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RESUMO 

 

 

SANTOS-SILVA, Marco Aurélio. Efeitos do calor induzido por luz visível sobre a pele e o 

reparo tecidual cutâneo de camundongos. 2016. 75 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana 

e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

 

O papel do calor sobre a pele e reparo tecidual permanece pouco esclarecido. Nosso 

objetivo foi investigar os efeitos desse calor sobre a pele e cicatrização cutânea. 

Camundongos machos foram submetidos a uma lesão excisional cutânea, divididos em dois 

grupos (n=10/grupo) e expostos a 23°C ou 43°C numa câmara térmica por 30 minutos, 

durante 13 dias. No 14° dia após a lesão, os animais foram eutanasiados, as lesões e as 

amostras de pele normal foram coletadas e processadas para análises. Na pele, o calor 

aumentou a espessura da epiderme, da derme, a expressão gênica e proteica do TGF-β. 

Aumentou a área de fibras de colágeno, diminuiu a expressão gênica da Col1a1 e a expressão 

proteica do colágeno tipo I. Aumentou a expressão de proteinas carboniladas, expressão 

gênica da Col3a1 e proteica do colágeno tipo III. Aumentou a área das fibras elásticas, a 

expressão gênica da fibrilina-1 e da elastina. Na lesão cutânea aumentou a área da lesão no 

11° e 14° dias após a lesão e diminuiu a percentagem de lesões reepitelizadas no 14° dia após 

a lesão. Aumentou o comprimento gap epidérmico, a densidade de volume de miofibroblastos 

e o número de macrófagos. Aumentou a expressão proteica do colágeno tipo III e MMP-1, 

diminuiu a do colagénio tipo I e a atividade de MMP-2, aumentou a expressão proteica da 

fibrilina-1, MMP-12, TGFβ-1/2/3 e da ERK. Conclui-se que o calor pode apresentar efeitos 

anti-envelhecimento para a pele, entretanto, atrasa a cicatrização de lesões cutâneas de 

camundongos. 

 

Palavras-chave: Calor. Pele. Reparo tecidual. Camundongos Swiss.  

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

SANTOS-SILVA, Marco Aurélio. Effects of heat induced by visible light in skin and tissue 

repair in mice. 2016. 75 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto 

de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2016. 

 

 

The role of heat induced by visible light on the skin and tissue repair remains unclear. 

Our goal was to investigate the heat effects on skin and cutaneous healing. Male mice were 

submitted to an excisional cutaneous lesion, divided into two groups (n=10/group) and ex-

posed at 23°C or 43°C in a thermal chamber for 30 minutes for 13 days. On the 14th day after 

the injury, the animals were euthanized, lesions and samples of normal skin were collected 

and processed for analysis. In the skin, the heat induced by visible light increased the thick-

ness of the epidermis, the dermis, the gene and protein expression of TGF-β. It increased the 

area of collagen fibers, decreased the gene expression of Col1a1 and the protein expression of 

type I collagen. Increased protein carbonylation, gene expression of Col3a1 and protein of 

collagen type III. It increased the area of elastic fibers, the gene expression of fibrillin-1 and 

elastin. In the cutaneous lesion, the area of the lesion increased on the 11th and 14th days after 

the lesion and the percentage of reepithelialized lesions decreased on the 14th day after the 

lesion. The epidermal gap length, the volume density of myofibroblasts and the number of 

macrophages were estimated. It increased the protein expression of type III collagen and 

MMP-1, decreased collagen type I and MMP-2 activity, increased the protein expression of 

fibrillin-1, MMP-12, TGFβ-1/2/3 and ERK. In conclusion, heat may have anti-aging effects 

on the skin, however, it delays the healing of skin lesions in mice. 

 

Keywords: Heat. Skin. Tissue repair. Swiss mice.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

A pele funciona como barreira protetora cuja perda da integridade, como resultado de 

uma lesão, pode levar à grave incapacidade ou até mesmo à morte (1). O envelhecimento da 

pele é um processo biológico complexo influenciado pela combinação de fatores intrínsecos 

(passagem do tempo, genética, metabolismo celular e hormonal) e extrínsecos (exposição à 

luz solar, poluição, fumaça de cigarro, produtos químicos, toxinas, estressores psicológicos) 

(2, 3). Enquanto a pele envelhecida é lisa, seca, pálida e com rugas finas, a pele fotoenvelhe-

cida, torna-se espessa com rugas profundas e hiperpigmentada. Já a pele lesionada deve ser 

reparada imediatamente através do processo de reparo tecidual (1) que consiste em três fases 

distintas que se sobrepõem: inflamação, proliferação e remodelamento (5). A idade, a fumaça 

de cigarro e o estresse psicológico representam alguns fatores que aceleram o envelhecimento 

da pele e, ao mesmo tempo atrasam o reparo tecidual.  

A exposição à radiação solar (RS) é um importante fator de risco ambiental para os 

organismos vivos, entretanto, mesmo representando aproximadamente apenas 7% do espectro 

de luz solar, a maioria dos estudos envestigaram os efeitos adversos da radiação ultra-violeta 

(UV) sobre a pele (5). Os 93% da radiação solar restante compreendem a radiação infraver-

melha (IV) e a luz visível (VIS) que diferentemente da radiação UV são capazes de gerar ca-

lor.  Por exemplo, a pele é exposta a uma dose de 75 J/cm²/hora de radiação infra-vermelha 

(IV) no verão em Munique, Alemanha (6). 

A radiação infravermelha A (IVA) penetra no tecido subcutâneo sem elevar a tempe-

ratura da pele. Entretanto as radiações infravermelhas B e C (IVB e IVC) são absorvidas nas 

camadas epidérmicas e elevam a temperatura da pele até 45°C, sendo que a temperatura nor-

malmente varia entre 27,6 e 33,1°C (7). Estudos recentes indicaram que a pele humana expos-

ta à radiação IV apresenta aumento da atividade de metaloproteinases da matriz (MMPs) co-

mo a MMP-1, diminui o pró-colágeno tipo I, aumenta a neoangiogênese, o infiltrado inflama-

tório e o dano oxidativo no DNA da célula (6, 7). O calor aumenta a expressão de MMP-1, 

MMP-3, MMP-12 e modula a síntese de elastina e fibrilina na pele humana in vivo (8, 9). 

Além destes resultados do calor induzido pela radiação IV sobre a pele saudável, um estudo 

comparou o efeito do calor com e sem radiação IVA sobre a cicatrização de lesões cutâneas 

de ratos mostrou que o calor isolado atrasou o fechamento de feridas da pele (4). Entretanto, 

não está esclarecido se a pele saudável ou a lesão responderam aos efeitos do espectro de ra-

diação ou propriamente dito ao calor. E, principalmente, pouco se sabe dos efeitos biológicos 
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da luz visível sobre a pele. Vandersee e cols mostraram que a luz visível (azul-violeta), é ca-

paz de produzir radicais livres na pele humana (10) . No nosso estudo veremos o que o calor é 

capaz de provocar na matriz extracelular (MEC) da pele normal e no tecido cicatricial.  

O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos do calor sobre a pele saudável e a 

cicatrização de lesões cutâneas excisionais em camundongos. 
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1 PELE  

 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, representando cerca de 15% do peso total do 

corpo de um adulto. Apresenta múltiplas funções, dentre as quais destaca-se a de proteção 

física, química, biológica do meio interno, além de prevenção contra perda de água, atrito e 

termorregulação (11, 12). Ainda assim, geralmente esta importância da pele é subestimada e 

até negligencia tanto na saúde quanto nas doenças. Entretanto, com o aumento da expectativa 

de vida, o cuidado adequado da pele aparece como uma prioridade dermatológica (13). 

A pele é composta pela epiderme e derme (14), e a espessura dessas camadas varia 

consideravelmente, dependendo da topografia anatômica do corpo. A pálpebra, por exemplo, 

tem a camada epidérmica mais fina, medindo menos de 0,1 mm, enquanto que as palmas das 

mãos e as plantas dos pés têm a camada epidérmica mais espessa, medindo cerca de 1,5 mm. 

A derme é mais espessa das camadas da pele onde é cerca de 30-40 vezes mais espessa que a 

epiderme sobreposta (15). 

A derme é um sistema integrado de tecido conjuntivo que acomoda os vasos, anexos 

derivados da epiderme, fibroblastos, macrófagos e mastócitos. Outras células sanguíneas, 

incluindo linfócitos, células plasmáticas e outros leucócitos, entram na derme em resposta a 

vários estímulos (11, 12). A derme compreende a maior parte da pele fornecendo sua 

flexibilidade, elastidade e resistência à tração. Ela protege o corpo de lesões mecânicas, 

auxilia na regulação térmica e contém receptores de estímulos sensoriais. A derme interage 

com a epiderme na manutenção das propriedades de ambos os tecidos. As duas regiões 

colaboram para o desenvolvimento na morfogênese e interagem durante o reparo e 

remodelação da pele (11, 12). Os componentes da MEC da derme, incluindo fibras colágenas 

e do sistema elástico variam de forma e profundidade dependendo também da região do 

corpo, da idade e a fase do reparo tecidual (1). 

A pele envelhece por um processo complexo e multifatorial de base genética, mas que 

pode ser acelerado por fatores ambientais, mecânicos e socioeconômicos (16). Com o 

envelhecimento, a fragilidade da pele aumenta, os efeitos esteticamente indesejáveis, como 

rugas e pigmentação irregular aparecem, o risco de lesões aumenta, a capacidade da pele 

cicatrizar diminui, a probabilidade de doenças cutâneas associadas à lesão aumenta (17). O 

que gera duas frentes distintas de estudos onde alguns pesquisadores preocupados com o 

envelhecimento da pele buscam compreendê-lo para aplicar estratégias antienvelhecimento, 
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enquando outros pesquisadores estudam os fatores que prejudicam a cicatrização para 

prevenção e tratamento de lesões cutâneas. 

O envelhecimento da pele é um processo biológico influenciado pela combinação de 

fatores intrínsecos (passagem do tempo, genética, metabolismo celular, hormonal e processos 

metabólicos) e fatores extrínsecos (exposição à luz solar, ultravioleta e exposição à radiação 

infravermelha, poluição, fumaça de cigarro, produtos químicos, toxinas, estressores 

psicológicos) (2, 3). Entretanto, dependendo da dose e do tempo de exposição da pele a estes 

fatores extrínsecos, como por exemplo, ao calor e à luz solar, podem contribuir para a ho-

meostase da pele. 

Por outro lado quando há perda da integridade da pele, ela deve ser imediatamente 

reparada através do processo de reparo tecidual (1). Esse processo consiste em três fases dis-

tintas que se sobrepõem: inflamação, proliferação e remodelamento (Figura 1), que levam a 

pelo menos a reconstrução parcial do tecido lesado e ao restabelecimento da barreira funcio-

nal da pele (5). Contudo, a exposição da pele a fatores extrínsecos pode prolongar estas fases 

proporcionando atraso da cicatrização das lesões.  
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2 REPARO TECIDUAL CUTÂNEO 

 

 

A fase representa o início do reparo tecidual e a restauração da sua função de barreira. 

A resposta inflamatória pode ser subdividida em resposta celular e vascular. No início do pro-

cesso inflamatório, ocorre vasodilatação local, com extravasamento de sangue e líquido para o 

espaço extravascular. Em seguida ocorre a hemostasia com formação de coágulo de fibrina e 

coagulação (18). O coágulo serve como proteção do tecido lesionado (1). As funções das pla-

quetas na hemostasia são de aderir, agregar e liberar mediadores que facilitam a coagulação 

(18). Este coágulo de fibrina serve um arcabouço provisório para a migração celular de neu-

trófilos, monócitos, fibroblastos, entre outras células, até a área da lesão (19). 

O influxo de leucócitos para área da lesão caracteriza a resposta celular e este influxo 

ocorre em resposta a diversos sinais quimiotáticos e fatores de crescimento liberados pela 

degranulação das plaquetas (5). Alguns minutos após o trauma, os neutrófilos são recrutados 

para o local da lesão (1), onde desempenham um papel bactericida fagocitando as bactérias, e 

degradam os componentes da MEC danificados. Essas células são as mais atuantes nos está-

gios iniciais da inflamação (18). A menos que a lesão esteja infectada, o infiltrado de neutrófi-

los desaparece após poucos dias; o prolongamento da presença de neutrófilos no local da le-

são pode estar relacionado com o atraso do reparo tecidual (1, 18). 

Monócitos são atraídos ao local da lesão e se transformam em macrófagos ativados 

(20). Os macrófagos desempenham um papel crucial nos eventos tardios do reparo tecidual 

(5). Estas células removem os debris teciduais, destroem os neutrófilos remanescentes e libe-

ram os fatores de crescimento transformante-beta (TGF-β) e de crescimento vascular endote-

lial (VEGF) que estimulam migração e proliferação celular, angiogênese e produção da MEC 

(18). O aumento da expressão de enzimas intracelulares nos macrófagos influencia na sua 

polaridade e função. Macrófagos classicamente ativados (M1) apresentam aumento da expres-

são da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e desempenham funções pró-

inflamatórias, enquanto macrófagos alternativamente ativados (M2) expressam a arginase-1 

(Arg1) e desempenham funções anti-inflamatórias e de reparo tecidual (21, 22). Como os ma-

crófagos sintetizam e liberam fatores de crescimento no local da lesão, como o TGF-β e 

VEGF (18), são considerados células atuantes na resolução da inflamação, desempenhando 

um papel importante na transição entre a fase inflamatória e a proliferativa (18, 20). A dimi-

nuição do número de macrófagos durante a fase inflamatória pode atrasar o reparo de lesões 

(1). 
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A fase proliferativa é caracterizada pela proliferação celular e migração de diferentes 

tipos celulares (5). Nesta fase ocorre a formação do tecido de granulação e eventos como a 

reepitelização, angiogênese, deposição de MEC e diferenciação miofibroblástica (19, 23).  

A reepitelização é o processo de restauração da epiderme que se inicia algumas horas 

após a lesão (20). Geralmente envolve a migração de queratinócitos, a proliferação de quera-

tinócitos formando a língua migratória, a diferenciação de novo epitélio em epiderme estrati-

ficada e a restauração da membrana basal que conecta e epiderme com a derme subjacente 

(18). A migração dos queratinócitos ocorre a partir das bordas da lesão (18). Células tronco 

epidérmicas dos anexos da pele, tais como folículos pilosos da pele adjacente, servem de re-

servatório de queratinócitos para a cicatrização (18). Queratinócitos alteram seu fenótipo, des-

fazendo a maioria de seus desmossomos, ficando alongados e desenvolvendo filamentos de 

actina citoplasmáticos, que permitem sua movimentação (1, 18, 20). A reepitelização também 

envolve o aumento da proliferação de queratinócitos localizados perto da língua migratória, 

assegurando um fornecimento adequado de células para migrar e cobrir a lesão. Quando a 

migração cessa, há a ligação ao substrato subjacente, reconstituindo a membrana basal, reto-

mando o processo de estratificação do epitélio, restaurando a função de barreira (18). A reepi-

telização é induzida por liberação local de fatores de crescimento como o fator de crescimento 

epidérmico (EGF) e fator de crescimento transformante-alfa (TGF-α) produzido pelas plaque-

tas e macrófagos; e o fator de crescimento de queratinócitos (KGF), sintetizado pelos fi-

broblastos (19). Os macrófagos estimulados pelo fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) e pelo TGF-β, secretam EGF juntamente com as plaquetas, induzindo a migração e 

proliferação de fibroblastos no tecido adjacente à lesão (24, 25).  

A formação do tecido de granulação é constituída pela angiogênese e fibroplasia (18). 

Os fibroblastos que migraram do tecido adjacente se tornam ativados pela ação do PDGF e 

EGF, e começam a produzir a matriz provisória, que é constituída, principalmente, por colá-

geno tipo III, glicosaminoglicanos e fibronectina (19). Pela ação do TGF-β os fibroblastos são 

ativados e adquirem a expressão de alfa-actina de músculo liso (α-SMa), e se tornam miofi-

broblastos. Estas células depositam e sintetizam componentes da MEC que vão substituir a 

matriz provisória. Estas células possuem propriedades contráteis, desempenhando um papel 

importante na contração e maturação do tecido de granulação (20, 23).  

A neovascularização é necessária para sustentar a formação do novo tecido de granu-

lação (20). Células endoteliais se proliferam pela ação do fator de crescimento fibroblástico 

(FGF) e VEGF, formando novos vasos a partir de vasos pré-existentes (1). A liberação do 

FGF no local da lesão é feita por células endoteliais danificadas e macrófagos. Muitos tipos 
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de células como queratinócitos, fibroblastos, macrófagos e células endoteliais são responsá-

veis pela síntese de VEGF (5, 18). Assim, a regulação do processo de angiogênese pode re-

presentar um meio para melhorar a cicatrização (23). 

O terceiro estágio do processo cicatricial, a fase de remodelamento, é caracterizada pe-

la deposição e degradação de MEC e redução na celularidade. A maioria das células endoteli-

ais, macrófagos e miofibroblastos sofrem apoptose, reduzindo a celularidade do tecido de 

granulação (5, 26). Nesta fase a síntese de proteínas da MEC é reduzida e atividade de protea-

ses aumenta para remodelar. Progressivamente, o colágeno do tipo III, o maior componente 

do tecido de granulação é substituído pelo colágeno do tipo I, principal componente da derme 

(23). Este processo é controlado pelas MMPs, que são secretadas pelos macrófagos, fibroblas-

tos e células endoteliais (5, 20). A atividade das MMPs é controlada pelos inibidores teciduais 

das metaloproteinases (TIMPs). Para um reparo tecidual normal, é importante o balanço entre 

as atividades das MMPs e TIMPs (18). Por último, a elastina, que contribui para a elasticidade 

da pele, reaparece; entretanto, o tecido cicatricial não apresenta as mesmas propriedades de 

um tecido não lesionado (5, 23).  
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Figura 1 - Fases da cicatrização.  

 

Legenda: Fase inflamatória, fase proliferativa e fase de remodelamento da cicatrização da pele. VEGF = fator de 

crescimento endotelial vascular, TGF-β = fator de crescimento transformante beta, MMPs = metalo-

proteinases da matriz e TIMPs = inibidores teciduais das metaloproteinases. Adaptado de Gurtner, 

2008 (5). 

Fonte: O Autor, 2016. 
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3 LUZ SOLAR E CALOR 

 

 

A radiação solar (RS) é essencial para a vida na Terra, contudo, é um importante fator 

de risco ambiental para os organismos vivos. O comprometimento da camada de ozônio 

expõe Sul da Austrália, Nova Zelândia e América do Sul a altas intensidades de RS (27). O 

espectro de luz solar sobre a superfície da Terra é 290-3000 nm sendo 6,8% deste espectro 

formado por radiação ultravioleta (UV) (28) (UVB: 290-320nm e UVA: 320-400 nm), 38,9% 

de luz visível (VIS: 380-760 nm) e 54,3% de radiação infravermelha (IV-A: 760-1440 nm, o 

IV-B: 1440-3000 nm e IV-C: 3000 nm a 1 mm) (29). Os efeitos induzidos pela radiação UV 

sobre a pele incluem elastose solar, queratose, câncer de pele e fotoenvelhecimento (30).  

 

 

Figura 2 - Penetração da luz solar na pele. 

 

Legenda: nm = nanômetro, UV = comprimento de onda do ultravioleta, IV= comprimento de onda do 

infravermelho 

Fonte: O Autor, 2016. 

 

 



22 

 

Embora a maioria dos estudos sobre os efeitos adversos da radiação solar sobre a pele 

envolva a radiação UV (28, 31, 32), a pele pode ser exposta a uma dose de 75 J/cm²/hora de 

radiação IV no verão em Munique, Alemanha (33). Enquanto a radiação IV-A penetra o teci-

do subcutâneo sem elevar a temperatura da pele, as radiações IV-B e IV-C são absorvidas nas 

camadas epidérmicas e são capazes de aumentar a temperatura, que normalmente, varia entre 

27,6° e 33,1°C, até a 45°C (6, 34, 35). Estudos têm demonstrado que doses elevadas de IV 

podem danificar a pele humana, enquanto que dosem mais baixas são amplamente utilizadas 

para o tratamento de processos inflamatórios (36-39).  

 

 

3.1 Efeitos do calor sobre a pele e sobre o reparo tecidual 

 

 

O espectro visível é a parte da radiação electromagnética visível ao olho humano, o 

qual responde aos comprimentos de onda de 380 a 700 nm. Alguns indivíduos podem 

perceber comprimentos de onda até 780 nm. O termo usado frequentemente, luz UV, é 

tecnicamente incorreto. O termo ''luz'' é melhor usado para comprimentos de onda de radiação 

que resulta em uma sensação de visão. Assim, o termo preferido é a radiação UV (40). Ainda 

que representem cerca de 39% do espectro de luz solar, a luz visível e seus efeitos sobre a 

pele foram pouco estudados. A luz visível, semelhantemente à radiação IV, penetra a derme, é 

então absorvida e eleva a temperatura da pele (28).  

Estudos recentes indicam que a exposição de pele humana à radiação IV estimula a 

expressão de MMPs, diminui a expressão de pro-colágeno do tipo I, aumenta neoangiogênese 

e induz a infiltração de células inflamatórias e ao estresse oxidativo (6, 7). O calor aumenta a 

expressão de MMP-1, MMP-3, MMP-12 e modula a síntese de elastina e fibrilina-1 (8, 9). 

Em contraste com a radiação UV e IV, que são conhecidas por induzir fotoenvelhecimento 

cutâneo, formar radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO), poucos estudos de-

monstraram os efeitos da luz visível sobre a pele. Dentre estes estudos, Vandersee e cols. 

mostraram que a luz visível pode também produzir radicais livres e ERO na pele humana. 

Eles demonstraram in vivo que a combinação de radiação IV e luz visível ativa MMPs, cau-

sando a degradação da MEC e danos para a pele saudável (10).  

A luz visível é capaz de estimular a liberação de citocinas pró-inflamatórias e a 

ativação de MMPs na pele induzindo degradação da MEC e o envelhecimento precoce da pele 

de maneira semelhante ao que é observado com a radiação UV (28). Um estudo realizado por 
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Mahmoud e cols. em 2008 demonstraram que a luz visível pode induzir pigmentação escura 

(40) enfatizando asssim,  a necessidade de filtros solares para o espectro de luz visível (41).  

Nos últimos anos, muitas pesquisas foram desenvolvidas no campo do 

rejuvenescimento não-ablativo da pele. Alguns estudos utilizaram um sistema de luz visível 

pulsada (20-30 J/cm2) cujo calor induz uma desnaturação de colágeno dérmico e a 

subsequente síntese reativa (42-46). Lubart e cols sugeriram em 2007 um mecanismo 

diferente para o fotorejuvenecimento com base na indução de ERO por luz visível in vitro. 

Eles observaram que a exposição do colágeno à luz visível (20-30 J/cm2) produz grandes 

quantidades de ERO, que destroem as fibras colágenas. E por outro lado, nas regiões mais 

profundas da pele, onde a intensidade da luz é mais fraca, baixas quantidades de ERO são 

formadas, e estimulam a proliferação de fibroblastos, assim melhorando a textura da pele 

(47). Além disso a luz visível aumenta a microcirculação da pele por induzir a síntese local de 

óxido nítrico (48).  

Um estudo comparou o efeito do calor isolado e calor associado à IV-A sobre a cica-

trização de lesões cutâneas em ratos. Os autores observaram que os ratos expostos ao calor 

isolado atrasaram o fechamento das lesões (49). Entretanto, outro estudo demonstrou que um 

ligeiro aumento na temperatura ambiente pode melhorar a cicatrização de lesões em pacientes 

diabéticos (associada com estimulação elétrica) (50). Também foi demonstrado em um estudo 

in vitro que o aumento na temperatura da pele pode acelerar o processo de cicatrização de 

lesões, através da aceleração da migração de fibroblastos (51). Entretanto, novos estudos são 

necessários para o melhor compreendimento dos efeitos do calor sobre a pele saudável e o 

reparo tecidual. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Geral 

 

Investigar os efeitos do calor na pele saudável e sobre a cicatrização de lesões excisio-

nais cutâneas em camundongos. 

 

 

4.2 Específicos 

 

 

Avaliar os efeitos do calor na: 

a. espessura da derme e da epiderme da pele; 

b. densidade de volume de macrófagos e neutrófilos na pele; 

c. polarização dos macrófagos da pele; 

d. degradação e deposição de colágeno na pele; 

e. deposição de fibras do sistema elástico na pele; 

f. contração e a re-epitelização das lesões; 

g. número de neutrófilos, macrófagos e a densidade de volume miofibroblastos no tecido 

de granulação; 

h. degradação e deposição de colágeno nas lesões. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1. Animais 

 

 

Camundongos suíços machos com idade entre 8-10 semanas (25-35 g) foram mantidos 

em uma sala a 23°C e com ciclo invertido de claro e escuro (12 h de luz / 12 h de escuridão) 

com livre acesso à comida e água no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia 

(DHE) da UERJ. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Legislação Bra-

sileira em Relação à Experimentação Animal (n. 11.794, de 8 de Outubro de 2008). Este estu-

do foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética para Cuidado e Uso de Animais Experi-

mentais (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG-UERJ) (Anexo I 

- CEUA / 022 / 2014). 

 

 

5.2. Termometria da câmara e espectrometria da lâmpada  

 

 

Para expor os camundongos ao calor, foi confeccionada uma câmara de madeira com-

pensada (15 mm de espessura) com as seguintes dimensões externas (52 cm de comprimento, 

24 cm de largura e 21 cm de altura) e internas (42,5 cm de comprimento, 21,5 cm de largura e 

18,8 cm de altura) (52). A elevação da temperatura interna da câmara foi induzida através de 

duas lâmpadas incandescentes 100 W (Philips Padrão, 100 W, 127 V, temperatura de cor de 

2.700 K, Barueri, Brasil) e a temperatura foi controlada por um dimmer (Pratis – Pial Le-

grand, São Paulo, Brasil). Para medir a temperatura e a umidade dentro e fora da caixa, foi 

utilizado um termo-higrômetro digital (INCOTERM, Porto Alegre, Brasil). 
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Figura 3 – Câmara para exposição térmica 

 

Legenda: Dimensões da câmara em cm = centímetros 

Fonte: O Autor, 2016. 

 

 

 

A intensidade da luz visível e radiação infravermelha foi medida com um espectrôme-

tro (Ocean Optics Maré Vermelha 650, média de 50 varreduras, Dunedin, USA). O fluxo lu-

minoso das lâmpadas dentro da câmara foi de 1350 Lm e o lux médio 35,5 ± 0,4 lux. A luxi-

metria foi avaliada a cada 5 minutos por 30 minutos (medidor de luz digital - MLM-1332 Mi-

nipa, São Paulo, Brasil).  

Com base no estudo de Shin e cols., foi estabelecido o tempo de 30 minutos de expo-

sição à temperatura de 43°C (53). Foi realizado um estudo piloto (dados não mostrados), onde 

os camundongos foram expostos à 43°C diariamente durante os três primeiros dias após a 

lesão apenas. Nós observamos tanto no estudo piloto como no presente estudo que a exposi-

ção ao calor retardou fechamento de lesões da pele. Assim, optamos por realizar a exposição 

em dias alternados. 

Para a exposição ao calor, as duas lâmpadas foram acesas na potência máxima até a 

temperatura interna de 43°C ser atingida, e, em seguida, através do dimmer a potência foi ele-

vada ou reduzida até estabilizar a temperatura. Somente após a estabilidade da temperatura a 

43°C, os animais foram colocados na câmara para serem expostos ao calor por 30 minutos. 
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5.3. Desenho Experimental 

 

 

O primeiro estudo buscou investigar efeitos do calor e da luz sobre a pele saudável 

(pele adjacente as lesões excisionais cutâneas). Já o segundo estudo investigou os efeitos des-

se calor sobre a cicatrização de lesões excisionais cutâneas. Os animais foram submetidos à 

lesão excisional cutânea, 24 horas após a lesão iniciaram as exposições ao calor e 14 dias de-

pois da lesão foi realizado a eutanásia para retirada de duas amostras: a) lesão e b) pele saudá-

vel adjacente a lesão.  

 

 

Figura 4 – Desenho experimental e protocolo de lesão e exposição ao calor 

 

Legenda: d = dia; n = número; 30’ = 30 minutos. No d0 foi realizada a lesão excisional cutânea, 24 horas depois 

começou a exposição ao calor e no d14 foi realizado a eutanásia para retirar as amostras de pele 

saudável e de lesão. 

Fonte: O autor, 2016. 
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5.3.1. Protocolo de lesão e exposição ao calor  

 

 

Os camundongos (n=20) foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cetamina 

(150 mg/kg b.p.) e xilazina (15 mg/kg b.p.). O dorso foi tricotomizado e submetido a uma 

lesão excisional cutânea total de 1 cm² expondo o panículo carnoso (54). A lesão não foi sutu-

rada ou coberta e cicatrizou por segunda intenção (não teve suas margens aproximadas).  

Após a lesão, os animais foram divididos em: o grupo de 23°C (n=10) – camundongos que 

foram colocados na câmara de exposição, com as lâmpadas desligadas durante 30 minutos; e 

o grupo de 43°C (n=10) - expostos a 43°C dentro da câmara durante 30 minutos. A exposição 

ao calor começou no primeiro dia após a lesão e ocorreu durante 13 dias alternados  (53). 

A temperatura da superfície da pele foi medida usando um termômetro infravermelho 

de não-contato (OEM, Beijing, China) 5 minutos antes dos animais serem expostos, durante 

os 30 minutos de exposição (medidas com intervalo de 5 minutos) e 5 minutos depois da ex-

posição (55). 

 

 

5.4. Análise macroscópica 

 

 

Para avaliar a macroscopia da contração e da re-epitelização da lesão, imediatamente 

após a lesão, no 3°, 7°, 11° e 14° dias depois da lesão, uma folha de plástico transparente foi 

colocado sobre a área da lesão e as margens da lesão foram desenhadas (56).  A área da lesão 

foi digitalizada medida usando o software Image J® (National Institutes of Health, Bethesda, 

MD). Os resultados da contração da lesão foram expressos em percentagem de área ferida 

original (média ± erro padrão médio). A porcentagem de re-epitelização foi identificada pelo 

número de camundongos com lesões fechadas por grupo no 14° dia após a lesão. 

 

 

5.5. Coleta de tecido, histoquímica e microscopia 

 

 

No 14° dia após a lesão, os camundongos foram eutanasiados por exposição ao CO2. 

Cinco lesões com pele adjacente (Estudo lesão) e cinco fragmentos de pele normal (Estudo 
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pele) do dorso (distante da lesão) por grupo foram recolhidas, fixadas em formalina tampona-

da (pH 7,2), processadas e embebidas em parafina para análises histológicas. E em outros 

cinco animais de cada grupo, as lesão e um fragmento de pele normal foram congelados a -

80°C para posteriores análises bioquímicas e biomoleculares. 

As lâminas com os cortes foram submetidas às colorações de hematoxilina e eosina 

(H&E) para as análises: a) da espessura em micrômetros (μm)  da epiderme e da derme (pele 

normal), b) da área da lesão, c) do comprimento do gap da lesão (distância em μm entre os 

bordos da lesão); de vermelho de Picro Sírius para histoarquitetura e área de fibras colágenas 

e de Weigert com prévia oxidação para a análise da área ocupada pelas fibras do sistema elás-

tico. O comprimento do gap e as espessuras da epiderme e da derme foram medidas utilizando 

software de visualização panorâmica (Panoramic Viewer, 3D Histech Ltd., Budapeste, Hun-

gria). Já as áreas de fibras colágenas e do sistema elástico foram analisadas pelo software 

Image J®.  Todas as lâminas foram digitalizadas usando um scanner de slides Pannoramic 

Digital (3DHistech Ltd., Budapeste, Hungria). 

 

 

5.6. Imunohistoquímica e quantificações 

 

 

Para as análise imunohistoquímicas uma ferramenta de estereologia (ponto de conta-

gem) foi empregada como descrito anteriormente pelo nosso grupo (56). A imunohistoquími-

ca foi utilizada para investigar o número de neutrófilos contando o número células positivas 

para mieloperoxidase (neutrófilos MPO+) e o número de macrófagos pelo número de células 

positivas para F4/80 (macrófagos F4/80+). Foram utilizados os seguintes anticorpos: anticorpo 

monoclonal de rato para mieloperoxidase (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; 1: 

500) e anticorpo monoclonal de rato para F4/80 (Serotec Inc., Raleigh, NC; 1: 500), como 

previamente descrito (57, 58). Para quantificar o número de células imunomarcadas, cinco 

campos aleatórios por animal (14978 μm2) foram analisados como descrito anteriormente.  Os 

resultados foram apresentados como células por mm2. 

Além da análise do número de neutrófilos e macrófagos, investigamos o a densidade 

de volume (Vv) de miofibroblastos em secções imunomarcadas com anticorpo monoclonal de 

camundongos contra α-actina de músculo liso (αSMA; Dako, Carpinteria, CA; 1: 100) e o 

sistema anti-camundongo EnVision (DAKO; 1:20), tal como descrito anteriormente (54). A 

densidade de volume dos miofibroblastos (Vv [miofibroblastos]%) foi avaliada utilizando contagem 
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de ponto e um sistema de vídeomicroscopia, como descrito (57, 59, 60). Os resultados foram 

apresentados como a porcentagem da Vv [miofibroblastos] (56). 

 

 

5.7. Western Blotting 

 

 

Cinco fragmentos de pele saudável e cinco lesões por grupo foram descongeladas e 

maceradas em tampão de lise (Sigma - Aldrich, St Louis, MO). Em seguida foram centrifuga-

das e a concentração total de proteína foi determinada utilizando um ensaio de proteína do 

ácido bicinconínico (Thermo Fisher Scientific, Rockwood, TN). Após a determinação da con-

centração das proteínas totais, 30 ou 50 μg de proteínas das amostras misturadas com a solu-

ção de blotting foram submetidas à eletroforese em géis de poliacrilamida com dodecil sulfato 

sódio (SDS-PAGE) à 8%, 10% ou 12%. Para identificação das proteínas pelo peso molecular 

(KDa) foram incluídos padrões de pesos moleculares de proteínas (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, CA) durante a eletroforese das amostras de pele e lesão. Em seguida as proteí-

nas dos géis foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou ni-

trocelulose.  

Após a transferência, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em 

pó (Nestlé, São Paulo, Brasil) dissolvido em tampão de fosfato contendo 0,05% de Tween-20 

(T-PBS) por 45 minutos. Em seguida foram imunomarcadas por 12 horas (overnight) a 4°C 

com os seguintes anticorpos primários (Tabela 1). 
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 Tabela 1 - Anticorpos primário utilizados 

Anticorpo Fornecedor e diluição 

de coelho anti-precursor do colágeno de tipo I (Col-1) (Millipore, Temecula, CA, 1:1000) 

de camundongo anti-colágeno do tipo III (Col-3) (Millipore, 1: 600), 

de coelho anti-fator de crescimento transformante β (TGF-β 1/2/3) (Santa Cruz Biotechnology/1:200) 

de camundongo anti-fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) Santa Cruz Biotechnology/1:200) 

de coelho anti-óxido nítrico sintase induzível (iNOS / NOS2) (Santa Cruz Biotechnology/1:100) 

de camundongo anti-arginase-1(Arg-1) (Santa Cruz Biotechnology/1:100) 

de camundongo anti-MMP-1  (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) 

de camundongo anti-MMP-8 (Sigma-Aldrich/1:100), 

de coelho anti-MMP-12 (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) 

de cabra anti-fibrilina-1 (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) 

de coelho anti-pERK (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) 

de camundongo anti-ERK (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) 

Fonte: O autor, 2016 

 

As membranas foram então lavadas e incubadas com os anticorpos secundários: anti-

camundongo conjugado com peroxidase (1:100) (DAKO) e anti-cabra (1:100) ou anti-coelho 

(1:500) (Santa Cruz Biotechnology). Os anticorpos ligados a membrana foram detectados 

utilizando um kit comercial de quimioluminescência (Santa Cruz Biotechnology). Para a de-

tecção de quimioluminescência foi utilizado o sistema de ChemiDoc TM XRS (Bio-Rad La-

boratories). Subsequentemente, as membranas foram incubadas com um anticorpo de camun-

dongo anti-β-actina (42 kDa, Sigma-Aldrich/1:1000). A β-actina foi usada como proteína con-

trole para todos immunoblottings. As bandas foram quantificadas por análise densitométrica 

utilizando o software ImageJ e os resultados foram expressos em unidades arbitrárias. 

 

 

5.8. Expressão de proteínas carboniladas (derivatização pós-eletroforese) 

 

 

A determinação das proteínas carboniladas através do protocolo de derivatização pós-

eletroforese foi determinada por Conrad, e cols em 2000 (61). Seguido a dosagem da concen-

tração das proteínas totais 30 μg de proteínas das amostras da pele saudável misturada com a 

solução de blotting foram submetidas à eletroforese em gel de SDS-PAGE à 10%. Para identi-

ficação das proteínas pelo peso molecular (KDa) foi incluído o mesmo padrão de pesos mole-

culares de proteínas utilizados no immunoblotting anteriormente descrito. Em seguida as pro-
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teínas dos géis foram transferidas para membranas de PVDF. Após a transferência as proteí-

nas foram derivatizadas pelos seguintes passos: (a) imersão da membrana por 15 segundos em 

metanol seguido de secagem da membrana a temperatura ambiente; (b) equilíbrio da mem-

brana onde a membrana foi colocada numa solução de metanol + TBS por 5 minutos; (c) 

submissão da membrana a um banho de 5 minutos em HCL 2N; (d) derivatização propria-

mente dita onde a membrana foi incubada com a solução de dinitrodinifilihidrazina (DNPH) 

por 5 minutos  seguidas de 3 lavagens de 5 minutos com HCL 2N e de 5 lavagens de 5 minu-

tos com metanol PA. Após a derivatização, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desna-

tado em pó (Nestlé) dissolvido em T-PBS por 45 minutos. Em seguida foram imunomarcadas 

por 1 hora com o anticorpo de camundongo anti-DNP (Sigma-Aldrich/1:1000). As membra-

nas foram então lavadas e incubadas com com o anticorpo secundário Goat anti-Rabbit (con-

jugado com a enzima peroxidase de rábano (HRP)). Os anticorpos ligados a membrana foram 

detectados utilizando um kit comercial de quimioluminescência (Santa Cruz Biotechnology). 

Para a detecção de quimioluminescência foi utilizado o sistema de ChemiDoc TM XRS.  

 

 

 

5.9. Zimografia 

 

 

A atividade gelatinolíca da metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2) foi analisada por 

zimografia em cinco amostras da lesão por grupo, tal como descrito anteriormente (62). Os 

fragmentos descongelados da lesão foram colocados em 1 ml de tampão de lise (Tris-HCl a 

20 mM, pH 7,5, NaCl 138 mM, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA, 10 

mg/ml de leupeptina, e 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil), macerados e centrifugados a 

3.864 g durante 30 min a 4ºC. Os lisados foram recolhidos e armazenados a -80ºC. Vinte mi-

crogramas de proteína de cada lisado foram submetidos à eletroforese em géis de poliacrila-

mida (SDS-PAGE) à 8% contendo 1 mg/ml gelatina (Sigma-Aldrich). O lisado proveniente 

de placenta humana foi utilizado como controle positivo para a atividade gelatinolítica (63). 

Foram incluídos padrões de pesos moleculares de proteínas (Bio-Rad,Laboratories) para o 

cálculo do peso molecular. Após separação das proteínas, o gel foi lavado em 2,5% de Triton 

X-100 e incubado em tampão de desenvolvimento pH 8,4 (50 mM Tris-HCl, 5 mM de 

CaCl2.2H2O e 2 mM ZnCl2) durante 12 horas a 37°C sem agitação. O gel foi então corado 

com a solução de Azul Brilhante de Coomassie a 0,25% (Comassie Brilliant Blue R) durante 
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30 minutos e depois descorado (50% de metanol, 10% de ácido acético glacial e 40% de água 

destilada) para obter um contraste entre as bandas gelatinolíticas e o fundo do gel. As imagens 

foram capturadas e digitalizadas com o sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories) para 

posterior detecção e densitometria utilizando o software Adobe Photoshop versão 7.01 (Ado-

be Systems, San Jose, CA). Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias. 

 

 

5.10. Isolamento de RNA e PCR em tempo real (qPCR) 

 

 

Para extrair o RNA total, amostras de tecido foram maceradas em reagente Trizol® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) seguindo as instruções do fabricante. Após a síntese de cDNA 

utilizando o kit de alta capacidade de transcrição reversa de cDNA (Invitrogen), os níveis de 

RNAm foram determinados por reação em cadeia da polimerase quantitativa em 

StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA) usando Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condições de reação foram: 95°C 

durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos (desnaturação) e 60°C 

durante 1 minuto e o protocolo de fusão da curva começou imediatamente após amplificação. 

A 60S proteína ribossomal L10 (RFL-10) foi usada como controle endógeno. Os iniciadores 

(primers) utilizados foram: cadeia α1 das fibras de colágeno do tipo I (Col1a1), cadeia α1 das 

fibras de colagénio do tipo III (Col3a1), fator de necrose tumoral-α (Tnfa), fator de 

crescimento transformante-β1 (Tgfb1), fibrilina-1 (Fbn1) e elastina (Eln) e a proteína ribos-

sômica L10 60S (RPL10) (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Sequências dos iniciadores para os genes amplificados pelo qPCR. 

Gene alvo 

(Target Gene) 

Sequência do iniciador de sentido direto 

(Forward primer sequence) 

Sequência iniciadora reversa 

(Reverse primer sequence) 

Col1a1 F5'-GGC AAG CCT GGT GAA CA-3' R5'-CTT GGC ACC ATC GTT GC-3' 

Col3a1 F5'-ATT CTG CCA CCC CGA ACT CAA-3' R5'-GCT TAC GTG GGA CAG TCA TGG-3' 

Tnfa F5'-GCT CTT CTG TCT ACT GAA CTT CG-3' R5'-CCA TAG AAC TGA TGA GAG GGA-3' 

Tgfb1 F5'-CAA CAT GTG GAA CTC TAC CAG AA-3' R5'-CAC TCA GGC GTA TCA GTG G-3' 

Fbn1 F5'-TTC ATG ACC AAC GGA GCA GAT A-3' R5'-ACA GAT GCA GTG ATA GGA CCC-3' 

Eln F5'-GCA CAG GAG TCA AAG CCA A-3 R5'-GGT ATA ATT GGG CAG TCC GTA G-3' 

RPL-10 F5'-CTT TCA TAT CCG AGT GAG GCT-3' R5'-CCA ATG TGA ACC CTG GC-3' 

Fonte: O autor, 2016 

 

 

5.11. Análise estatística 

 

 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média (SEM). A normalidade de 

todos os dados foi testada por meio do teste de Kolmogorv-Smirnov. A análise dos dados foi 

realizada usando ANOVA de medidas repetidas (Geisser-Greenhouse), com pós-teste de 

Dunn para a contração da lesão e teste t não pareado ou teste de Mann Whitney para os outros 

parâmetros com valor de p<0,05 como nível de significância. O software GraphPad InStat foi 

usado para realizar a análise estatística (GraphPad InStat versão 6.00, GraphPad Software, 

San Diego, CA). 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1. Temperatura e espectrometria da câmara e temperatura superficial da pele dos ca-

mundongos expostos ao calor  

 

 

Durante o período de exposição, a temperatura e a umidade da câmara foram constan-

tes (Figura 5a). A luz visível e a radiação infravermelha utilizada para aquecer a câmara e 

expor os camundongos ao calor apresentou máximo de emissão espectral entre 614-628 e 

661-677 nm (Figura 5b). A temperatura média do corpo dos camundongos antes da exposição 

foi de 31,8 ± 0,31°C e durante a exposição a 43°C atingiu um máximo de 33,5 ± 0 19°C em 

trinta minutos. Cinco minutos após exposição aos 43°C durante 30 minutos, a temperatura 

corporal dos camundongos foi de 32,3 ± 0,09°C (Figura 5c). 
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Figura 5 - Temperatura e espectrometria da câmara e temperatura superficial da pele dos ca-

mundongos expostos ao calor  

 

 

Legenda: a) temperatura e umidade da câmara durante a exposição. b) Comprimento de onda do espectro de luz 

emitido pelas lâmpadas na câmara e c) Temperatura da pele dos camundongos durante a exposição ao 

calor. 

Fonte: O autor, 2016. 
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6.2. O calor induz alterações histológicas na pele dos camundongos 

 

 

Investigamos se o calor e a luz afeta a espessura epidérmica e dérmica e observamos 

que a pele dos camundongos do grupo 43°C aumentou a espessura da epiderme (p<0,001, 

Figuras 6a e 6b) e da derme (p<0,01, Figuras. 6c e 6d) no 13º dia após a primeira exposição. 

 

Figura 6 - Análise microscópica da pele de camundongos expostos ao calor.  

 

Legenda: (a) e (c) nas secções coradas com hematoxilina-eosina, a pele dos camundongos apresentam uma 

alteração na espessura epidérmica e dérmica aos 13 dias de exposição ao calor. A linha amarela em (a) 

mostra os limites da epiderme e na linha amarela em (b) mostra a espessura da derme. Barra - 50 μm 

(a) e 200 μm (c). (b) Espessuras da epiderme e (d) da derme em micrômetros (μm) 13 dias após o 

início da exposição ao calor. Coluna preenchida representa os dados do grupo 23°C e a coluna vazia o 

grupo 43°C. Os dados (n = 5) são expressos como a média ± SEM. **p<0,01 e ***p<0,001 vs. 23°C 

(teste t não pareado com nível de significância de p<0,05). 

Fonte: O autor, 2016. 

 

 

6.3. O calor aumenta a expressão de Arg1, VEGF e Tnf 

 

 

Os dois grupos experimentais apresentaram um número semelhante de macrófagos 

F4/80-positivos e neutrófilos MPO-positivos. No entanto, os camundongos do grupo 43°C 

tiveram a expressão proteica de NOS2 reduzida (p<0,05, Figura 7a) e elevação da expressão 

proteica da Arg1 (p<0,001, Figura 7b) e do VEGF (p<0,0001, Figura 7c). Entretanto, a 
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expressão gênica de Tnfα foi 4 vezes (QR = 5,54) maior no grupo de 43°C (p<0,01) que no 

grupo de 23°C 13 dias após o início da exposição ao calor (Figura 7d). 

 

 

Figura 7 - Efeito do calor na resposta inflamatória da pele de camundongos.  

 

Legenda: (a) Expressão proteica da enzima óxido nítrico sintase (NOS-2) (130 kDa) na pele são mais baixos no 

grupo de 43°C 13 dias após o início da exposição. (b) Expressão proteica de arginase-1 (Arg1) (35-38 

kDa) na pele são mais elevados no grupo de 43°C 13 dias após o início da exposição. (c) Os níveis de 

proteína do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (42 kDa) na pele são mais elevados no 

grupo de 43°C 13 dias após o início da exposição ao calor. (d) Expressão gênica do fator de necrose 

tumoral-α (Tnfa) na pele é maior no grupo de 43°C 13 dias após o início da exposição. A 

densitometria foi expressa como unidades arbitrárias (a.u.) para todos os immunoblottings. β-actina 

(21 kDa) foi utilizada como proteína constitutiva para normalização. As diferenças de RT-PCR foram 

normalizados para a proteína ribossômica L10 60S (Rpl10). Os dados (n=5 por grupo) foram expres-

sos como a média ± SEM. *p<0,05, **p<0,01 ,***p<0,001 e ****p<0,0001 comparação entre os gru-

pos 23°C vs 43°C (teste t não pareado ou teste de Mann Whitney com nível de significância de 

p<0,05). 
Fonte: O autor, 2016. 
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6.4. Efeito do calor sobre a deposição e degradação de fibras colágenas 

 

 

Investigamos o papel do calor e a luz na deposição e degradação do colágeno da pele 

de camundongos. A expressão gênica de Tgfb1 foi 21 vezes (QR = 22,6) maior no grupo de 

43°C (p<0,001) do que no grupo de 23°C 13 dias após o início da exposição ao calor (Figura 

8a). A expressão protéica de TGF-β1/2/3 latente (p<0,05) foi maior no grupo de 43°C quando 

comparado com o grupo de 23°C (Figura 8b). A expressão gênica da Col1a1 foi 14 vezes (QR 

= 15,6) menor no grupo de 43°C (p<0,001). Associado a isso, observamos que a expressão 

protéica do colágeno tipo I também reduziu (p<0,01). No entanto, o calor aumentou em 3 

vezes (QR = 4,06) a expressão gênica da Col3a1 (p<0,001) e a expressão proteica do 

colágeno tipo III (p<0,05) em comparação com o grupo de 23°C (Figuras 8c e 8d). Em 43°C, 

as fibras de colágeno de longa duração, espessas e dispostas em uma cesta estavam presentes. 

O grupo de 43°C também apresentou um aumento na área de fibras de colágeno quando 

comparado ao grupo de 23°C, mantendo a histoarquitetura da derme normal, 13 dias após o 

início da exposição ao calor (Figura 8e). Estes resultados corroboram com o aumento da 

expressão proteica da MMP-1 (p<0,05) e MMP-8 (p<0,001) observados no grupo de 43°C 

(Figuras 8f e 8g). Ao investigar o efeito do calor sobre a carbonilação de proteínas, 

observamos aumento no arrasto da expressão proteica de proteínas carboniladas no grupo 

43°C comparado com o grupo 23°C (Figura 8h). 
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Figura 8 - Efeitos de calor na deposição de fibras de colágeno na pele de camundongos. 

 

Legenda: (a) A expressão gênica do fator de crescimento transformante-β1 (Tgfb1) e (b) a expressão proteica 

de TGF-β 1/2/3 (47 kDa) na pele é mais elevada no grupo de 43°C, 13 dias após o início da exposi-

ção ao calor. (c) Expressão gênica da cadeia α1 do colágeno tipo I (Col1a1) e tipo III (Col3a1). (d) 

Expressão proteica do colágeno tipo III (138 kDa) e tipo I (140-210 kDa). (e) Seções coradas com 

vermelho Picro-Sirius, a pele de 23°C e 43°C camundongos apresentou fibras colágenas espessas 

avermelhadas dispostas em forma de cesto 13 dias após a primeira exposição ao calor. Quantificação 

da área das fibras colágenas. Barra - 50 μm. (f) Expressão proteica de metaloproteinases da matriz-1 

(MMP-1) (52 kDa), (g) -8 (MMP-8) (60 kDa) e (h) expressão de proteínas carboniladas na pele são 

maiores nos grupos de 43°C 13 dias após o início da exposição ao calor. A densitometria foi 

expressa como unidades arbitrárias (a.u.) para todos os immunoblottings. β-actina (42 kDa) foi utili-

zada como proteína constitutiva para normalização. As diferenças de RT-PCR foram normalizados 

para a proteína ribossômica L10 60S (Rpl10). Os dados (n=5 por grupo) foram expressos como a 

média ± SEM. *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001 e ****p<0,0001 comparação entre os grupos 23°C 

vs 43°C (teste t não pareado ou teste de Mann Whitney com nível de significância de p<0,05). 

Fonte: O autor, 2016. 
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6.5. Efeitos do calor na deposição de fibras do sistema elástico 

 

 

A expressão gênica de fibrilina-1 se apresentou 3 vezes maior (QR = 4,5) no grupo de 

43°C (p<0,001) comparado ao grupo de 23°C 13 dias após o início da exposição ao calor 

(Figura 9b). Enquanto a expressão gênica da elastina se mostrou 17 vezes (QR = 18,8) maior 

no grupo de 43°C (p<0,001) do que no grupo de 23°C (Figura 9a). Como mostrado na figura 

9c, a pele dos camundongos do grupo de 43°C apresentou fibras elásticas mais espessas e 

ocupando maior área (p<0,001) em comparação ao grupo de 23°C (Figura 9c), entretanto a 

arquitetura da pele normal foi mantida. 

 

Figura 9 - Efeitos de calor sobre a deposição de fibras elásticas da pele de camundongos  

 

Legenda: (a) A expressão gênica da elastina e (b) fibrilina-1 na pele são mais elevadas no grupo de 43°C, 13 dias 

após o início da exposição. (c) Secções coradas com Weigert da pele dos camundongos dos grupos 23 

°C e 43°C e quantificação da área das fibras do sistema elástico. Barra = 200 μm. A densitometria foi 

expressa como unidades arbitrárias (a.u.) As diferenças de RT-PCR foram normalizados para a proteí-

na ribossômica L10 60S (Rpl10). Os dados (n=5) foram expressos como a média ± SEM. ***p<0,001 

vs. grupo de 23 °C (teste de Mann Whitney com nível de significância de p<0,05). 

Fonte: O autor, 2016 
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6.6. Análise macroscópica e microscópica da cicatrização cutânea de camundongos ex-

postos ao calor 

 

 

Para investigar os efeitos do calor sobre a cicatrização das lesões cutâneas, analisamos 

a área da lesão e a porcentagem de reepitelização pela macroscopia, e o comprimento do gap 

epidérmico pela microscopia. Observamos que as lesões dos camundongos do grupo 43°C 

apresentaram áreas 42% e 29% maiores no 11° (p<0,01) e 14° (p<0,001) dias após a lesão, 

respectivamente, comparadas as áreas das lesões do grupo 23°C (Figura 10a e 10b).  

A percentagem de reepitelização da lesão foi menor no grupo de 43°C (Figura 10c). 

Ao medir a reepitelização, verificamos que a porcentagem de lesões reepitelizadas no grupo 

de 43°C foi 17% menor (p<0,001) em comparação com o grupo de 23°C, indicando incom-

pleta reepitelização 14 dias após a lesão (Figura 10d). Além disso, as lesões dos camundongos 

do grupo de 43°C apresentaram maior gap epidérmico em comparação com o grupo 23°C 

(p<0,01) 14 dias após a lesão (Figura 10e). 
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Figura 10 - Análise da cicatrização cutânea de camundongos expostos ao calor.  

 
Legenda: (a) As fotografias das lesões dos camundongos expostas a 23°C e 43°C  nos 3°, 7°, 11°, e 14° dias após 

a lesão. (b) Contração da lesão expressa em porcentagem de área original nos 3°, 7°, 11° e 14° dias 

após a lesão (representação gráfica). (c) Porcentagem de lesões reepitelizadas 14 dias após a lesão (re-

presentação gráfica). (d) Imagens representativas do gap epidermal nos grupos 23°C e 43°C 14 dias 

após a lesão. Esquerda, imagens macroscópicas; A linha amarela representa a área da região não ree-

pitelizada. Direita, imagens histológicas do gap epidermal. A área entre as linhas pretas representa o 

gap epidérmico. Hematoxilina-eosina, barra=500 μm. (e) Gap epidermal 14 dias após a lesão (repre-

sentação gráfica). Os dados (n=10 por grupo) foram expressos em média ± SEM. **p<0,01 e 

***p<0,001 comparação entre os grupos 23°C vs 43°C (ANOVA não-paramétrico de medidas repeti-

das com pós-teste de Dunn para a área da lesão, e teste t não pareado para porcentagem de reepiteliza-

ção e gap epidermal). 

Fonte: O autor, 2016. 
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6.7. Exposição ao calor retarda a formação do tecido de granulação  

 

 

A densidade de volume celular e o número de células foram avaliados 14 dias após a 

lesão para analisar o tecido de granulação. Os dois grupos apresentaram um número seme-

lhante de células na área do tecido de granulação (Figura 11a). O grupo 43ºC apresentou mai-

or densidade de volume de miofibroblastos (p<0,01) (Figura 11b), um número similar de cé-

lulas MPO-positivas (Figura 11c) e maior número de células F4/80-positivas (p<0,05) em 

comparação com o grupo 23ºC (Figura 11d). 
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Figura 11 - A análise microscópica da cicatrização da lesão cutânea de camundongos expostos 

ao calor. 

 

Legenda: (a) densidade de volume de células (VV %) na área da lesão 14 dias após a lesão. (b) Análise estereoló-

gica que mostra a densidade de volume de miofibroblastos [Vv (miofibroblastos)%] pelas células αSMA-positivas na 

área da lesão14 dias após a lesão. (c) Neutrófilos identificados por células MPO-positivas e (d) macrófagos por 

células F4/80-positivas na área da lesão 14 dias após a lesão. Os dados (n=5 por grupo) foram expressos como a 

média ± SEM. *p<0,05, **p<0,01 comparação entre os grupos 23°C vs 43°C (teste t não pareado). Barra = 50 

μm. 

Fonte: O autor, 2016. 
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6.8. Efeito da exposição ao calor sobre os componentes da matriz extracelular na área de 

cicatrização da lesão 

 

 

Para investigar o efeito do calor sobre a expressão de proteínas da matriz extracelular 

durante a cicatrização de lesão, a expressão proteica de TGF-β1/2/3, colágeno tipo I e III, 

MMP-1, MMP-12, fibrilina-1 e a atividade gelatinolítica da MMP-2 foram avaliadas no 14° 

dia após a lesão. A expressão da proteína de TGF-β1/2/3 foi maior no grupo de 43°C (p<0,01) 

comparado com o grupo 23°C (Figura 12a). As lesões dos camundongos do grupo 43°C apre-

sentavam aumento da expressão proteica do colágeno tipo III (p<0,001) e a diminuição da 

expressão proteica do colágeno tipo I (p<0,05) em comparação com as do grupo 23°C (Figura 

12b). Este resultado corresponde com o aumento da expressão proteica da MMP-1 expressão 

(p<0,05) e a com a redução de atividade gelatinolítica da MMP-2 (p<0,001) observada no 

grupo de 43°C (Figura 12c e 12d), indicando um desequilíbrio entre a degradação e a deposi-

ção de colágeno.  

Para investigar o efeito de exposição ao calor sobre os componentes elásticos da ma-

triz extracelular, nós analisamos a expressão proteica da fibrilina-1, um componente de fibras 

elásticas, e da MMP-12, uma elastase. A expressão de fibrilina-1 (p<0,001) e MMP-12 

(p<0,05) aumentaram na lesão dos camundongos do grupo 43°C comparado com o grupo 

23°C (Figura 12e e 12f). Os nossos resultados sugerem que o aumento da expressão de fibrili-

na-1 induzida pelo calor pode ter contribuído para o acúmulo de material elástico na matriz 

extracelular da área da lesão, mesmo com elevada expressão de MMP-12. 
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Figura 12 - Expressão de proteínas da matriz extracelular durante a cicatrização de lesões cu-

tâneas de camundongos expostos ao calor. 

 

Legenda: (a) Expressão proteica de TGF-β1/2/3. (b) Expressão proteica do colágeno tipo III e do colágeno tipo I. 

(d) Expressão proteica da metaloproteinase da matriz (MMP-1) pelo ensaio de imunoblotting. (d) Ati-

vidade gelatinolítica da MMP-2 pelo ensaio de zimografia. (e) Expressão proteica de fibrilina-1  (f) da 

MMP-12. A densitometria das bandas foram expressas como unidades arbitrárias (u.a.) no imunoblot-

ting para expressão proteica do TGF-β1/2/3 (47 kDa), colágeno tipo I (70-90 kDa), colágeno tipo III 

(138 kDa), MMP-1 (52 kDa), fibrilina-1 (330-350 kDa) e MMP-12 (59 kDa) e na zimografia para 

MMP-2. A densitometria foi expressa como unidades arbitrárias (a.u.) para todos os immunoblottings. 

β-actina (42 kDa) foi utilizada como proteína constitutiva para normalização. Os dados (n=5 por gru-

po) foram expressos como a média ± SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparação entre os 

grupos 23°C vs 43°C (teste t não pareado). 

Fonte: O autor, 2016. 
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6.9. O calor induz a ativação de ERK  

 

 

A expressão de MMP está associada com a ativação coordenada de MAPKs (MAP 

Quinases) - Proteíno-quinases ativadas por mitógenos. Assim, investigamos a ativação da 

quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) pela exposição ao calor. Catorze dias após a 

lesão, as lesões dos camundongos do grupo 43°C apresentaram aumento da expressão protei-

ca da pERK (p<0,05) em comparação com o grupo 23°C (Figura 13). 

 

Figura 13 - Ativação de ERK durante a cicatrização de lesões em camundongos expostos ao 

calor. 

 

Legenda. Expressão proteica de pERK (42-44 kDa). A densitometria foi expressa como unidades arbitrárias 

(a.u.) para todos os immunoblottings. β-actina (42 kDa) foi utilizada como proteína constitutiva para 

normalização. Os dados (n=5 por grupo) foram expressos como a média ± SEM. *p<0,05 comparação 

entre os grupos 23°C vs 43°C (teste t não pareado). 

Fonte: O autor, 2016. 
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DISCUSSÃO 

 

 

Estudo 1 – Efeito do calor sobre a pele de camundongos 

Os efeitos do estresse térmico têm sido estudado em célula ex vivo  (64), no entanto 

pouco se sabe sobre a exposição ao calor na pele in vivo. Recentemente, foi sugerido que o 

calor induzido pela radiação IV pode estar envolvido no processo de fotoenvelhecimento (9). 

No entanto, os resultados do presente estudo sugerem que o curto período de exposição ao 

calor pode proporcionar algum efeito anti-envelhecimento na pele de camundongos. 

No envelhecimento cutâneo induzido pelo estresse, a espessura da derme reduziu e a 

quantidade de colágeno do tipo I e III reduziu (65). No presente estudo a espessura da derme 

foi aumentada e, embora a síntese de colágeno tipo I tenha reduzido, a síntese de colágeno 

tipo III aumentou. O aumento na síntese e deposição de colágeno tipo III mostra que o calor 

induziu um remodelamento positivo na derme com a síntese de um novo colágeno típico de 

tecido novo, como o tecido embriológico e de granulação. Além do aumento da deposição no 

colágeno tipo III, a área ocupada pelo colágeno também aumentou e a arquitetura foi 

preservada, mostrando que o tecido recém-depositado estava perfeitamente integrado à matriz 

extracelular dérmica. 

Com o envelhecimento, a renovação das células epidérmicas é mais lenta (66, 67), mas 

a epiderme espessa observada mostrou que não havia comprometimento no compartimento 

epidérmico devido à exposição ao calor, pelo contrário, podemos sugerir uma estimulação 

para proliferação/diferenciação epidérmica (bioestimulação tipicamnete produzida pela luz). 

O espessamento da epiderme já foi relatado em um estudo que investigou os efeitos do 

tratamento repetitivo com o calor sobre a formação de rugas, a pele do dorso de camundongos 

sem pêlos foi exposto ao calor (43°C, 15 min ou 30 min) por um período de 6 semanas (53). 

Na pele humana, a exposição aguda ao calor estimula a formação de novos vasos, 

recruta células inflamatórias e causa dano oxidativo ao DNA (6). Os neutrófilos podem ser 

recrutados para a pele (68) quando ela é exposta a luz solar natural, os macrófagos por 

exposição a radiação UV e ao calor induzido tanto pela radiação IV quanto pela luz visível 

(69). O influxo de neutrófilos para a pele exposta à luz solar contribui para a destruição da 

MEC, uma vez que estas células são a principal fonte de MMP-1, MMP-8 e MMP-9 (3). 

Neste estudo, não houve diferença no número de neutrófilos e macrófagos na pele de 

camundongos expostos ao calor, mas a expressão gênica do fator de necrose tumoral alfa e a 

expressão protéica de MMP-8 aumentaram, sugerindo que os neutrófilos foram ativados. O 
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calor não afetou o número de macrófagos na pele, mas induziu uma redução na expressão 

protéica da óxido nítrico sintase induzível (NOS2) e aumento da expressão da arginase 

(Arg1). Os macrófagos M1, expressam principalmente NOS2, e estão relacionados com a 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Já os macrófagos M2, expressam principalmente 

Arg1, para funções antinflamatórias e de reparo (21, 70). Assim, pode-se especular que, 

embora não haja diferença no número de macrófagos, uma mudança no perfil de direção ao 

perfil M2 pode estar presente. O que pode contribuir para o processo de reparação da pele de 

camundongos expostos ao calor.  

Já foi sugerido que a luz visível age degradando o colágeno antigo para permitir a 

deposição de novas moléculas, em um processo semelhante à cicatrização  (47). Os estímulos 

para a degradação do colágeno antigo e, provavelmente, de outros componentes da MEC, 

podem estar associados a oxidação induzida por ERO (47). Lubart e cols mostraram que a luz 

visível pode produzir ERO que são capazes de destruir as fibras de colágeno (47). Mostramos 

uma maior quantidade de proteínas carboniladas no grupo exposto ao calor. A degradação da 

MEC antiga para permitir a renovação também necessita da ação de MMPs, e no grupo 

exposto ao calor aumentaram tanto os níveis de MMP-1 como de MMP-8. 

Em contraste com a atrofia extracelular generalizada que é evidente na pele 

intrinsecamente envelhecida, a pele fotoenvelhecida é caracterizada por eventos de 

remodelação catabólicos e anabólicos bem localizados e dependente da quantidade de 

componentes específicos da MEC (71) . Foi relatado que o estímulo por exposição ao calor 

pulsado a 45°C ou 60°C causou uma regulação positiva do procolágeno do tipo I e III em 

fibroblastos dérmicos humanos (72) e uma exposição repetida de calor moderado a 41°C 

durante 1 hora duas vezes por semana ao longo da vida replicativa dos fibroblastos humanos 

demonstrou proporcionar benefícios anti-envelhecimento tais como aumento da produção de 

colágeno  (73). No presente estudo observou-se que o calor aumentou a área das fibras 

colágenas, aumentou a expressão gênica e protéica do colágeno tipo III e diminuiu a 

expressão gênica e protéica do colágeno tipo I. Esses achados sugerem que o calor causou 

degradação, resíntese e deposição de fibras colágenas alongadas, espessas e em formato de 

cesto, semelhante à histoarquitetura de pele jovem. 

O TGF-β é a principal citocina pró-fibrótica, que regula positivamente a produção de 

procolágeno do tipo I e tipo III  (74). Uma única irradiação com radiação IV na pele humana 

aumenta a expressão do procolágeno tipo I, enquanto irradiações múltiplas reduzem a 

expressão do procolágeno tipo I (4). In vitro, o tratamento de fibroblastos com calor durante 

30 min a 43°C aumenta a expressão de TGF-β1(4) . No presente estudo, a expressão gênica e 
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proteica de TGF-β aumentou na pele dos camundongos expostos a 43°C. Novamente, 

podemos sugerir que os macrófagos foram ativados, pois os macrófagos são as principais 

células responsáveis pela liberação de TGF-β (5). 

No fotoenvelhecimento da pele induzido pela radiação UV, a destruição das fibras 

elásticas leva à redução da espessura dérmica e alterações na junção dermo-epidérmica, 

resultando na formação de rugas  (75). Estes resultados podem estar diretamente associados 

ao aumento dos níveis proteicos da MMP-8 e da elastase neutrofílica, uma vez que o aumento 

destas proteases na pele exposta à radiação UV provoca um acúmulo de material elastótico e a 

fragmentação das fibras colágenas (3).  Demonstrou-se que a exposição crônica ao calor é um 

importante estímulo físico para o desenvolvimento  de rugas na pele (53).  O calor da luz solar 

modula a síntese de tropoelastina, elastina e fibrilina-1, resultando no desenvolvimento de 

elastose solar. Na pele jovem, o sistema de fibras elásticas adota uma arquitetura altamente 

ordenada característica, na qual as microfibrilas ricas em fibrilina orientadas 

perpendicularmente (fibras oxitalânicas) na junção dermo-epidérmica se fundem com fibras 

elásticas de grande diâmetro na derme reticular, que são compostas principalmente de elastina 

(76). Num sistema in vivo, foi demonstrado que a indução da expressão de fibrilina-1 ocorre 

antes da expressão do colágeno, tornando assim este componente de fibra elástica um 

biomarcador útil de reparação da pele  (77). No presente estudo, observou-se um aumento da 

área das fibras elásticas no grupo de 43°C em comparação com o grupo de 23°C, com 

arquitetura preservada. Observamos também um aumento da expressão gênica de elastina e 

fibrilina-1, indicando que o calor pode ter estimulado a elastogênese. 

O calor aumenta a angiogênese na pele humana in vivo, induz a expressão do VEGF e 

diminuia expressão dos fatores anti-angiogênicos na epiderme e na derme  (4). No presente 

estudo, a exposição ao calor também aumentou os níveis de VEGF na pele, indicando que a 

pele exposta ao calor pode ser beneficiada pelo aumento da oferta de sangue que é visto na 

pele jovem. 

 

 

Estudo 2 – Efeito do calor sobre o reparo tecidual cutâneo de camundongos 

O papel do calor produzido pelo espectro de luz visível durante a cicatrização das le-

sões cutâneas não está bem esclarecido. Em 2003, um estudo demonstrou que ratos atrasaram 

o fechamento da lesão quando foram expostos a 27°C comparados aos ratos expostos a 27°C 

com adição da radiação IV (49). A pele humana quando exposta à luz visível produz ERO, 
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citocinas pró-inflamatórias e MMP-1 (28). Nosso estudo mostrou que camundongos expostos 

à 43°C atrasaram o fechamento das lesões no 11° e no 14° dias após a lesão.  

É possível que o calor influencie diretamente na fase inflamatória do reparo tecidual 

cutâneo. Após lesão da pele, os neutrófilos são atraídos para o local da lesão, seguido pelos 

macrófagos (78). Os neutrófilos são mais ativos nas fases iniciais de inflamação, e na ausên-

cia de infecção, a infiltração de neutrófilos cessa dentro de poucos dias (19). Um estudo de-

monstrou que o número de neutrófilos no tecido de granulação foi semelhante nos ratos ex-

postos a 27°C e os ratos expostos a 27°C associado com a radiação IV (49). Em nosso estudo 

observou-se um número semelhante de neutrófilos (células MPO-positivas), independente-

mente da temperatura, indicando que o calor não influencia no número de neutrófilos durante 

a cicatrização de lesões cutâneas. 

Além disso, durante a fase inflamatória, macrófagos liberam TGF-β que atraem fi-

broblastos para a área da lesão, iniciando a formação de tecido de granulação, desempenhando 

assim um papel essencial na transição entre a inflamação e a fibroplasia (24) acelerando a 

cicatrização de lesões (79). No entanto, a permanência de macrófagos em fases posteriores do 

reparo tecidual indica atraso na cicatrização. No nosso estudo, observou-se um aumento no 

número de macrófagos (células F4/80-positivas) e na expressão proteica de TGF-β 1/2/3 no 

grupo 43°C, em comparação com o grupo de 23°C no 14° dia após a lesão. 

A fase proliferativa é caracterizada pela migração de fibroblastos para o local da lesão, 

para sintetizar e depositar colágeno com o objetivo de formar um tecido de granulação ou 

tecido de cicatriz (23, 26). Toyokawa e cols., mostraram um aumento na infiltração de fi-

broblastos em ratos expostos à radiação IV associada com a exposição de 27°C até o 7° dia 

após a lesão (49). O TGF-β também importante durante o reparo tecidual cutâne, pois estimu-

la a diferenciação dos fibroblastos em miofibroblastos. Um estudo onde a pele das nádegas foi 

exposta por 90 minutos à 43°C um aumento na expressão proteica de TGF-β1 e TGF-β2 24 

horas após a exposição (4).  

Durante a fase de remodelamento, a síntese da MEC é reduzida, e a maioria das célu-

las endoteliais, macrófagos e miofibroblastos entram em apoptose para reduzir a celularidade 

do tecido de granulação (5, 26). No presente estudo, 14 dias após a lesão, o grupo 43ºC mos-

trou maior densidade de volume de miofibroblastos e de macrófagos. Possivelmente estes 

macrófagos ainda estavam participando da inflamação e estimulando a diferenciação miofi-

broblástica proporcionando uma característica típica de um processo de cicatrização de lesão 

atrasado. 
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Ainda na fase de remodelamento, o colágeno tipo III, um componente importante do 

tecido de granulação, é gradualmente substituído por colágeno tipo I, a principal proteína da 

derme (23). A exposição da pele saudável a temperatura de 41°C durante 1 hora, duas vezes 

por semana aumenta a produção de colágeno (73), enquanto que a exposição pulsátil de 45°C 

e 60°C regulam a síntese, deposição e degradação de tipo pró-colágeno tipo I e tipo III em 

fibroblastos dérmicos humanos (80). Este processo regulatório é dependente das MMPs secre-

tadas pelos macrófagos, células endoteliais e fibroblastos, cuja atividade é controlada por 

TIMPs (5, 20). O reparo tecidual normal requer um equilíbrio entre a atividade de MMPs e 

TIMPs (19). O nosso estudo mostrou que 14 dias após a lesão, a exposição a 43°C aumentou 

a expressão de colágeno do tipo III e diminuiu a expressão de colágeno do tipo I.  

Não há consenso sobre se é o efeito luminoso da radiação IV ou o calor gerado por ela 

é a responsável por induzir a ativação das MMPs. Shin e cols., demonstraram que ratos sem 

pêlos saudáveis expostos a 43°C durante 15 ou 30 minutos, por 6 semanas apresentaram au-

mento da expressão de MMP-13, mas não alteraram a expressão de MMP-2 e MMP-9 (53). 

Nosso estudo demonstrou que o calor aumentou a expressão proteica de MMP-1 e reduziu a 

atividade gelatinolítica da MMP-2. Estes achados sugerem que o calor ativou a MMP-1, cau-

sando a degradação do colágeno tipo I. e os produtos da degradação do colágeno tipo I não 

foram devidamente consumidos pela atividade gelatinolíca da MMP-2, sendo então acumula-

do na matriz extracelular da área da lesão dificultado seu fechamento.  

A elastina contribui para a elasticidade da pele, reaparece no final da fase de remode-

lamento. No entanto, o tecido cicatricial não têm as mesmas propriedades elásticas como o 

tecido saudável (5, 26). Em 2005, Chen e cols, demonstraram que o calor da luz solar modula 

a síntese de tropoelastina, elastina, e fibrilina-1, resultando no desenvolvimento de elastose 

solar. Eles observaram que a expressão gênica da fibrilina-1 diminui com a exposição ao agu-

da e aumenta com a exposição crônica ao calor em cultura de fibroblastos da pele humana. A 

fibrilina-1 aumenta a expressão na derme da pele envelhecida. Observaram ainda neste estudo 

que o calor induz aumento da expressão genica fibrilina-1 na epiderme, enquanto reduz a sua 

expressão na derme, o que leva a um conjunto de fibras elásticas anormais (8). No nosso estu-

do foi observado um aumento da expressão da proteína de fibrilina-1 e MMP-12 nos camun-

dongos expostos ao calor 14° dia após a lesão.  

Estudos anteriores demonstraram a relação entre a expressão de MMP-1 e a ativação 

de proteino-quinases ativadas por mitógenos (MAPKs). Park e cols., observaram que o calor 

aumenta a expressão gênica e proteica de MMP-1 e MMP-3, mas não de MMP-2, por ativa-

ção da via das quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) através de um mecanismo au-
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tócrino dependente de IL-6 (9). Em nosso estudo observou-se que os camundongos expostos 

ao calor aumentaram a expressão proteica da ERK fosforilada 14 dias após a lesão. 

 

CONCLUSÃO 

 

 

Em conclusão, nossos resultados indicam que a exposição ao calor atua sobre a pele de 

camundongos. Ao agir sobre a pele sã promoveu efeitos compatíveis com os desejáveis para 

terapias anti-envelhecimento. Entretanto, ao agir sobre lesões cutâneas retardou a cicatrização. 
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ANEXO A – Certificado de aprovação pela Comissão de Ética para Cuidado e Uso de Ani-

mais Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG-

UERJ) 
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ANEXO B – Carta de submissão do artigo intitulado “Heat induced by visible light promotes 

anti-aging effects in mice skin” a revista Mechanism of Ageing and Development. 
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Esta tese contou com o suporte do projeto “Ensino integrado: assistência, docência e inovação 

em medicina laboratorial e saúde” do Edital Pró-Ensino em Saúde (024/2010) da CAPES, na 

forma de bolsa para o doutorando Marco Aurélio dos Santos Silva. 

Esta linha de pesquisa no Ensino em Saúde visa permitir a integração maior entre a 

pós-graduação e o ensino em seus diversos níveis. Na Pós-graduação em Biologia Experimen-

tal alunos de mestrado e doutorado e recém doutores tem atuado em sinergia para produção de 

material didático, revisão e validação de metodologias de ensino, avaliação de aprendizado e 

de melhoria de desempenho no ambiente de ensino através de preceptoria, ensino a distância, 

teleconferências, telessaúde, chats e fóruns de discussão e de consulta ao especialista.  

No ensino tradicional de Histologia a parte prática é realizada em microscópios de luz, 

entretanto esta metodologia oferece algumas desvantagens como, por exemplo, a necessidade 

de uma grande quantidade de lâminas iguais para atender a todos os alunos e os altos custos 

de manutenção dos microscópios e das coleções de lâminas. O objetivo do estudo no qual o 

autor desta tese participou foi comparar a microscopia tradicional com a microscopia digital, e 

utilizando a plataforma Moodle em um Ambiente Virtual de Aprendizagem criar uma nova 

forma de avaliação. Acreditamos que implementação da microscopia digital além de reduzir 

os custos de manutenção vai permitir o acesso dos alunos a um número maior de imagens e 

com maior qualidade. 

Os resultados desta parte do projeto são apresentados no artigo submetido. 
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ANEXO C – Carta de submissão do artigo intitulado “Digital microscopy implementation in 

histology course and comparison with conventional microscopy” à revista Life Science Edu-

cation. 
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