B) e macréfagos CD68-positivos (C, D), 7 e 14 dias
apods a lesdo. Sao mostrados os grupos obeso induzido por dieta (DIO; A, C) e resistente a
dieta (DR; B, D). Os mastécitos foram analisados em cortes corados com azul de toluidina e
os macr6fagos foram identificados em cortes marcados pela imunohistoquimica contra CD68.
Para avaliar o nimero de mastdcitos, entre 6 e 10 campos aleatérios foram analisados por
animal (pelo menos 7 por grupo). Para quantificar os macréfagos CD68-positivos, 15 campos
aleatdrios por animal foram analisados (pelo menos 7 por grupo). Todas as quantificacdes
foram realizadas as cega e repetidas. Barra de escala = 50 um. A mobilizacdo de mastdcitos
foi maior no grupo DIO (A) do que no grupo DR (B). A quantidade de macréfagos CD68-
positivos foi maior no grupo DIO (C) do que no grupo DR (D). No detalhe (C), nés podemos
observar os macréfagos CD68-positivos ao redor dos adipdcitos no grupo DIO. Andlises

microscopicas em d7 DIO = 8, DR = 7; anélises microscopicas em d14 DIO =9, DR =9.
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4.1.6 Desenvolvimento do Tecido de Granulacdo e Angiogénese

Sete dias apds a les@o, os miofibroblastos estavam igualmente raros nos grupos DIO e
DR (Tabela 2). Entretanto, 14 dias apds a lesdo, este padrao foi revertido, com
miofibroblastos sendo encontrados em todo o tecido de granulagdo dos grupos DIO e DR. A
densidade de volume dos miofibroblastos foi maior no grupo DIO do que no grupo DR
(61,1%, P<0,05, Tabela 2).

Nao houve diferenga entre os grupos no volume ocupado pelos vasos sanguineos nas
regides superficial e profunda da les@o durante todo o experimento. Além disso, quatorze dias
apos a lesdo, a densidade de volume dos vasos sanguineos permaneceu alta nos grupos DIO e

DR comparada a densidade de volume de sete dias apds a lesdo (Tabela 2).

4.1.7 Deposicao de Colageno

Sete dias apds a lesdo, em ambos os grupos, a maioria das fibras coldgenas estavam
amarelo-esverdeadas e havia poucas fibras amarelo-avermelhadas, as fibras amarelo-
avermelhadas estavam curtas e com uma organizagdo aleatéria. Entretanto, 14 dias apds a
lesdo, a maioria das fibras coldgenas estava amarelo-avermelhadas, alongadas e organizadas
paralelamente a superficie. Para confirmar estas observacdes histologicas, a quantidade de
hidroxiprolina foi avaliada. Nos grupos DIO e DR, a quantidade de hidroxiprolina estava
maior 7 dias ap6s a lesdo e apresentaram um ligeiro aumento 14 dias ap6s a lesdo (Tabela 2).

Nao houve diferenga na quantidade de hidroxiprolina entre os grupos.

4.1.8 Avaliacdo da Quantidade de Nitrito

Como o nitrito € uma molécula estavel e corresponde por mais de 90% do nitrito e do
nitrato total avaliados,(Schaffer et al., 1997) a dosagem de nitrito foi utilizada como um indice
da sintese do 6xido nitrico. Sete dias apds a lesdo, ndo houve diferenca entre os grupos;
entretanto, 14 dias apds a lesdo, a quantidade de nitrito foi menor no grupo DIO (-340%) do

que no grupo DR (Tabela 2, P<0,05).

4.1.9 Avaliacio da liberacdo de TNF-o

Dentro do mesmo grupo, nao foram observadas diferencas na producdo de TNF-o entre
os animais sacrificados 7 ou 14 dias apds a lesdo (dados ndo mostrados). Como mostrado na
Fig. 7, a quantidade de TNF-o na gordura retroperitoneal foi maior no grupo DIO do que no

grupo DR (130%, P<0,05) tanto em 7 quanto em 14 dias ap0s a lesao.
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Figura 7
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Fig. 7. Quantidade de TNF-a na gordura retroperitoneal dos ratos obesos induzidos por dieta
(DIO) e resistentes a dieta (DR). Os valores sdo médias £ EPM de 6 animais aleatoriamente
selecionados por grupo. *’Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas

entre os grupos DIO e DR (teste t nao-pareado; P<0,05).
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4.2 Baixa dose de celecoxibe acelera a cicatrizacio cutinea em ratos propensos e

resistentes a obesidade

4.2.1 Anélises Biométricas

O peso corporal final foi respectivamente 24% e 27% maior no grupo DIO comparado
aos grupos C e DR (Tabela 3). O ganho de peso mostrou o mesmo padrdao de resultados
(Tabela 3). Nao houve diferenca entre os grupos C e DR. O tratamento com celecoxibe nao
alterou o peso nem o ganho de peso em nenhum grupo.

A gordura retroperitoneal foi respectivamente 313% e 74% maior no grupo DIO do que
nos grupos C e DR. A gordura retroperitoneal no grupo DR foi 138% maior do que no grupo

C (Tabela 3). O tratamento com celecoxibe nao alterou os depdsitos de gordura.

4.2.2 Glicemia e OGTT

Nao houve diferenca na glicemia de jejum entre os grupos (Tabela 3). Entretanto, apds o
desafio da glicose, a AUC da glicose ap6s um periodo de 120 min foi maior no grupo DIO
comparado aos grupos C e DR. Apds o tratamento com celecoxibe, ndo houve diferenca entre
os grupos C e DIO 5 mg, porém o grupo DIO 10 mg permaneceu maior. Os grupos C e DR

nao sofreram alteracdo com o tratamento com o celecoxibe (Tabela 3)

4.2.3 Avaliacdo do Fechamento da Lesdo

Sete dias apds a lesdo, a drea da lesao foi maior nos grupos DIO (43%) e DR (41%) do
que no grupo C. Apds o tratamento com o celecoxibe, o grupo C 5 mg ndo apresentou
mudanca, entretanto, a drea da les@o nos grupos DIO 5 mg e DR 5 mg foram respectivamente
33% e 17% menores comparado aos grupos DIO e DR, sem diferenga como grupo C. Todos
os grupos tratados com celecoxibe 10 mg apresentaram retardo na cicatrizagdo comparado ao
grupo C (Fig, 8, superior). A Figura 8 (inferior) demonstra a avaliagdo macroscépica das
lesdes. Baseado nestes resultados, todas as andlises seguintes foram feitas somente nos grupo

tratados com celecoxibe 5mg, que foi a melhor dose para a cicatrizagdo.



Tabela 3. Efeitos da administracio do celecoxibe em ratos alimentados com dieta padriao ou dieta obesogénica
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C C5mg C 10 mg DIO DIO 5 mg DIO 10 mg DR DR 5 mg DR 10 mg
(n=7) (n=6) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=6) (n=6)

Peso final (g) 343,9+54"  3254+86  3544+79  4272+10,7° 3934+57° 3987+104° 337,7+53"  303,6+103" 302,4+109°

Ganho de peso (g) 293,9+56"  2909+84  309,0+72  386,1%4,1° 357,0+5,1° 3540+25" 2898+48  2644+93" 267,3+104"

Gordura 0,8+0,1° 1,2+0,1 0,9+0,1 3340,3° 4,0+0,4° 3,6+0,3° 1,9+0,2° 1,9+0,2° 1,9+0,2°

retroperitoneal (% do

peso)

Glicemia de jejum  52+0,1 43%0,1 54+0,1 5440,1 50%0,3 57+0,6 5,0+0,2 43402 55+0,5

(mmol/T)

AUCg total (mmolll) 8232+197*° 813,7+138 871,0+£145 912,3+109° 9057+11,3" 941,0+44,5° 820,8+19,1° 8413+17,2* 7593+ 14,9

para TTGO

C, grupo controle; DIO, grupo obeso induzido por dieta; DR, grupo resistente a dieta; OGTT, teste de tolerancia a glicose oral

Média + EPM. ““Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (one-way ANOVA com pds-teste de

Bonferroni; P<0,05).
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Figura 8
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Fig. 8. Avaliacdo da contracdo da lesdo 7 dias ap6s a lesdo (superior) em ratos alimentados
com dieta padrio ou dieta obesogénica tratados com celecoxibe. Média + EPM. *"Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (one-way ANOVA
com pos-teste de Bonferroni; P<0,05). Avaliacdo macroscopica (inferior) da drea da lesdo nos
grupos C (painéis a esquerda), nos grupos DIO (painéis no meio) e nos grupos DR (painéis a
direita) tratados com veiculo (painéis superiores), com celecoxibe 5 mg/kg (painéis centrais)

e com celecoxibe 10 mg/kg (painéis inferiores) 7 dias apds a lesao.
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4.2 .4 Quantificacido do Infiltrado Inflamatdrio

Sete dias ap6s a lesdo, as células inflamatérias ainda estavam abundantes em todos os
grupos, especialmente no grupo DIO. O ndmero de leucécitos PMN foi respectivamente
136% e 33% maior no grupo DIO do que nos grupos C e DR. Além disso, o ndimero de
leucéceitos PMN foi 77% maior no grupo DIO no que no grupo C. Apds o tratamento com
celecoxibe, o ndmero de leucécitos PMN aumento no grupo DIO 5 mg comparado aos grupos
C e DR. O tratamento com celecoxibe ndo alterou o nimero de leucécitos PMN nos grupos C
e DR, entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos C e DR 5 mg (Fig. 9, superior). O
nimero de mastdcitos foi respectivamente 72% e 59% maior no grupo DIO do que nos grupos
C e DR. Ap6s o tratamento com celecoxibe, o niimero de mastdcitos diminuiu no grupo DIO
5 mg, sem diferenca com o grupo C (Fig. 9, centro). Surpreendentemente, o nimero de
macréfagos CD68-positivos foi semelhante em todos os grupos ndo tratados. Apds o
tratamento com celecoxibe, o niimero de macréfagos diminuiu em todos os grupos, incluindo

o grupo C (Fig. 9, inferior).

4.2.5 Anélise da Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através das células 4-HNE-positivas na lesdo. Sete
dias apds a lesdo, o nimero de células 4-HNE-positivas foi 44% maior no grupo DIO do que
no grupo C. Nao houve diferenca entre os grupos C e DR. Apds o tratamento com celecoxibe,
o ndmero células 4-HNE-positivas diminuiu nos grupos DIO 5 mg e DR 5 mg, atingindo o

nivel do grupo C (Fig.10).

4.2.6 Diferenciacdo Miofibroblastica e Angiogénese

Sete dias ap6s a lesdo, uma grande quantidade de miofibroblastos foi observada no
tecido de granulacdo do grupo C, enquanto que estas células eram raras nos grupos DIO e DR.
A densidade de volume dos miofibroblastos nos grupos DIO e DR foi respectivamente 82% e
146% menor do que no grupo C. Apds o tratamento com celecoxibe, a diferenciacdao
miofibroblastica aumentou nos grupos DIO 5 mg e DR 5 mg, sem diferenga com o grupo C
(Fig. 11, superior).

Os vasos sanguineos estavam homogeneamente distribuidos no tecido de granulagdo. O
volume ocupado pelos vasos sanguineos foi semelhante em todos os grupos (Fig. 11,

inferior).
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Fig. 9. Quantificacdo do infiltrado inflamatério 7 dias apds a lesdo em ratos alimentados com

dieta padrao ou dieta obesogénica tratados com celecoxibe. O numero de leucdécitos

polimorfonucleares (PMN) (grdfico superior), mastdcitos (grdfico central) e macréfagos

CD68-positivos (grdfico inferior), foram contados no tecido de granulacdo. Média + EPM.

a,b,c,d

Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn; P<0,05).

Letras sobrescritas diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos (teste



45

Figura 10
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Fig. 10. Quantificacdo das células 4-HNE-positivas, um produto principal da peroxidacio
lipidica endégena, no tecido de granulagdo 7 dias apds a lesdo em ratos alimentados com dieta
padrdo ou dieta obesogénica tratados com celecoxibe. Média + EPM. **“Letras sobrescritas
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (teste Kruskal-Wallis com pds-

teste de Dunn; P<0,05).
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Figura 11
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Fig 11. Andlise estereoldgica mostrando a densidade de volume dos miofibroblastos
(Vv[miofibroblastos]%) (superior) e dos vasos sanguineos (Vv[vasos sanguineos]%)
(inferior) no tecido de granulacdo 7 dias apds a lesdo em ratos alimentados com dieta padrao
ou dieta obesogénica tratados com celecoxibe. Média + EPM. “P[ etras sobrescritas diferentes
indicam diferencgas significativas entre os grupos (teste Kruskal-Wallis com pds-teste de

Dunn; P<0,05).
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4.2.7 Deposicao de Colageno

Sete dias apo6s a lesdo, havia pouca deposi¢do de coldgeno no tecido de granulacio; por
isso, o coldgeno foi avaliado pela quantidade de hidroxiprolina. Nos grupos nao tratados, a
quantidade de hidroxiprolina foi semelhante. Apds o tratamento com celecoxibe, a quantidade

de hidroxiprolina aumentou em todos os grupos, sem diferenca entre eles (Fig. 12).
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Figura 12
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Fig. 12. Quantidade de hidroxiprolina nas dreas das lesdes 7 dias apds a lesdo em ratos
alimentados com dieta padrdao ou dieta obesogénica tratados com celecoxibe. Média + EPM.
“P[ etras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni; P<0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Ratos propensos e resistentes a obesidade apresentam retardo na cicatrizacao

cutanea

O sobrepeso induzido por uma dieta rica em gordura atrasa a cicatrizacdo cutanea em
ratos propensos a obesidade através da extensdo da fase inflamatoéria.(Nascimento & Costa,
2006) Porém, o padrdo de cicatrizacao de individuos que sdo resistentes ao aumento do peso
corporal quando alimentados com uma dieta obesogénica é desconhecido. Neste estudo, ratos
DIO e DR apresentaram cicatrizacdo atrasada; entretanto, os ratos DIO tiveram uma fase
inflamatdria mais intensa e com mais dano oxidativo.

O sobrepeso e a obesidade sdo problemas de propor¢des epidémicas e estdo associados
com o aumento da incidéncia de muitas condi¢cdes cronicas, como as lesdes cronicas.(Wilson
& Clark, 2004) Em roedores, uma dieta obesogéncia induz obesidade através de
hiperfagia;(Oscai et al., 1984) estes achados foram confirmados pelos resultados deste estudo.
O grupo DIO ingeriu mais alimento e apresentou maior peso corporal do que os grupos C e
DR, embora o grupo DR também tenha comido a mesma dieta. Um dado importante, é que a
obesidade induzida por dieta ocorre somente em alguns ratos.(Lauterio et al., 1994) Neste
estudo, o peso da massa de gordura retroperitoneal foi maior no grupo DIO, menor no grupo
C e intermedidria no grupo DR, indicando que nao é somente a hiperfagia, mas também o
conteido de gordura da dieta, que tem um papel importante no aumento do tecido adiposo.
Estes achados foram confirmados pelo fato de que os grupos C e DR consumiram quantidades
equivalentes de alimento, mas mesmo assim o grupo DR apresentou maior quantidade de
gordura retroperitoneal do que o grupo C. De acordo com a literatura, varios produtos do
tecido adiposo branco sdo especificamente associados com a inflamacao,(Tilg & Moschen,
2006) e a fase inflamatodria € alterada durante a cicatrizacdo cutanea de ratos propensos a
obesidade.(Nascimento & Costa, 2006) Entretanto, a cicatrizacdo (e duracdo da fase
inflamatoéria) nunca foram estudados em ratos resistentes a obesidade.

Embora a inflamacdo cronica induzida pela obesidade seja relacionada a resisténcia a
insulina e ao desenvolvimento de diabetes tipo 2,(Kahn et al., 2006) ndo foram observadas
diferengas na glicemia de jejum em nosso estudo. Estudos anteriores com ratos Wistar
alimentados com dieta rica em gordura ndo mostraram hiperglicemia significativa.(Borst &
Conover, 2005) Uma moderada hiperglicemia de jejum foi observada com a alimentacdo de

longo prazo com dieta rica em gordura (~10 meses),(Chalkley et al., 2002) entretanto, nosso



50

protocolo de dieta durou somente 20 semanas. Embora a dieta obesogénica ndo tenha
provocado uma elevacdo na glicemia de jejum, o grupo DIO apresentou um pequeno grau de
intolerancia a glicose; o nivel da AUC da glicose foi significantemente elevado no grupo DIO
comparado aos grupos C e DR, indicando um possivel inicio de resisténcia a insulina. Borst &
Conover(Borst & Conover, 2005) relataram que a indu¢do do estado de resisténcia a insulina
pela alimentacao rica em gordura é acompanhada pelo aumento da adiposidade e da expressao
tecidual da proteina do TNF-o, suportando um possivel papel autdcrino/pardcrino para o
TNF-o0 na resisténcia a insulina induzida por dieta obesogénica. Importante é que a
intolerancia a glicose somente foi observada no grupo DIO, que teve um representativo
aumento na gordura retroperitoneal (6x) e um aumento na proteina do TNF-o no tecido
adiposo. Entretanto, a concentracdo glicémica ndo relata todas as informacdes sobre o
metabolismo da glicose, e por isso mais estudos avaliando a concentra¢do de insulina sdo
necessarios.

A resolugdo da resposta inflamatdria € um fator limitante para um reparo bem sucedido
ap6s uma lesdo tecidual. A maior parte das lesdes que ndo cicatrizam falha em progredir
através das fases normais do reparo, permanecendo em um estado de inflamacdo
cronica.(Cooney et al., 1997; Trengove et al., 2000) A resposta inflamatéria é necessaria
porque ela induz a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias, o recrutamento de macréfagos e
estimula a proliferacdo de células residentes e a angiogénese.(Eming et al., 2007) Neste
estudo, o grupo DIO apresentou um maior nimero de células inflamatérias e mastécitos do
que o grupo DR. O tecido adiposo branco de animais obesos contém mais mastédcitos do que o
tecido adiposo branco dos animais magros, e estas células promovem a obesidade induzida
por dieta e a intolerdncia a glicose.(Liu et al., 2009) Este resultado indica uma fase
inflamatéria mais proeminente no grupo DIO. Virias evidéncias sugerem a presenga de uma
inflamacdo sistémica de baixo grau na obesidade, com os niveis alterados de varios fatores
circulantes, como um aumento nos niveis plasmaticos de proteina C reativa, TNF-a, IL-6 e
outros marcadores biolégicos de inflamacdo.(Das, 2002; Mosca, 2002; Engstrom et al., 2003)
Esta associacdo € significativa e vdrios modelos animais sugerem que estes processos
inflamatérios t€ém uma relacdo causal com a obesidade e as suas comorbidades. Desta forma,
o aumento de TNF-a no tecido adiposo dos ratos DIO pode explicar o grande ndimero de
células inflamatdrias neste grupo. Além disso, existe uma forte correlagdo positiva entre o
grau de adiposidade e as doencas associadas a obesidade.(Janssen et al., 2002) Esta

associacdo foi observada em nosso estudo, uma vez que o grupo DR apresentou somente um
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aumento intermedidrio na massa de gordura retroperitoneal, mas ndo desenvolveu obesidade,
nao aumentou a quantidade de TNF-a e apresentou um menor nimero de células
inflamatérias do que o grupo DIO. Embora o grupo DR ndo tenha desenvolvido obesidade,
ele mostrou atraso na cicatrizacdo. Um estudo prévio mostrou uma regulacao diferenciada de
alguns genes relacionados a inflamacao no tecido adiposo de ratos DIO e DR. Os ratos DIO
apresentaram um aumento dos niveis de RNAm do TNF-a, IL-6 e haptoglobina, enquanto
que os ratos DR somente apresentaram um aumento nos niveis de RNAm da IL-6,(Perez-
Echarri et al., 2008) sugerindo uma regulagdo diferente da fase inflamatdria da cicatrizagdo.
Independente destas diferencas, o resultado é deletério para o reparo de lesdes. Entretanto,
mais estudos s@o necessarios para definir o estado inflamatério dos ratos DIO e DR durante a
cicatrizagao.

As ROS sdo produzidas em resposta as lesdes cutaneas(Gupta et al., 2002) e podem
provocar o dano celular pela peroxidacdo dos lipidios das membranas, inativacdo das enzimas
sulfidril, ligacdo cruzada de proteinas e quebra do DNA.(Russo et al., 2002) Em varios
estudos, a quantidade de ROS no local da lesdo é determinada indiretamente através de
andlises dos produtos da oxidacao de lipidios, proteinas ou DNA.(Urso & Clarkson, 2003) O
principal produto da peroxidacdo lipidica, o 4-HNE, pode ser detectado através de
imunohistoquimica.(Ojha et al., 2008) Neste estudo, a quantidade de células 4-HNE-positivas
foi maior no grupo DIO do que no grupo DR. O nimero de células inflamatérias também foi
maior no grupo DIO e provavelmente foi o responsdvel pelo aumento da peroxidagdo lipidica.

A cicatrizagdo envolve uma variedade de processos, como a inflamacdo aguda, a
proliferacao celular e a contra¢do da lesdo.(Singer & Clark, 1999) Estas fases se sobrepdem e
cada uma delas depende de uma variedade de fatores como o tipo de tecido, o estado de
saude, o estado nutricional e a presencga de infec¢des. Diversos tipos celulares sdo recrutados
para o local da lesdo para executar os processos de reparo. Em roedores, a contracdo da lesdo
€ o principal mecanismo de fechamento da lesdo,(Davidson, 1998) e os miofibroblastos sdo as
principais células responsaveis pela contragdo da lesdo.(Gabbiani, 2003; Desmouliere et al.,
2005) Neste estudo, os grupos DIO e DR apresentaram retardo na contracao da lesdo 7 dias
apos a lesdo. Este resultado pode ser explicado pelo atraso na diferenciagdo miofibrobléstica
observada nestes grupos neste tempo (7 dias). A auséncia de neutréfilos apoptéticos no local
da lesdo priva os macr6fagos de seu principal estimulo para secretar o TGF-B1, um mediador
chave envolvido na diferenciacao dos fibroblastos para miofibroblastos.(Tomasek et al., 2002;

Peters et al., 2005) TGF-B1 derivado dos macréfagos também atua como um forte inibidor da
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INOS durante a cicatrizagcdo(Vodovotz et al., 1993) Esta associacdo foi confirmada pelos
nossos resultados, onde com 7 dias apds a lesdo, o nimero de leucécitos PMN e a quantidade
de nitrito estavam elevados nos grupos DIO e DR. Estes resultados indicam que o grande
numero de leucécitos PMN pode estar relacionado ao atraso na diferenciacdo miofibroblastica
e ao aumento da sintese de NO nos grupos DIO e DR.

A reepitelizacdo é o processo de restauracdo da epiderme e consiste de proliferacio e
migragao dos queratindcitos.(Li et al., 2007) Neste estudo, os grupos DIO e DR apresentaram
atraso na reepitelizacdo. A proliferacdo e a migragao dos queratindcitos ocorrem enquanto os
niveis de células imunoldgicas e citocinas pro-inflamatérias diminuem,(Gurtner et al., 2008) e
os nossos resultados mostraram que os grupos DIO e DR ainda apresentavam uma grande
quantidade de macréfagos 14 dias apds a lesdo. Embora a proliferacdo seja aumentada nos
ratos com sobrepeso,(Nascimento & Costa, 2006) a reepitelizacdo ainda estd atrasada,
sugerindo que a considerdvel presenca tardia dos macréfagos nas lesdes dos grupos DIO e DR
comprometeu a migracdo dos queratindcitos, consequentemente retardando o processo de
reepitelizagao.

Enquanto os niveis de células imunoldgicas e citocinas pré-inflamatérias diminuem,
fibroblastos e células endoteliais comecam a migrar para a lesdo e a proliferar para iniciar a
segunda fase da cicatrizacdo, a formacgdo do tecido de granulacdo. Os fibroblastos sdo atraidos
das margens da lesdo, proliferam e sdo responsdveis pela sintese, deposi¢dao e remodelamento
da matriz extracelular.(Singer & Clark, 1999) No tecido de granulacdo, os fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos, que sdo as células responsdveis pela contracdo da lesdo e
pela producdo de matriz extracelular.(Gabbiani, 2003; Desmouliere et al., 2005) Embora nds
tenhamos observado um retardo na diferenciacdo miofibroblastica e o desenvolvimento de
inflamacgao nos grupos DIO e DR, ndao houve diferenca na deposi¢do e na organizacdo das
fibras coldgenas. O atraso na diferenciacao miofibrobldstica pode ter sido neutralizado pelo
aumento do NO (dosagem de nitrito) nos grupos DIO e DR 7 dias apds a lesdo. Estudos tém
demonstrado que o NO € capaz de estimular a sintese e a deposi¢cdo de matriz extracelular
(principalmente coldgeno), e a associacdo entre NO e deposi¢do de coldgeno foi descrita in
vivo e in vitro.(Schwentker et al., 2002; Rizk et al., 2004) Outro estudo de nosso
laboratério(Amadeu et al., 2008) mostrou um aumento da deposi¢do de coldgeno devido a
aplicagdo topica de um doador de NO na fase inflamatdria e proliferativa da cicatrizacao.

Para sustentar o novo tecido com oxigénio e nutrientes, vasos sanguineos brotam das
bordas da lesdo e o tecido de granulagdo é continuamente reabastecido pelos novos vasos.

Quando a lesdo € preenchida com o novo tecido de granulacdo, a angiogé€nese cessa € muitos
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vasos sanguineos se desintegram como resultado da apoptose.(Singer & Clark, 1999) Neste
estudo, ndo houve diferenca no volume ocupado pelos vasos sanguineos 7 e 14 dias apds a
lesdo. Entretanto, 14 dias ap6s a lesdo, o volume ocupado pelos vasos sanguineos permaneceu
alto nos grupos DIO e DR. O grande volume ocupado foi provavelmente devido a alta
celularidade, que ainda era observada no tecido de granulagcdo 14 dias apds a lesdo, sugerindo
que estes vasos nao sofreram apoptose devido a grande necessidade nutricional que o tecido
de granulagdo ainda apresentava.

Em conclusio, a dieta obesogénica induziu um aumento no peso corporal e na massa de
gordura retroperitoneal nos ratos DIO, enquanto somente induziu um aumento intermedidrio
na gordura retroperitoneal nos ratos DR. Mas embora a dieta obesogénica ndo tenha induzido
o ganho de peso nos animais DR, ela comprometeu (atrasou) a cicatrizagdo cutdnea destes
animais, destacando a importancia da composicdo da dieta no processo de reparo tecidual.
Entretanto, mais estudos utilizando dietas purificadas sdo necessdrios para distinguir os
efeitos da quantidade de gordura dos efeitos do tipo de gordura e/ou os efeitos dos niveis
protéicos dos efeitos da qualidade protéica na cicatriza¢do de lesdes cutaneas de ratos DIO e

DR.
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5.2 Baixa dose de celecoxibe acelera a cicatrizacio cutinea em ratos propensos e

resistentes a obesidade

O sobrepeso induzido por uma dieta rica em gordura retarda a cicatrizagdo pelo
prolongamento da fase inflamatéria(Nascimento & Costa, 2006) e, além disso, vdrios
produtos do tecido adiposo branco estdo associados especificamente com a inflamacao.(Tilg
& Moschen, 2006) Baseado nisso, nosso estudo avaliou os efeitos de duas doses (5 ou 10
mg/kg/dia) de celecoxibe (droga anti-inflamatdria ndo-esterdide, inibidor seletivo da COX-2)
na cicatrizacdo cutanea de ratos obesos induzidos por dieta (DIO-propenso) e ratos resistentes
a dieta (DR) pré-alimentados com dieta obesogénica. Neste estudo, tanto os ratos DIO quanto
os ratos DR apresentaram retardo na cicatrizagdo, entretanto, a baixa dose de celecoxibe
acelerou a cicatrizagdo cutdnea nestes ratos. Por outro lado, a alta dose de celecoxibe ndo
melhorou a cicatriza¢io destes animais.

Em roedores, uma dieta obesogénica promove a obesidade, entretanto, a obesidade
induzida por dieta ocorre em algumas, mas nao em todos os ratos.(Perez-Echarri et al., 2008)
Neste estudo, o grupo DIO apresentou maior peso corporal do que os grupos C e DR. A
porcentagem de gordura retroperitoneal foi maior no grupo DIO, menor no grupo C e
intermedidria no grupo DR, indicando que o conteido de gordura na dieta tem um papel
importante no aumento do tecido adiposo. De acordo com achados da literatura,(Hsieh et al.,
2010) o tratamento com celecoxibe ndo alterou o peso corporal e os depdsitos de gordura.
Embora a inflamacdo induzida pela obesidade seja relacionada a resisténcia a insulina e ao
diabetes do tipo 2,(Kahn et al., 2006) em nosso estudo nenhuma diferenca foi observada na
glicemia de jejum. Estudos anteriores com ratos Wistar alimentados com dieta rica em
gordura ndo apresentam significante hiperglicemia,(Borst & Conover, 2005) a hiperglicemia
somente foi observada com dieta por um longo periodo (~10 meses)(Chalkley et al., 2002) ou
com uma dieta com maior porcentagem de gordura (45%).(Hsieh et al., 2010) Entretanto, o
grupo DIO apresentou um pequeno grau de intolerancia a glicose comparado aos grupos C e
DR, indicando um possivel estdgio inicial de resisténcia a insulina.(Borst & Conover, 2005) O
tratamento com celecoxibe 5 mg reduziu a intolerdncia a glicose no grupo DIO para os niveis
do grupo C. Estudos anteriores sugerem que a ativacdo da COX-2 na inflamacdo da gordura
visceral é importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina em ratos DIO.(Hsieh et al.,
2009)

A cicatriza¢dao € um processo dinamico que consiste em trés fases continuas, mas que se

sobrepdem e sdo precisamente reguladas. Os eventos de cada fase precisam acontecer de
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maneira precisa e regulada. Interrup¢des, alteragdes ou prolongamento no processo podem
levar a uma cicatrizagdo atrasada ou a uma lesdo cronica que ndo cicatriza.(Gurtner et al.,
2008) O aumento no tecido adiposo € caracterizado por uma ampla resposta inflamatéria e
pela expressdo de uma variedade de proteinas, incluindo a COX-2.(Hsieh et al., 2009) Além
disso, o tecido adiposo de animais obesos possui mais mastécitos.(Liu et al., 2009) Neste
estudo, os grupos DIO e DR apresentaram maior nimero de leucécitos PMN, e além disso, o
grupo DIO apresentou mais mastocitos. O tratamento com celecoxibe 5 mg nao reduziu o
nimero de PMN, mas reduziu o nimero de mastocitos no grupo DIO e o nimero de
macréfagos em todos os grupos. A redugdo das células inflamatérias nos grupos DIO e DR foi
acompanhada pela diminuicdo da peroxidacdo lipidica. Grandes quantidades de ROS sdo
produzidas no tecido lesado ou inflamado, principalmente pelas células inflamatérias.(Darr &
Fridovich, 1994)

Em roedores, a contracdo da lesdo é o principal mecanismo do fechamento da
lesdao.(Davidson, 1998) Neste estudo, os grupos DIO e DR apresentaram retardo na contragdo
da lesdo. Este resultado pode ser explicado pelo retardo na diferenciagdo miofibrobléstica
observado nestes grupos. Os miofibroblastos sdo as principais células responsdveis pela
contracdo da lesdo e se diferenciam a partir dos fibroblastos no estdgio tardio da fase de
formagdao do tecido de granulacdo.(Gabbiani, 2003) O tratamento com celecoxibe 5 mg
reverteu o atraso na diferenciacdo miofibroblastica e consequentemente reverteu o atraso na
contragcdo da lesdo nos grupos DIO e DR, sugerindo um avango no processo de cicatrizacao
nestas condi¢des. Entretanto, todos os grupos tratados com celecoxibe 10 mg apresentaram
retardo na cicatrizagdo. A isoforma da COX-2 induzivel é extremamente importante na
inflamacao, assim como na sua resolucao.(Colville-Nash & Gilroy, 2001) Os animais tratados
com a alta dose de celecoxibe apresentaram um retardo na cicatrizagdo, provavelmente devido
a auséncia de prostaglandinas produzidas pela COX-2 que sdo reguladoras da resolugao da
inflamacao. Entretanto, os efeitos benéficos provocados pela baixa dose de celecoxibe podem
ser atribuidos ao fato de que ndo existe uma completa supressio da producdo de
prostaglandinas.(Muscara et al., 2000)

O segundo estdgio do reparo de lesdes, a formacdo do tecido de granulacdo, €
caracterizado pela proliferacdo e migracdo de diferentes tipos de células. Os fibroblastos e as
células endoteliais sdo os tipos celulares mais abundantes e favorecem o crescimento de
capilares, a formacdo de coldgeno e a formacdo do tecido de granulacdo no local da
lesdo.(Gurtner et al., 2008) Neste estudo, o volume ocupado pelos vasos sanguineos foi

semelhante em todos os grupos. O tratamento com celecoxibe 5 mg diminuiu o volume



56

ocupado pelos vasos, mas sem diferenca significativa. A grande quantidade de vasos
sanguineos foi provavelmente devido a alta celularidade que ainda estava presente no tecido
de granulacdo. Apesar do atraso na diferenciacdo miofibrobldstica, ndo houve diferenca na
deposic¢do de coldgeno no tecido de granulagdo dos grupos nao tratados. O tratamento com
celecoxibe 5 mg aumento a deposicdo de coldgeno em todos os grupos. Embora a literatura
mostre que o celecoxibe ndo afeta a deposicdo de coldgeno,(Muscara et al., 2000) este
resultado pode ser explicado pelo aumento na diferenciacdo miofibrobldstica, uma vez que os
miofibroblastos além de serem células contrateis, eles também produzem matriz extracelular,
principalmente na forma de colageno.(Gabbiani, 2003)

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que os ratos DIO assim como os ratos DR
apresentam atraso na cicatrizagdo cutanea, devido principalmente a intensa resposta
inflamatéria local, e que a administracdo de uma baixa dose de celecoxibe melhora o reparo
cutaneo nestas condic¢oes, reduzindo o infiltrado de células inflamatdrias e o dano celular pela
peroxidacdo lipidica, melhorando a contracdo da lesdo e aumentando a deposi¢do de

colageno.
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6 CONCLUSOES

A dieta obesogénica induziu o aumento do peso corporal e da massa de gordura
retroperitoneal nos ratos DIO, enquanto que nos ratos DR, somente induziu um aumento
intermedidrio na massa de gordura retroperitoneal. Embora a dieta obesogénica ndo tenha
aumentado o ganho de peso, ela comprometeu negativamente o processo de reparo cutaneo
nos ratos DR, destacando a importancia da composicdo da dieta no processo de reparo
tecidual. Como ja era esperado, os ratos DIO também apresentaram atraso na cicatrizagao
cutanea. Tanto os ratos DIO quanto os ratos DR apresentaram uma resposta inflamatéria mais
acentuada durante o processo de reparo.

O tratamento com uma baixa dose de celecoxibe (5 mg/kg), uma droga anti-inflamatdria
nao-esterdide inibidor seletivo da COX-2, foi capaz de reverter os efeitos deletérios
provocados pela dieta obesogénica na cicatrizagdo cutanea de ratos DIO e DR, através da
reducdo do infiltrado inflamatério e do dano oxidativo e pela aceleracdo no fechamento da
lesdio e o aumento na deposi¢do de coldgeno. Entretanto, uma alta dose de celecoxibe
(10 mg/kg) ndo apresentou efeitos positivos nos ratos DIO e DR, e ainda atrasou a

cicatrizag¢do nos ratos normais (controle).
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