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RESUMO

SANTOS-SILVA, Marco Aurélio. Efeitos do calor induzido por luz visivel sobre a pele e o
reparo tecidual cutaneo de camundongos. 2016. 75 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana
e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara 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 cicatrizacdo cutanea.
Camundongos machos foram submetidos a uma leséo excisional cutanea, divididos em dois
grupos (n=10/grupo) e expostos a 23°C ou 43°C numa camara térmica por 30 minutos,
durante 13 dias. No 14° dia ap6s a lesdo, os animais foram eutanasiados, as lesbes e as
amostras de pele normal foram coletadas e processadas para analises. Na pele, o calor
aumentou a espessura da epiderme, da derme, a expressao génica e proteica do TGF-p.
Aumentou a area de fibras de colageno, diminuiu a expressdo génica da Collal e a expressao
proteica do colageno tipo I. Aumentou a expressdo de proteinas carboniladas, expressao
génica da Col3al e proteica do colageno tipo Ill. Aumentou a area das fibras elasticas, a
expressao génica da fibrilina-1 e da elastina. Na lesdo cutdnea aumentou a &rea da lesdo no
11° e 14° dias apds a lesdo e diminuiu a percentagem de lesdes reepitelizadas no 14° dia apos
a lesdo. Aumentou o comprimento gap epidérmico, a densidade de volume de miofibroblastos
e 0 numero de macrofagos. Aumentou a expressao proteica do colageno tipo Ill e MMP-1,
diminuiu a do colagenio tipo | e a atividade de MMP-2, aumentou a expressdo proteica da
fibrilina-1, MMP-12, TGFp-1/2/3 e da ERK. Conclui-se que o calor pode apresentar efeitos
anti-envelhecimento para a pele, entretanto, atrasa a cicatrizacdo de lesdes cutaneas 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 Alcantara 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-p. It increased the
area of collagen fibers, decreased the gene expression of Collal and the protein expression of
type | collagen. Increased protein carbonylation, gene expression of Col3al and protein of
collagen type Ill. 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 Il collagen and
MMP-1, decreased collagen type | and MMP-2 activity, increased the protein expression of
fibrillin-1, MMP-12, TGFB-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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INTRODUCAO

A pele funciona como barreira protetora cuja perda da integridade, como resultado de
uma leséo, pode levar a grave incapacidade ou até mesmo a morte (1). O envelhecimento da
pele é um processo biolégico complexo influenciado pela combinacdo de fatores intrinsecos
(passagem do tempo, genética, metabolismo celular e hormonal) e extrinsecos (exposi¢do a
luz solar, poluicdo, fumaca de cigarro, produtos quimicos, toxinas, estressores psicoldgicos)
(2, 3). Enquanto a pele envelhecida € lisa, seca, palida e com rugas finas, a pele fotoenvelhe-
cida, torna-se espessa com rugas profundas e hiperpigmentada. Ja a pele lesionada deve ser
reparada imediatamente através do processo de reparo tecidual (1) que consiste em trés fases
distintas que se sobrepdem: inflamacao, proliferacdo e remodelamento (5). A idade, a fumaca
de cigarro e o estresse psicologico representam alguns fatores que aceleram o envelhecimento
da pele e, a0 mesmo tempo atrasam o reparo tecidual.

A exposicdo a radiacao 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 radiacéo ultra-violeta
(UV) sobre a pele (5). Os 93% da radiagéo solar restante compreendem a radiagdo infraver-
melha (1V) e a luz visivel (VIS) que diferentemente da radiacdo UV sdo capazes de gerar ca-
lor. Por exemplo, a pele é exposta a uma dose de 75 J/cm#hora de radiacdo infra-vermelha
(IV) no verdo em Munique, Alemanha (6).

A radiacdo infravermelha A (IVA) penetra no tecido subcutaneo sem elevar a tempe-
ratura da pele. Entretanto as radia¢des infravermelhas B e C (IVB e IVC) sdo 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 a radiacdo IV apresenta aumento da atividade de metaloproteinases da matriz (MMPS) co-
mo a MMP-1, diminui o pro-colageno tipo I, aumenta a neoangiogénese, o infiltrado inflama-
torio e o dano oxidativo no DNA da célula (6, 7). O calor aumenta a expressdo de MMP-1,
MMP-3, MMP-12 e modula a sintese de elastina e fibrilina na pele humana in vivo (8, 9).
Além destes resultados do calor induzido pela radiacdo 1V sobre a pele saudavel, um estudo
comparou o efeito do calor com e sem radiacdo I\VVA sobre a cicatrizacdo de lesOes cutaneas
de ratos mostrou que o calor isolado atrasou o fechamento de feridas da pele (4). Entretanto,
ndo esta esclarecido se a pele saudavel ou a lesdo responderam aos efeitos do espectro de ra-

diacédo ou propriamente dito ao calor. E, principalmente, pouco se sabe dos efeitos bioldgicos
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da luz visivel sobre a pele. Vandersee e cols mostraram que a luz visivel (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 saudavel e a

cicatrizacdo de lesdes cutaneas excisionais em camundongos.
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1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, representando cerca de 15% do peso total do
corpo de um adulto. Apresenta multiplas fungdes, dentre as quais destaca-se a de prote¢éo
fisica, quimica, biolégica do meio interno, além de prevencdo contra perda de agua, atrito e
termorregulacdo (11, 12). Ainda assim, geralmente esta importancia da pele é subestimada e
até negligencia tanto na sadde quanto nas doencas. Entretanto, com o aumento da expectativa
de vida, o cuidado adequado da pele aparece como uma prioridade dermatoldgica (13).

A pele é composta pela epiderme e derme (14), e a espessura dessas camadas varia
consideravelmente, dependendo da topografia anatdbmica do corpo. A palpebra, por exemplo,
tem a camada epidérmica mais fina, medindo menos de 0,1 mm, enquanto que as palmas das
maos e as plantas dos pés tém 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 € um sistema integrado de tecido conjuntivo que acomoda 0s vasos, anexos
derivados da epiderme, fibroblastos, macr6fagos e mastocitos. Outras células sanguineas,
incluindo linfdcitos, células plasmaticas e outros leucdcitos, entram na derme em resposta a
varios estimulos (11, 12). A derme compreende a maior parte da pele fornecendo sua
flexibilidade, elastidade e resisténcia a tracdo. Ela protege o corpo de lesbes mecanicas,
auxilia na regulacdo térmica e contém receptores de estimulos sensoriais. A derme interage
com a epiderme na manutencdo das propriedades de ambos os tecidos. As duas regides
colaboram para o desenvolvimento na morfogénese e interagem durante o reparo e
remodelagdo da pele (11, 12). Os componentes da MEC da derme, incluindo fibras colagenas
e do sistema elastico variam de forma e profundidade dependendo também da regido 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, mecénicos e socioeconémicos (16). Com o
envelhecimento, a fragilidade da pele aumenta, os efeitos esteticamente indesejaveis, como
rugas e pigmentacao irregular aparecem, o risco de lesdes aumenta, a capacidade da pele
cicatrizar diminui, a probabilidade de doencas cutaneas associadas a lesdo aumenta (17). O
gue gera duas frentes distintas de estudos onde alguns pesquisadores preocupados com o

envelhecimento da pele buscam compreendé-lo para aplicar estratégias antienvelhecimento,
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enquando outros pesquisadores estudam os fatores que prejudicam a cicatrizacdo para
prevencéo e tratamento de lesdes cutaneas.

O envelhecimento da pele é um processo biologico influenciado pela combinacao de
fatores intrinsecos (passagem do tempo, genética, metabolismo celular, hormonal e processos
metabdlicos) e fatores extrinsecos (exposicéo a luz solar, ultravioleta e exposicéo a radiacdo
infravermelha, poluicdo, fumaca de cigarro, produtos quimicos, toxinas, estressores
psicolégicos) (2, 3). Entretanto, dependendo da dose e do tempo de exposicédo da pele a estes
fatores extrinsecos, como por exemplo, ao calor e a luz solar, podem contribuir para a ho-
meostase da pele.

Por outro lado quando h& perda da integridade da pele, ela deve ser imediatamente
reparada através do processo de reparo tecidual (1). Esse processo consiste em trés fases dis-
tintas que se sobrepdem: inflamacao, proliferacdo e remodelamento (Figura 1), que levam a
pelo menos a reconstrucdo parcial do tecido lesado e ao restabelecimento da barreira funcio-
nal da pele (5). Contudo, a exposicdo da pele a fatores extrinsecos pode prolongar estas fases

proporcionando atraso da cicatrizacdo das lesoes.
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2 REPARO TECIDUAL CUTANEO

A fase representa o inicio do reparo tecidual e a restauracdo da sua funcao de barreira.
A resposta inflamatoria pode ser subdividida em resposta celular e vascular. No inicio do pro-
cesso inflamatorio, ocorre vasodilatagdo local, com extravasamento de sangue e liquido para o
espaco extravascular. Em seguida ocorre a hemostasia com formacéo de coagulo de fibrina e
coagulacao (18). O coagulo serve como protecdo do tecido lesionado (1). As funcgdes das pla-
quetas na hemostasia sdo de aderir, agregar e liberar mediadores que facilitam a coagulacdo
(18). Este coagulo de fibrina serve um arcabouco provisério para a migracdo celular de neu-
trofilos, mondcitos, fibroblastos, entre outras células, até a area da lesdo (19).

O influxo de leucdcitos para area da lesdo caracteriza a resposta celular e este influxo
ocorre em resposta a diversos sinais quimiotaticos e fatores de crescimento liberados pela
degranulacdo das plaquetas (5). Alguns minutos apds o trauma, os neutréfilos sdo recrutados
para o local da lesdo (1), onde desempenham um papel bactericida fagocitando as bacteérias, e
degradam os componentes da MEC danificados. Essas células sdo as mais atuantes nos esta-
gios iniciais da inflamacéo (18). A menos que a lesdo esteja infectada, o infiltrado de neutrofi-
los desaparece apds poucos dias; o prolongamento da presenca de neutrofilos no local da le-
séo pode estar relacionado com o atraso do reparo tecidual (1, 18).

Mondcitos sdo atraidos ao local da lesdo e se transformam em macréfagos ativados
(20). Os macrofagos desempenham um papel crucial nos eventos tardios do reparo tecidual
(5). Estas células removem os debris teciduais, destroem os neutréfilos remanescentes e libe-
ram os fatores de crescimento transformante-beta (TGF-B) e de crescimento vascular endote-
lial (VEGF) que estimulam migracéo e proliferagdo celular, angiogénese e producdo da MEC
(18). O aumento da expressdo de enzimas intracelulares nos macréfagos influencia na sua
polaridade e funcéo. Macrofagos classicamente ativados (M1) apresentam aumento da expres-
sdo da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e desempenham funcgbes pro-
inflamatdrias, enquanto macréfagos alternativamente ativados (M2) expressam a arginase-1
(Argl) e desempenham funces anti-inflamatorias e de reparo tecidual (21, 22). Como 0s ma-
crofagos sintetizam e liberam fatores de crescimento no local da lesdo, como o TGF-B e
VEGF (18), s@o considerados células atuantes na resolucdo da inflamacdo, desempenhando
um papel importante na transicdo entre a fase inflamatdria e a proliferativa (18, 20). A dimi-
nuicdo do nimero de macrdfagos durante a fase inflamatdria pode atrasar o reparo de lesdes

).
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A fase proliferativa € caracterizada pela proliferacdo celular e migragdo de diferentes
tipos celulares (5). Nesta fase ocorre a formacdo do tecido de granulacdo e eventos como a
reepitelizacdo, angiogénese, deposicdo de MEC e diferenciacdo miofibroblastica (19, 23).

A reepitelizacdo é o processo de restauracdo da epiderme que se inicia algumas horas
apos a lesdo (20). Geralmente envolve a migragdo de queratinécitos, a proliferacdo de quera-
tindcitos formando a lingua migratoria, a diferenciacdo de novo epitélio em epiderme estrati-
ficada e a restauracdo da membrana basal que conecta e epiderme com a derme subjacente
(18). A migracdo dos queratindcitos ocorre a partir das bordas da lesdo (18). Células tronco
epidérmicas dos anexos da pele, tais como foliculos pilosos da pele adjacente, servem de re-
servatdrio de queratindcitos para a cicatrizacao (18). Queratindcitos alteram seu fenétipo, des-
fazendo a maioria de seus desmossomos, ficando alongados e desenvolvendo filamentos de
actina citoplasmaticos, que permitem sua movimentacao (1, 18, 20). A reepitelizacdo também
envolve o aumento da proliferagdo de queratindcitos localizados perto da lingua migratoria,
assegurando um fornecimento adequado de células para migrar e cobrir a lesdo. Quando a
migracao cessa, ha a ligacdo ao substrato subjacente, reconstituindo a membrana basal, reto-
mando o processo de estratificacdo do epitélio, restaurando a funcéo de barreira (18). A reepi-
telizacdo é induzida por liberagdo local de fatores de crescimento como o fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator de crescimento transformante-alfa (TGF-a) produzido pelas plaque-
tas e macréfagos; e o fator de crescimento de queratindcitos (KGF), sintetizado pelos fi-
broblastos (19). Os macréfagos estimulados pelo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e pelo TGF-B, secretam EGF juntamente com as plaquetas, induzindo a migracao e
proliferacdo de fibroblastos no tecido adjacente a lesdo (24, 25).

A formacdo do tecido de granulacdo é constituida pela angiogénese e fibroplasia (18).
Os fibroblastos que migraram do tecido adjacente se tornam ativados pela acdo do PDGF e
EGF, e comecam a produzir a matriz provisoria, que € constituida, principalmente, por cola-
geno tipo 11, glicosaminoglicanos e fibronectina (19). Pela acdo do TGF-p os fibroblastos sdo
ativados e adquirem a expressao de alfa-actina de musculo liso (a-SMa), e se tornam miofi-
broblastos. Estas células depositam e sintetizam componentes da MEC que véo substituir a
matriz proviséria. Estas células possuem propriedades contrateis, desempenhando um papel
importante na contracdo e maturagédo do tecido de granulacao (20, 23).

A neovascularizacdo € necessaria para sustentar a formacéo do novo tecido de granu-
lacdo (20). Células endoteliais se proliferam pela acdo do fator de crescimento fibroblastico
(FGF) e VEGF, formando novos vasos a partir de vasos pré-existentes (1). A liberacdo do

FGF no local da lesdo ¢ feita por células endoteliais danificadas e macréfagos. Muitos tipos
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de células como queratindcitos, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais sdo responsa-
veis pela sintese de VEGF (5, 18). Assim, a regulacdo do processo de angiogénese pode re-
presentar um meio para melhorar a cicatrizagao (23).

O terceiro estagio do processo cicatricial, a fase de remodelamento, é caracterizada pe-
la deposicdo e degradacdo de MEC e reducdo na celularidade. A maioria das células endoteli-
ais, macrdfagos e miofibroblastos sofrem apoptose, reduzindo a celularidade do tecido de
granulacdo (5, 26). Nesta fase a sintese de proteinas da MEC € reduzida e atividade de protea-
ses aumenta para remodelar. Progressivamente, o colageno do tipo Ill, o maior componente
do tecido de granulacéo € substituido pelo colageno do tipo I, principal componente da derme
(23). Este processo é controlado pelas MMPs, que s&o secretadas pelos macréfagos, 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 balango entre
as atividades das MMPs e TIMPs (18). Por ultimo, a elastina, que contribui para a elasticidade
da pele, reaparece; entretanto, o tecido cicatricial ndo apresenta as mesmas propriedades de

um tecido néo lesionado (5, 23).
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Figura 1 - Fases da cicatrizacdo.
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Legenda: Fase inflamatdria, fase proliferativa e fase de remodelamento da cicatrizagdo da pele. VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular, TGF-f = 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 LUZSOLARE CALOR

A radiacdo solar (RS) é essencial para a vida na Terra, contudo, € um importante fator
de risco ambiental para os organismos vivos. O comprometimento da camada de o0zonio
expbe Sul da Australia, Nova Zelandia e América do Sul a altas intensidades de RS (27). O
espectro de luz solar sobre a superficie da Terra é 290-3000 nm sendo 6,8% deste espectro
formado por radiacéo ultravioleta (UV) (28) (UVB: 290-320nm e UVA: 320-400 nm), 38,9%
de luz visivel (VIS: 380-760 nm) e 54,3% de radiacdo 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 radiagdo UV

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

Figura 2 - Penetracdo da luz solar na pele.

ﬂs‘% 38,9% 54,3%\
10nm - 380 nm 380-700 nm 700 nm -1 mm

Ultravioleta Luz Visivel Infravermelho
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Epiderme
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E/

Legenda: nm = nandmetro, UV = comprimento de onda do ultravioleta, V= comprimento de onda do
infravermelho
Fonte: O Autor, 2016.
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Embora a maioria dos estudos sobre os efeitos adversos da radiacdo solar sobre a pele
envolva a radiagdo UV (28, 31, 32), a pele pode ser exposta a uma dose de 75 J/cm?hora de
radiacdo 1V no verdo em Munique, Alemanha (33). Enquanto a radiacdo 1\VV-A penetra o teci-
do subcutaneo sem elevar a temperatura da pele, as radiacbes IV-B e IV-C sdo absorvidas nas
camadas epidérmicas e sdo capazes de aumentar a temperatura, que normalmente, varia entre
27,6° e 33,1°C, até a 45°C (6, 34, 35). Estudos tém demonstrado que doses elevadas de 1V
podem danificar a pele humana, enquanto que dosem mais baixas sdo amplamente utilizadas

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

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

O espectro visivel é a parte da radiacdo electromagnética visivel ao olho humano, o
qual responde aos comprimentos de onda de 380 a 700 nm. Alguns individuos podem
perceber comprimentos de onda até 780 nm. O termo usado frequentemente, luz UV, é
tecnicamente incorreto. O termo "luz" € melhor usado para comprimentos de onda de radiagéo
que resulta em uma sensagéo de visdo. Assim, o termo preferido ¢ a radiagdo UV (40). Ainda
que representem cerca de 39% do espectro de luz solar, a luz visivel e seus efeitos sobre a
pele foram pouco estudados. A luz visivel, semelhantemente a radiacdo 1V, penetra a derme, é
entdo absorvida e eleva a temperatura da pele (28).

Estudos recentes indicam que a exposicdao de pele humana a radiacdo IV estimula a
expressdo de MMPs, diminui a expressdo de pro-colageno do tipo I, aumenta neoangiogénese
e induz a infiltracdo de células inflamatorias e ao estresse oxidativo (6, 7). O calor aumenta a
expressao de MMP-1, MMP-3, MMP-12 e modula a sintese de elastina e fibrilina-1 (8, 9).
Em contraste com a radiagdo UV e IV, que sdo conhecidas por induzir fotoenvelhecimento
cutaneo, formar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO), poucos estudos de-
monstraram os efeitos da luz visivel sobre a pele. Dentre estes estudos, Vandersee e cols.
mostraram que a luz visivel pode também produzir radicais livres e ERO na pele humana.
Eles demonstraram in vivo que a combinacdo de radiacdo 1V e luz visivel ativa MMPs, cau-
sando a degradacdo da MEC e danos para a pele saudavel (10).

A luz visivel é capaz de estimular a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e a
ativacdo de MMPs na pele induzindo degradagéo da MEC e o envelhecimento precoce da pele

de maneira semelhante ao que é observado com a radiacdo UV (28). Um estudo realizado por
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Mahmoud e cols. em 2008 demonstraram que a luz visivel pode induzir pigmentacdo escura
(40) enfatizando asssim, a necessidade de filtros solares para o espectro de luz visivel (41).

Nos dltimos anos, muitas pesquisas foram desenvolvidas no campo do
rejuvenescimento nao-ablativo da pele. Alguns estudos utilizaram um sistema de luz visivel
pulsada (20-30 J/cm?) cujo calor induz uma desnaturagdo de colageno dérmico e a
subsequente sintese reativa (42-46). Lubart e cols sugeriram em 2007 um mecanismo
diferente para o fotorejuvenecimento com base na inducdo de ERO por luz visivel in vitro.
Eles observaram que a exposicdo do colageno a luz visivel (20-30 J/cm?) produz grandes
quantidades de ERO, que destroem as fibras colagenas. E por outro lado, nas regides mais
profundas da pele, onde a intensidade da luz é mais fraca, baixas quantidades de ERO sé&o
formadas, e estimulam a proliferacdo de fibroblastos, assim melhorando a textura da pele
(47). Além disso a luz visivel aumenta a microcirculacao da pele por induzir a sintese local de
dxido nitrico (48).

Um estudo comparou o efeito do calor isolado e calor associado a IV-A sobre a cica-
trizacdo de lesdes cutaneas em ratos. Os autores observaram que 0s ratos expostos ao calor
isolado atrasaram o fechamento das lesbes (49). Entretanto, outro estudo demonstrou que um
ligeiro aumento na temperatura ambiente pode melhorar a cicatrizacéo de lesdes em pacientes
diabéticos (associada com estimulacgdo elétrica) (50). Também foi demonstrado em um estudo
in vitro que 0 aumento na temperatura da pele pode acelerar o processo de cicatrizagdo de
lesGes, através da aceleracdo da migracdo de fibroblastos (51). Entretanto, novos estudos séo
necessarios para o melhor compreendimento dos efeitos do calor sobre a pele saudavel e o

reparo tecidual.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar os efeitos do calor na pele saudavel e sobre a cicatrizagdo de lesdes excisio-

nais cutaneas em camundongos.

4.2 Especificos

Avaliar os efeitos do calor na:
a. espessura da derme e da epiderme da pele;

b. densidade de volume de macréfagos e neutrofilos na pele;
c. polarizacdo dos macrofagos da pele;

d. degradacdo e deposicao de colageno na pele;

e. deposicao de fibras do sistema elastico na pele;

f. contracdo e a re-epitelizacao das lesoes;
g. nuamero de neutrofilos, macréfagos e a densidade de volume miofibroblastos no tecido
de granulacéo;

h. degradacdo e deposicdo de colageno nas lesdes.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1.  Animais

Camundongos suicos 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 escuridao)
com livre acesso a comida e agua no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia
(DHE) da UERJ. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Legislacdo Bra-
sileira em Relacdo a Experimentacdo Animal (n. 11.794, de 8 de Outubro de 2008). Este estu-
do foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para Cuidado e Uso de Animais Experi-
mentais (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG-UERJ) (Anexo |
- CEUA /022 / 2014).

5.2. Termometria da camara e espectrometria da lampada

Para expor os camundongos ao calor, foi confeccionada uma cdmara de madeira com-
pensada (15 mm de espessura) com as seguintes dimensdes 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 elevacdo da temperatura interna da cdmara foi induzida através de
duas lampadas incandescentes 100 W (Philips Padrdo, 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, Séo Paulo, Brasil). Para medir a temperatura e a umidade dentro e fora da caixa, foi
utilizado um termo-higrometro digital (INCOTERM, Porto Alegre, Brasil).
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Figura 3 — Camara para exposi¢do térmica
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Legenda: Dimensdes da cAmara em cm = centimetros
Fonte: O Autor, 2016.

A intensidade da luz visivel e radiacéo infravermelha foi medida com um espectrome-
tro (Ocean Optics Maré Vermelha 650, média de 50 varreduras, Dunedin, USA). O fluxo lu-
minoso das lampadas dentro da camara 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, S&o Paulo, Brasil).

Com base no estudo de Shin e cols., foi estabelecido o tempo de 30 minutos de expo-
sicdo a temperatura de 43°C (53). Foi realizado um estudo piloto (dados ndo mostrados), onde
os camundongos foram expostos a 43°C diariamente durante os trés primeiros dias apos a
lesdo apenas. Nds observamos tanto no estudo piloto como no presente estudo que a exposi-
cdo ao calor retardou fechamento de lesdes da pele. Assim, optamos por realizar a exposi¢do
em dias alternados.

Para a exposicdo ao calor, as duas ldmpadas foram acesas na poténcia méxima até a
temperatura interna de 43°C ser atingida, e, em seguida, através do dimmer a poténcia foi ele-
vada ou reduzida até estabilizar a temperatura. Somente ap6s a estabilidade da temperatura a

43°C, os animais foram colocados na cAmara 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 saudavel
(pele adjacente as lesdes excisionais cutaneas). J& o segundo estudo investigou os efeitos des-
se calor sobre a cicatrizagdo de lesbes excisionais cutaneas. Os animais foram submetidos a
lesdo excisional cutanea, 24 horas apds a lesdo iniciaram as exposicdes ao calor e 14 dias de-
pois da lesdo foi realizado a eutanésia para retirada de duas amostras: a) lesdo e b) pele sauda-

vel adjacente a leséo.

Figura 4 — Desenho experimental e protocolo de lesdo e exposicdo ao calor

A
O T T T
(n=10)

A A A A A A A

Dias apés a leséao

28°¢ /30
(n=10)

Legenda: d = dia; n = nimero; 30’ = 30 minutos. No d0 foi realizada a lesdo excisional cutinea, 24 horas depois
comegou a exposicdo ao calor e no d14 foi realizado a eutandsia para retirar as amostras de pele
saudavel e de leséo.

Fonte: O autor, 2016.
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5.3.1. Protocolo de leséo e exposicao ao calor

Os camundongos (n=20) foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de cetamina
(150 mg/kg b.p.) e xilazina (15 mg/kg b.p.). O dorso foi tricotomizado e submetido a uma
lesdo excisional cuténea total de 1 cm2 expondo o paniculo carnoso (54). A lesdo nédo foi sutu-
rada ou coberta e cicatrizou por segunda intencdo (ndo teve suas margens aproximadas).
Apbs a lesdo, os animais foram divididos em: o grupo de 23°C (n=10) — camundongos que
foram colocados na cdmara de exposi¢do, com as ldmpadas desligadas durante 30 minutos; e
0 grupo de 43°C (n=10) - expostos a 43°C dentro da camara durante 30 minutos. A exposi¢ao
ao calor comecou no primeiro dia apés a lesdo e ocorreu durante 13 dias alternados (53).

A temperatura da superficie da pele foi medida usando um termdémetro infravermelho
de ndo-contato (OEM, Beijing, China) 5 minutos antes dos animais serem expostos, durante
0s 30 minutos de exposicdo (medidas com intervalo de 5 minutos) e 5 minutos depois da ex-

posicao (55).

5.4.  Anélise macroscépica

Para avaliar a macroscopia da contracdo e da re-epitelizacdo da lesdo, imediatamente
apos a lesdo, no 3°, 7°, 11° e 14° dias depois da lesdo, uma folha de plastico transparente foi
colocado sobre a area da leséo e as margens da lesdo foram desenhadas (56). A area da lesédo
foi digitalizada medida usando o software Image J® (National Institutes of Health, Bethesda,
MD). Os resultados da contracdo da lesdo foram expressos em percentagem de &rea ferida
original (média + erro padrdo medio). A porcentagem de re-epitelizacdo foi identificada pelo

numero de camundongos com lesdes fechadas por grupo no 14° dia apos a leséo.

5.5. Coleta de tecido, histoquimica e microscopia

No 14° dia apos a lesdo, os camundongos foram eutanasiados por exposi¢do ao COs.

Cinco lesdes com pele adjacente (Estudo lesdo) e cinco fragmentos de pele normal (Estudo
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pele) do dorso (distante da lesdo) por grupo foram recolhidas, fixadas em formalina tampona-
da (pH 7,2), processadas e embebidas em parafina para andlises histologicas. E em outros
cinco animais de cada grupo, as lesdo e um fragmento de pele normal foram congelados a -
80°C para posteriores analises bioguimicas e biomoleculares.

As laminas com os cortes foram submetidas as coloragdes de hematoxilina e eosina
(H&E) para as andlises: a) da espessura em micrometros (um) da epiderme e da derme (pele
normal), b) da area da leséo, c) do comprimento do gap da lesdo (distancia em pum entre 0s
bordos da lesdo); de vermelho de Picro Sirius para histoarquitetura e area de fibras colagenas
e de Weigert com prévia oxidacao para a analise da area ocupada pelas fibras do sistema elas-
tico. O comprimento do gap e as espessuras da epiderme e da derme foram medidas utilizando
software de visualizacdo panoramica (Panoramic Viewer, 3D Histech Ltd., Budapeste, Hun-
gria). Ja as areas de fibras colagenas e do sistema elastico foram analisadas pelo software
Image J®. Todas as laminas foram digitalizadas usando um scanner de slides Pannoramic
Digital (3DHistech Ltd., Budapeste, Hungria).

5.6. Imunohistoquimica e quantificacdes

Para as andlise imunohistoquimicas uma ferramenta de estereologia (ponto de conta-
gem) foi empregada como descrito anteriormente pelo nosso grupo (56). A imunohistoquimi-
ca foi utilizada para investigar o nimero de neutrdfilos contando o nimero células positivas
para mieloperoxidase (neutrofilos MPO™) e o nimero de macréfagos pelo nimero de células
positivas para F4/80 (macrofagos 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 nimero de células imunomarcadas, cinco
campos aleatorios por animal (14978 um?) foram analisados como descrito anteriormente. Os
resultados foram apresentados como células por mm?.

Além da anélise do nimero de neutrdfilos e macrofagos, investigamos o a densidade
de volume (Vv) de miofibroblastos em sec¢es imunomarcadas com anticorpo monoclonal de
camundongos contra a-actina de musculo liso (aSMA; 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 misfibroblastos]%0) foi avaliada utilizando contagem
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de ponto e um sistema de videomicroscopia, como descrito (57, 59, 60). Os resultados foram
apresentados como a porcentagem da V'V [miofibroblastos] (56).

5.7. Western Blotting

Cinco fragmentos de pele saudavel e cinco lesdes por grupo foram descongeladas e
maceradas em tampao de lise (Sigma - Aldrich, St Louis, MO). Em seguida foram centrifuga-
das e a concentracdo total de proteina foi determinada utilizando um ensaio de proteina do
acido bicinconinico (Thermo Fisher Scientific, Rockwood, TN). Apds a determinacédo da con-
centragdo das proteinas totais, 30 ou 50 pg de proteinas das amostras misturadas com a solu-
cao de blotting foram submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida com dodecil sulfato
sodio (SDS-PAGE) a 8%, 10% ou 12%. Para identificacdo das proteinas pelo peso molecular
(KDa) foram incluidos padrbes de pesos moleculares de proteinas (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA) durante a eletroforese das amostras de pele e lesdo. Em seguida as protei-
nas dos géis foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou ni-
trocelulose.

Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em
po (Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) dissolvido em tampéo 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 0s seguintes anticorpos primarios (Tabela 1).
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Tabela 1 - Anticorpos primario utilizados

Anticorpo Fornecedor e diluicdo
de coelho anti-precursor do colageno de tipo I (Col-1) (Millipore, Temecula, CA, 1:1000)
de camundongo anti-colageno do tipo 111 (Col-3) (Millipore, 1: 600),

de coelho anti-fator de crescimento transformante 3 (TGF-$ 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-6xido nitrico sintase induzivel (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 entdo lavadas e incubadas com os anticorpos secundarios: 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 quimioluminescéncia (Santa Cruz Biotechnology). Para a de-
teccdo de quimioluminescéncia foi utilizado o sistema de ChemiDoc TM XRS (Bio-Rad La-
boratories). Subsequentemente, as membranas foram incubadas com um anticorpo de camun-
dongo anti-B-actina (42 kDa, Sigma-Aldrich/1:1000). A B-actina foi usada como proteina con-
trole para todos immunoblottings. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica

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

5.8. Expressao de proteinas carboniladas (derivatizacdo pds-eletroforese)

A determinacdo das proteinas carboniladas através do protocolo de derivatizagdo pds-
eletroforese foi determinada por Conrad, e cols em 2000 (61). Seguido a dosagem da concen-
tracdo das proteinas totais 30 pg de proteinas das amostras da pele saudavel misturada com a
solucdo de blotting foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE a 10%. Para identi-
ficacdo das proteinas pelo peso molecular (KDa) foi incluido o mesmo padréo de pesos mole-

culares de proteinas utilizados no immunoblotting anteriormente descrito. Em seguida as pro-
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teinas dos géis foram transferidas para membranas de PVDF. Apos a transferéncia as protei-
nas foram derivatizadas pelos seguintes passos: (a) imersdo da membrana por 15 segundos em
metanol seguido de secagem da membrana a temperatura ambiente; (b) equilibrio da mem-
brana onde a membrana foi colocada numa solucdo de metanol + TBS por 5 minutos; (c)
submissédo da membrana a um banho de 5 minutos em HCL 2N; (d) derivatizagdo propria-
mente dita onde a membrana foi incubada com a solugdo 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. Apo6s a derivatizacdo, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desna-
tado em po (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 entdo lavadas e incubadas com com o anticorpo secundario Goat anti-Rabbit (con-
jugado com a enzima peroxidase de rabano (HRP)). Os anticorpos ligados a membrana foram
detectados utilizando um kit comercial de quimioluminescéncia (Santa Cruz Biotechnology).
Para a deteccé@o de quimioluminescéncia foi utilizado o sistema de ChemiDoc TM XRS.

5.9. Zimografia

A atividade gelatinolica da metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2) foi analisada por
zimografia em cinco amostras da lesdo por grupo, tal como descrito anteriormente (62). Os
fragmentos descongelados da lesdo foram colocados em 1 ml de tampdo de lise (Tris-HCI 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 4°C. Os lisados foram recolhidos e armazenados a -80°C. Vinte mi-
crogramas de proteina de cada lisado foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrila-
mida (SDS-PAGE) a 8% contendo 1 mg/ml gelatina (Sigma-Aldrich). O lisado proveniente
de placenta humana foi utilizado como controle positivo para a atividade gelatinolitica (63).
Foram incluidos padrbes de pesos moleculares de proteinas (Bio-Rad,Laboratories) para o
calculo do peso molecular. Apds separacdo das proteinas, o gel foi lavado em 2,5% de Triton
X-100 e incubado em tampédo de desenvolvimento pH 8,4 (50 mM Tris-HCI, 5 mM de
CaCl2.2H,0 e 2 mM ZnCl2) durante 12 horas a 37°C sem agitacdo. O gel foi entdo corado

com a solugédo 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 &cido acético glacial e 40% de &gua
destilada) para obter um contraste entre as bandas gelatinoliticas e o fundo do gel. As imagens
foram capturadas e digitalizadas com o sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories) para
posterior deteccdo e densitometria utilizando o software Adobe Photoshop versdo 7.01 (Ado-

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

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

Para extrair o RNA total, amostras de tecido foram maceradas em reagente Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA) seguindo as instrucdes do fabricante. Apds a sintese de cDNA
utilizando o kit de alta capacidade de transcricdo reversa de cDNA (Invitrogen), os niveis de
RNAm foram determinados por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA) usando Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condicdes de reacdo foram: 95°C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos (desnaturagéo) e 60°C
durante 1 minuto e o protocolo de fusdo da curva comegou imediatamente apos amplificagéo.
A 60S proteina ribossomal L10 (RFL-10) foi usada como controle endégeno. Os iniciadores
(primers) utilizados foram: cadeia a1 das fibras de colageno do tipo I (Collal), cadeia al das
fibras de colagénio do tipo Il (Col3al), fator de necrose tumoral-a (Tnfa), fator de
crescimento transformante-B1 (Tgfbl), fibrilina-1 (Fbnl) e elastina (EIn) e a proteina ribos-
somica L10 60S (RPL10) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores para os genes amplificados pelo gPCR.

Gene alvo Sequéncia do iniciador de sentido direto Sequéncia iniciadora reversa

(Target Gene) (Forward primer sequence) (Reverse primer sequence)
Collal F5'-GGC AAG CCT GGT GAA CA-3' R5-CTT GGC ACC ATC GTT GC-3'
Col3al F5'-ATT CTG CCA CCC CGA ACT CAA-3' R5'-GCT TAC GTG GGA CAG TCATGG-3'
Tnfa F5'-GCT CTT CTG TCT ACT GAACTT CG-3' R5'-CCA TAG AAC TGA TGA GAG GGA-3'
Tgfbl F5'-CAA CAT GTG GAA CTC TAC CAG AA-3' R5'-CAC TCA GGC GTATCA GTG G-3'
Fbnl 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.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM). A normalidade de

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

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

Dunn para a contracao da les&o e teste t ndo pareado ou teste de Mann Whitney para 0s outros

parametros com valor de p<0,05 como nivel de significancia. O software GraphPad InStat foi

usado para realizar a analise estatistica (GraphPad InStat versdo 6.00, GraphPad Software,
San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

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

mundongos expostos ao calor

Durante o periodo de exposicédo, a temperatura e a umidade da camara foram constan-
tes (Figura 5a). A luz visivel e a radiacdo infravermelha utilizada para aquecer a cdmara e
expor os camundongos ao calor apresentou méaximo de emissdo espectral entre 614-628 e
661-677 nm (Figura 5b). A temperatura média do corpo dos camundongos antes da exposicao
foi de 31,8 £ 0,31°C e durante a exposi¢do a 43°C atingiu um maximo de 33,5 £ 0 19°C em
trinta minutos. Cinco minutos apds exposicdo 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 cdmara e temperatura superficial da pele dos ca-

mundongos expostos ao calor
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6.2. O calor induz alteracdes histolégicas 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. 6¢ e 6d) no 13° dia apds a primeira exposi¢ao.

Figura 6 - Analise microscopica da pele de camundongos expostos ao calor.
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Legenda: (a) e (c) nas secgdes coradas com hematoxilina-eosina, a pele dos camundongos apresentam uma
alteragdo na espessura epidérmica e dérmica aos 13 dias de exposi¢do 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 pm
(@) e 200 um (c). (b) Espessuras da epiderme e (d) da derme em micrometros (um) 13 dias apos o
inicio da exposicéo ao calor. Coluna preenchida representa os dados do grupo 23°C e a coluna vazia 0
grupo 43°C. Os dados (n = 5) sdo expressos como a média + SEM. **p<0,01 e ***p<0,001 vs. 23°C
(teste t ndo pareado com nivel de significancia de p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.

6.3. O calor aumenta a expressao de Argl, VEGF e Tnf

Os dois grupos experimentais apresentaram um numero semelhante de macrofagos
F4/80-positivos e neutrofilos MPO-positivos. No entanto, os camundongos do grupo 43°C
tiveram a expressdo proteica de NOS2 reduzida (p<0,05, Figura 7a) e elevacdo da expresséo
proteica da Argl (p<0,001, Figura 7b) e do VEGF (p<0,0001, Figura 7c). Entretanto, a
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expressao génica de Tnfao foi 4 vezes (QR = 5,54) maior no grupo de 43°C (p<0,01) que no

grupo de 23°C 13 dias apds o inicio da exposicao ao calor (Figura 7d).

Figura 7 - Efeito do calor na resposta inflamatoria da pele de camundongos.
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Legenda: (a) Expressdo proteica da enzima 6xido nitrico sintase (NOS-2) (130 kDa) na pele sdo mais baixos no
grupo de 43°C 13 dias apds o inicio da exposi¢do. (b) Expressdo proteica de arginase-1 (Argl) (35-38
kDa) na pele sdo mais elevados no grupo de 43°C 13 dias ap6s o inicio da exposi¢do. (c) Os niveis de
proteina do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (42 kDa) na pele sdo mais elevados no
grupo de 43°C 13 dias ap6s o inicio da exposi¢do ao calor. (d) Expressdo génica do fator de necrose
tumoral-a. (Tnfa) na pele é maior no grupo de 43°C 13 dias apds o inicio da exposi¢do. A
densitometria foi expressa como unidades arbitrérias (a.u.) para todos os immunaoblottings. p-actina
(21 kDa) foi utilizada como proteina constitutiva para normalizagdo. As diferencas de RT-PCR foram
normalizados para a proteina ribossémica L10 60S (Rpl10). Os dados (n=5 por grupo) foram expres-
s0s como a média £ SEM. *p<0,05, **p<0,01 ,***p<0,001 e ****p<0,0001 comparacao entre 0s gru-
pos 23°C vs 43°C (teste t ndo pareado ou teste de Mann Whitney com nivel de significancia de
p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.



39

6.4. Efeito do calor sobre a deposicao e degradacao de fibras coldgenas

Investigamos o papel do calor e a luz na deposicao e degradacao do colageno da pele
de camundongos. A expressdo génica de Tgfbl foi 21 vezes (QR = 22,6) maior no grupo de
43°C (p<0,001) do que no grupo de 23°C 13 dias ap6s o inicio da exposicao ao calor (Figura
8a). A expressao protéica de TGF-f1/2/3 latente (p<0,05) foi maior no grupo de 43°C quando
comparado com o grupo de 23°C (Figura 8b). A expressdo génica da Collal foi 14 vezes (QR
= 15,6) menor no grupo de 43°C (p<0,001). Associado a isso, observamos que a expressao
protéica do colageno tipo | também reduziu (p<0,01). No entanto, o calor aumentou em 3
vezes (QR = 4,06) a expressdo génica da Col3al (p<0,001) e a expressao proteica do
coléageno tipo 111 (p<0,05) em compara¢do com o grupo de 23°C (Figuras 8c e 8d). Em 43°C,
as fibras de colageno de longa duracéo, espessas e dispostas em uma cesta estavam presentes.
O grupo de 43°C também apresentou um aumento na area de fibras de colageno quando
comparado ao grupo de 23°C, mantendo a histoarquitetura da derme normal, 13 dias apds o
inicio da exposicdo ao calor (Figura 8e). Estes resultados corroboram com o aumento da
expressao 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 carbonilagdo de proteinas,
observamos aumento no arrasto da expressdo proteica de proteinas carboniladas no grupo

43°C comparado com o grupo 23°C (Figura 8h).
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Figura 8 - Efeitos de calor na deposicdo de fibras de coldgeno na pele de camundongos.
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Legenda: (a) A expressdo génica do fator de crescimento transformante-B1 (Tgfbl) e (b) a expressdo proteica

de TGF-B 1/2/3 (47 kDa) na pele é mais elevada no grupo de 43°C, 13 dias apés o inicio da exposi-
¢do ao calor. (c) Expressdo génica da cadeia al do colageno tipo | (Collal) e tipo Il (Col3al). (d)
Expressdo proteica do colageno tipo I11 (138 kDa) e tipo | (140-210 kDa). (e) SecBes coradas com
vermelho Picro-Sirius, a pele de 23°C e 43°C camundongos apresentou fibras colagenas espessas
avermelhadas dispostas em forma de cesto 13 dias apés a primeira exposic¢ao ao calor. Quantificagédo
da area das fibras colagenas. Barra - 50 um. (f) Expressdo proteica de metaloproteinases da matriz-1
(MMP-1) (52 kDa), (g) -8 (MMP-8) (60 kDa) e (h) expressdo de proteinas carboniladas na pele séo
maiores nos grupos de 43°C 13 dias ap6s o inicio da exposi¢do ao calor. A densitometria foi
expressa como unidades arbitrarias (a.u.) para todos os immunoblottings. p-actina (42 kDa) foi utili-
zada como proteina constitutiva para normalizagdo. As diferencas de RT-PCR foram normalizados
para a proteina ribossomica 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 comparagdo entre os grupos 23°C
vs 43°C (teste t ndo pareado ou teste de Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05).

Fonte: O autor, 2016.
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6.5. Efeitos do calor na deposicéo de fibras do sistema elastico

A expressao génica 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 apds o inicio da exposicdo ao calor
(Figura 9b). Enquanto a expresséo génica 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 elasticas mais espessas e
ocupando maior area (p<0,001) em compara¢do ao grupo de 23°C (Figura 9c), entretanto a

arquitetura da pele normal foi mantida.

Figura 9 - Efeitos de calor sobre a deposicao de fibras elasticas da pele de camundongos
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Legenda: (a) A expressdo génica da elastina e (b) fibrilina-1 na pele sdo mais elevadas no grupo de 43°C, 13 dias
apos o inicio da exposigao. (c) Secgdes coradas com Weigert da pele dos camundongos dos grupos 23
°C e 43°C e quantificacdo da érea das fibras do sistema eléstico. Barra = 200 um. A densitometria foi
expressa como unidades arbitrarias (a.u.) As diferencas de RT-PCR foram normalizados para a protei-
na ribossémica 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 nivel de significancia de p<0,05).

Fonte: O autor, 2016
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6.6. Analise macroscépica e microscopica da cicatrizagdo cutdnea de camundongos ex-

postos ao calor

Para investigar os efeitos do calor sobre a cicatrizacdo das lesdes cuténeas, analisamos
a area da lesdo e a porcentagem de reepitelizacdo pela macroscopia, e 0 comprimento do gap
epidérmico pela microscopia. Observamos que as lesdes dos camundongos do grupo 43°C
apresentaram areas 42% e 29% maiores no 11° (p<0,01) e 14° (p<0,001) dias apo6s a leséo,
respectivamente, comparadas as areas das lesées do grupo 23°C (Figura 10a e 10b).

A percentagem de reepitelizacdo da leséo foi menor no grupo de 43°C (Figura 10c).
Ao medir a reepitelizacdo, verificamos que a porcentagem de lesGes reepitelizadas no grupo
de 43°C foi 17% menor (p<0,001) em comparac¢do com o grupo de 23°C, indicando incom-
pleta reepitelizacdo 14 dias apds a lesdo (Figura 10d). Além disso, as lesbes dos camundongos
do grupo de 43°C apresentaram maior gap epidérmico em comparagdo com o grupo 23°C

(p<0,01) 14 dias ap0s a lesao (Figura 10e).
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Figura 10 - Andlise da cicatrizagdo cutanea de camundongos expostos ao calor.
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Legenda: (a) As fotografias das lesdes dos camundongos expostas a 23°C e 43°C nos 3°, 7°, 11°, e 14° dias ap6s
a lesdo. (b) Contracdo da lesdo expressa em porcentagem de area original nos 3°, 7°, 11° e 14° dias
apos a lesdo (representacdo grafica). (c) Porcentagem de lesdes reepitelizadas 14 dias ap0s a leséo (re-
presentacdo gréfica). (d) Imagens representativas do gap epidermal nos grupos 23°C e 43°C 14 dias
apos a lesdo. Esquerda, imagens macroscopicas; A linha amarela representa a area da regido ndo ree-
pitelizada. Direita, imagens histologicas do gap epidermal. A area entre as linhas pretas representa o
gap epidérmico. Hematoxilina-eosina, barra=500 um. (e) Gap epidermal 14 dias apds a lesdo (repre-
sentacdo gréfica). Os dados (n=10 por grupo) foram expressos em média + SEM. **p<0,01 e
***n<0,001 comparacdo entre os grupos 23°C vs 43°C (ANOVA ndo-paramétrico de medidas repeti-
das com pos-teste de Dunn para a area da lesdo, e teste t ndo pareado para porcentagem de reepiteliza-
cdo e gap epidermal).

Fonte: O autor, 2016.
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6.7. Exposicéo ao calor retarda a formacao do tecido de granulagdo

A densidade de volume celular e o nimero de células foram avaliados 14 dias apos a
lesdo para analisar o tecido de granulacdo. Os dois grupos apresentaram um nimero seme-
Ihante de células na area do tecido de granulacéo (Figura 11a). O grupo 43°C apresentou mai-
or densidade de volume de miofibroblastos (p<0,01) (Figura 11b), um ndmero similar de cé-
lulas MPO-positivas (Figura 11c) e maior nimero de células F4/80-positivas (p<0,05) em

comparagdo com o grupo 23°C (Figura 11d).
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Figura 11 - A anélise microscopica da cicatrizacdo da lesdo cutanea de camundongos expostos

ao calor.
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Legenda: (a) densidade de volume de células (Vv %) na area da lesdo 14 dias ap0s a lesdo. (b) Analise estereolo-
gica que mostra a densidade de volume de miofibroblastos [VV miofibroblastos)%0] pelas células aSMA-positivas na
area da lesdo14 dias ap0s a lesdo. (c) Neutrofilos identificados por células MPO-positivas e (d) macréfagos por
células F4/80-positivas na area da lesdo 14 dias ap0s a lesdo. Os dados (n=5 por grupo) foram expressos como a
média + SEM. *p<0,05, **p<0,01 comparagdo entre os grupos 23°C vs 43°C (teste t ndo pareado). Barra = 50
pm.

Fonte: O autor, 2016.
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6.8. Efeito da exposicao ao calor sobre os componentes da matriz extracelular na &rea de
cicatrizacao da leséo

Para investigar o efeito do calor sobre a expressdo de proteinas da matriz extracelular
durante a cicatrizacdo de lesdo, a expressdao proteica de TGF-1/2/3, colageno tipo I e III,
MMP-1, MMP-12, fibrilina-1 e a atividade gelatinolitica da MMP-2 foram avaliadas no 14°
dia ap0s a lesdo. A expressdo da proteina de TGF-B1/2/3 foi maior no grupo de 43°C (p<0,01)
comparado com o grupo 23°C (Figura 12a). As lesdes dos camundongos do grupo 43°C apre-
sentavam aumento da expressdo proteica do colageno tipo Il (p<0,001) e a diminuicdo da
expressao proteica do colageno tipo I (p<0,05) em comparacdo com as do grupo 23°C (Figura
12b). Este resultado corresponde com o aumento da expressdo proteica da MMP-1 expressao
(p<0,05) e a com a reducdo de atividade gelatinolitica da MMP-2 (p<0,001) observada no
grupo de 43°C (Figura 12c e 12d), indicando um desequilibrio entre a degradacéao e a deposi-
cdo de colageno.

Para investigar o efeito de exposicdo ao calor sobre os componentes elasticos da ma-
triz extracelular, n6s analisamos a expressao proteica da fibrilina-1, um componente de fibras
elasticas, e da MMP-12, uma elastase. A expressdo de fibrilina-1 (p<0,001) e MMP-12
(p<0,05) aumentaram na lesdo dos camundongos do grupo 43°C comparado com 0 grupo
23°C (Figura 12e e 12f). Os nossos resultados sugerem que o0 aumento da expresséo de fibrili-
na-1 induzida pelo calor pode ter contribuido para o acimulo de material elastico na matriz

extracelular da area da lesdo, mesmo com elevada expressdo de MMP-12.
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Figura 12 - Expressdo de proteinas da matriz extracelular durante a cicatrizagdo de lesdes cu-

taneas de camundongos expostos ao calor.
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Legenda: (a) Expressdo proteica de TGF-f1/2/3. (b) Expressao proteica do colageno tipo 11 e do colageno tipo 1.
(d) Expresséo proteica da metaloproteinase da matriz (MMP-1) pelo ensaio de imunoblotting. (d) Ati-
vidade gelatinolitica da MMP-2 pelo ensaio de zimografia. (e) Expressao proteica de fibrilina-1 (f) da
MMP-12. A densitometria das bandas foram expressas como unidades arbitrarias (u.a.) no imunoblot-
ting para expressao proteica do TGF-B1/2/3 (47 kDa), colageno tipo I (70-90 kDa), colageno tipo Il
(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 arbitrérias (a.u.) para todos os immunoblottings.
B-actina (42 kDa) foi utilizada como proteina constitutiva para normalizagdo. Os dados (n=5 por gru-
po) foram expressos como a média + SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparacdo entre 0s
grupos 23°C vs 43°C (teste t ndo pareado).

Fonte: O autor, 2016.
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6.9. O calorinduz a ativagdo de ERK

A expressdo de MMP esta associada com a ativacdo coordenada de MAPKs (MAP
Quinases) - Proteino-quinases ativadas por mitdgenos. Assim, investigamos a ativacdo da
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) pela exposicao ao calor. Catorze dias apds a
lesdo, as lesdes dos camundongos do grupo 43°C apresentaram aumento da expressdo protei-

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

Figura 13 - Ativacdo de ERK durante a cicatrizagdo de lesdes em camundongos expostos ao

calor.
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Legenda. Expressdo proteica de pERK (42-44 kDa). A densitometria foi expressa como unidades arbitrarias
(a.u.) para todos os immunoblottings. B-actina (42 kDa) foi utilizada como proteina constitutiva para
normalizagdo. Os dados (n=5 por grupo) foram expressos como a média + SEM. *p<0,05 comparagdo
entre 0s grupos 23°C vs 43°C (teste t ndo pareado).

Fonte: O autor, 2016.
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DISCUSSAO

Estudo 1 — Efeito do calor sobre a pele de camundongos

Os efeitos do estresse térmico tém sido estudado em célula ex vivo (64), no entanto
pouco se sabe sobre a exposicdo ao calor na pele in vivo. Recentemente, foi sugerido que o
calor induzido pela radiacéo IV pode estar envolvido no processo de fotoenvelhecimento (9).
No entanto, os resultados do presente estudo sugerem que o curto periodo de exposicdo ao
calor pode proporcionar algum efeito anti-envelhecimento na pele de camundongos.

No envelhecimento cutaneo induzido pelo estresse, a espessura da derme reduziu e a
quantidade de colageno do tipo I e 11l reduziu (65). No presente estudo a espessura da derme
foi aumentada e, embora a sintese de colageno tipo | tenha reduzido, a sintese de colageno
tipo 11l aumentou. O aumento na sintese e deposicdo de colageno tipo 111 mostra que o calor
induziu um remodelamento positivo na derme com a sintese de um novo colageno tipico de
tecido novo, como o tecido embrioldgico e de granulacdo. Além do aumento da deposi¢cdo no
colageno tipo Ill, a area ocupada pelo coldgeno também aumentou e a arquitetura foi
preservada, mostrando que o tecido recém-depositado estava perfeitamente integrado a matriz
extracelular dérmica.

Com o envelhecimento, a renovacdo das células epidérmicas € mais lenta (66, 67), mas
a epiderme espessa observada mostrou que ndao havia comprometimento no compartimento
epidérmico devido a exposi¢do ao calor, pelo contrario, podemos sugerir uma estimulacéo
para proliferacdao/diferenciacdo epidérmica (bioestimulacdo tipicamnete produzida pela luz).
O espessamento da epiderme ja foi relatado em um estudo que investigou os efeitos do
tratamento repetitivo com o calor sobre a formacao de rugas, a pele do dorso de camundongos
sem pélos foi exposto ao calor (43°C, 15 min ou 30 min) por um periodo de 6 semanas (53).

Na pele humana, a exposi¢cdo aguda ao calor estimula a formacdo de novos vasos,
recruta celulas inflamatorias e causa dano oxidativo ao DNA (6). Os neutréfilos podem ser
recrutados para a pele (68) quando ela é exposta a luz solar natural, os macréfagos por
exposicao a radiacdo UV e ao calor induzido tanto pela radiagdo IV quanto pela luz visivel
(69). O influxo de neutrofilos para a pele exposta a luz solar contribui para a destruicdo da
MEC, uma vez que estas células sdo a principal fonte de MMP-1, MMP-8 e MMP-9 (3).
Neste estudo, ndo houve diferenca no ndmero de neutréfilos e macrofagos na pele de
camundongos expostos ao calor, mas a expressao génica do fator de necrose tumoral alfa e a

expressao proteica de MMP-8 aumentaram, sugerindo que os neutréfilos foram ativados. O
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calor ndo afetou o nimero de macrofagos na pele, mas induziu uma redugdo na expressao
protéica da Oxido nitrico sintase induzivel (NOS2) e aumento da expressdo da arginase
(Argl). Os macrofagos M1, expressam principalmente NOS2, e estdo relacionados com a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias. J& os macrofagos M2, expressam principalmente
Argl, para funcbes antinflamatdrias e de reparo (21, 70). Assim, pode-se especular que,
embora ndo haja diferenca no nimero de macréfagos, uma mudanca no perfil de direcdo ao
perfil M2 pode estar presente. O que pode contribuir para o processo de reparacédo da pele de
camundongos expostos ao calor.

J& foi sugerido que a luz visivel age degradando o colageno antigo para permitir a
deposigdo de novas moléculas, em um processo semelhante a cicatrizacdo (47). Os estimulos
para a degradacdo do colageno antigo e, provavelmente, de outros componentes da MEC,
podem estar associados a oxidacdo induzida por ERO (47). Lubart e cols mostraram que a luz
visivel pode produzir ERO que sdo capazes de destruir as fibras de colageno (47). Mostramos
uma maior quantidade de proteinas carboniladas no grupo exposto ao calor. A degradacdo da
MEC antiga para permitir a renovacdo também necessita da acdo de MMPs, e no grupo
exposto ao calor aumentaram tanto os niveis 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
remodelacdo catabolicos e anabdlicos bem localizados e dependente da quantidade de
componentes especificos da MEC (71) . Foi relatado que o estimulo por exposi¢do ao calor
pulsado a 45°C ou 60°C causou uma regulacdo positiva do procolageno do tipo | e 11l em
fibroblastos dérmicos humanos (72) e uma exposicdo repetida de calor moderado a 41°C
durante 1 hora duas vezes por semana ao longo da vida replicativa dos fibroblastos humanos
demonstrou proporcionar beneficios anti-envelhecimento tais como aumento da produgéo de
colageno (73). No presente estudo observou-se que o calor aumentou a area das fibras
colagenas, aumentou a expressao génica e protéica do colageno tipo Il e diminuiu a
expressao génica e protéica do colageno tipo 1. Esses achados sugerem que o calor causou
degradacdo, resintese e deposicdo de fibras coldgenas alongadas, espessas e em formato de
cesto, semelhante a histoarquitetura de pele jovem.

O TGF-p ¢ a principal citocina pro-fibrotica, que regula positivamente a producdo de
procolageno do tipo I e tipo Il (74). Uma Unica irradiacdo com radiacdo IV na pele humana
aumenta a expressdo do procolageno tipo I, enquanto irradiagbes mdltiplas reduzem a
expressao do procolageno tipo | (4). In vitro, o tratamento de fibroblastos com calor durante

30 min a 43°C aumenta a expressdo de TGF-B1(4) . No presente estudo, a expressdo génica e
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proteica de TGF-f aumentou na pele dos camundongos expostos a 43°C. Novamente,
podemos sugerir que os macréfagos foram ativados, pois 0s macréfagos sdo as principais
células responsaveis pela liberacdo de TGF-f (5).

No fotoenvelhecimento da pele induzido pela radiacdo UV, a destruicdo das fibras
elasticas leva a reducdo da espessura dérmica e alteragcbes na juncdo dermo-epidérmica,
resultando na formacédo de rugas (75). Estes resultados podem estar diretamente associados
ao aumento dos niveis proteicos da MMP-8 e da elastase neutrofilica, uma vez que o aumento
destas proteases na pele exposta a radiagdo UV provoca um acumulo de material elastético e a
fragmentacdo das fibras colagenas (3). Demonstrou-se que a exposi¢do cronica ao calor € um
importante estimulo fisico para o desenvolvimento de rugas na pele (53). O calor da luz solar
modula a sintese de tropoelastina, elastina e fibrilina-1, resultando no desenvolvimento de
elastose solar. Na pele jovem, o sistema de fibras elasticas adota uma arquitetura altamente
ordenada caracteristica, na qual as microfibrilas ricas em fibrilina orientadas
perpendicularmente (fibras oxitalanicas) na juncdo dermo-epidérmica se fundem com fibras
elasticas de grande didmetro na derme reticular, que sdo compostas principalmente de elastina
(76). Num sistema in vivo, foi demonstrado que a inducdo da expressdo de fibrilina-1 ocorre
antes da expressdo do colageno, tornando assim este componente de fibra elastica um
biomarcador til de reparacdo da pele (77). No presente estudo, observou-se um aumento da
area das fibras elasticas no grupo de 43°C em comparacdo com o grupo de 23°C, com
arquitetura preservada. Observamos também um aumento da expressdo génica de elastina e
fibrilina-1, indicando que o calor pode ter estimulado a elastogénese.

O calor aumenta a angiogénese na pele humana in vivo, induz a expressédo do VEGF e
diminuia expressdo dos fatores anti-angiogénicos na epiderme e na derme (4). No presente
estudo, a exposi¢do ao calor também aumentou os niveis 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 cutaneo de camundongos

O papel do calor produzido pelo espectro de luz visivel durante a cicatrizacdo das le-
sOes cutaneas ndo estad bem esclarecido. Em 2003, um estudo demonstrou que ratos atrasaram
o fechamento da lesdo quando foram expostos a 27°C comparados aos ratos expostos a 27°C
com adicdo da radiacdo IV (49). A pele humana quando exposta a luz visivel produz ERO,
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citocinas pro-inflamatdrias e MMP-1 (28). Nosso estudo mostrou que camundongos expostos
a 43°C atrasaram o fechamento das lesdes no 11° e no 14° dias apds a leséo.

E possivel que o calor influencie diretamente na fase inflamatoria do reparo tecidual
cutaneo. Apds lesdo da pele, os neutrdfilos sdo atraidos para o local da lesdo, seguido pelos
macrofagos (78). Os neutréfilos sdo mais ativos nas fases iniciais de inflamacdo, e na ausén-
cia de infeccdo, a infiltragdo de neutrofilos cessa dentro de poucos dias (19). Um estudo de-
monstrou que o numero de neutrdfilos no tecido de granulacdo foi semelhante nos ratos ex-
postos a 27°C e 0s ratos expostos a 27°C associado com a radiacdo 1V (49). Em nosso estudo
observou-se um numero semelhante de neutréfilos (células MPO-positivas), independente-
mente da temperatura, indicando que o calor ndo influencia no nimero de neutréfilos durante
a cicatrizacdo de lesbes cutaneas.

Além disso, durante a fase inflamatdria, macréfagos liberam TGF-B que atraem fi-
broblastos para a area da lesdo, iniciando a formacao de tecido de granulacdo, desempenhando
assim um papel essencial na transi¢do entre a inflamagéo e a fibroplasia (24) acelerando a
cicatrizacao de lesdes (79). No entanto, a permanéncia de macrofagos em fases posteriores do
reparo tecidual indica atraso na cicatrizacdo. No nosso estudo, observou-se um aumento no
namero de macrofagos (células F4/80-positivas) e na expressdo proteica de TGF-B 1/2/3 no
grupo 43°C, em comparacdo com o grupo de 23°C no 14° dia apds a lesdo.

A fase proliferativa é caracterizada pela migracéo de fibroblastos para o local da les&o,
para sintetizar e depositar colageno com o objetivo de formar um tecido de granulacdo ou
tecido de cicatriz (23, 26). Toyokawa e cols., mostraram um aumento na infiltracdo de fi-
broblastos em ratos expostos a radiacdo 1V associada com a exposi¢cdo de 27°C até o 7° dia
apos a lesdo (49). O TGF-B também importante durante o reparo tecidual cutane, pois estimu-
la a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos. Um estudo onde a pele das nadegas foi
exposta por 90 minutos a 43°C um aumento na expressao proteica de TGF-p1 e TGF-p2 24
horas ap0s a exposicao (4).

Durante a fase de remodelamento, a sintese da MEC é reduzida, e a maioria das célu-
las endoteliais, macréfagos e miofibroblastos entram em apoptose para reduzir a celularidade
do tecido de granulagdo (5, 26). No presente estudo, 14 dias apos a lesdo, o grupo 43°C mos-
trou maior densidade de volume de miofibroblastos e de macrofagos. Possivelmente estes
macrofagos ainda estavam participando da inflamacao e estimulando a diferenciacdo miofi-
brobléstica proporcionando uma caracteristica tipica de um processo de cicatrizacdo de leséo
atrasado.
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Ainda na fase de remodelamento, o colageno tipo 111, um componente importante do
tecido de granulacdo, é gradualmente substituido por colageno tipo I, a principal proteina da
derme (23). A exposicao da pele saudavel a temperatura de 41°C durante 1 hora, duas vezes
por semana aumenta a producéo de colageno (73), enquanto que a exposicdo pulsatil de 45°C
e 60°C regulam a sintese, deposicdo e degradacdo de tipo pré-colédgeno tipo | e tipo Il em
fibroblastos dérmicos humanos (80). Este processo regulatério é dependente das MMPs secre-
tadas pelos macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, cuja atividade é controlada por
TIMPs (5, 20). O reparo tecidual normal requer um equilibrio entre a atividade de MMPs e
TIMPs (19). O nosso estudo mostrou que 14 dias apos a lesdo, a exposicdo a 43°C aumentou
a expressao de colageno do tipo Il e diminuiu a expressao de colageno do tipo I.

N&o ha consenso sobre se é o efeito luminoso da radiacdo 1V ou o calor gerado por ela
é a responsavel por induzir a ativacdo das MMPs. Shin e cols., demonstraram que ratos sem
pélos saudaveis expostos a 43°C durante 15 ou 30 minutos, por 6 semanas apresentaram au-
mento da expressdao de MMP-13, mas néo alteraram a expresséo de MMP-2 e MMP-9 (53).
Nosso estudo demonstrou que o calor aumentou a expressdo proteica de MMP-1 e reduziu a
atividade gelatinolitica da MMP-2. Estes achados sugerem que o calor ativou a MMP-1, cau-
sando a degradacdo do colageno tipo 1. e os produtos da degradacdo do colageno tipo | ndo
foram devidamente consumidos pela atividade gelatinolica da MMP-2, sendo entdo acumula-
do na matriz extracelular da rea da leséo dificultado seu fechamento.

A elastina contribui para a elasticidade da pele, reaparece no final da fase de remode-
lamento. No entanto, o tecido cicatricial ndo tém as mesmas propriedades elasticas como o
tecido saudavel (5, 26). Em 2005, Chen e cols, demonstraram que o calor da luz solar modula
a sintese de tropoelastina, elastina, e fibrilina-1, resultando no desenvolvimento de elastose
solar. Eles observaram que a expressao génica da fibrilina-1 diminui com a exposi¢do ao agu-
da e aumenta com a exposicdo cronica ao calor em cultura de fibroblastos da pele humana. A
fibrilina-1 aumenta a expresséo na derme da pele envelhecida. Observaram ainda neste estudo
que o calor induz aumento da expressao genica fibrilina-1 na epiderme, enquanto reduz a sua
expressao na derme, o que leva a um conjunto de fibras elasticas anormais (8). No nosso estu-
do foi observado um aumento da expressdo da proteina de fibrilina-1 e MMP-12 nos camun-
dongos expostos ao calor 14° dia apos a leséo.

Estudos anteriores demonstraram a relacdo entre a expressdo de MMP-1 e a ativacédo
de proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAPKS). Park e cols., observaram que o calor
aumenta a expressao génica e proteica de MMP-1 e MMP-3, mas nédo de MMP-2, por ativa-

¢do da via das quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) através de um mecanismo au-
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tocrino dependente de I1L-6 (9). Em nosso estudo observou-se que 0s camundongos expostos
ao calor aumentaram a expressdo proteica da ERK fosforilada 14 dias apos a lesao.

CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados indicam que a exposicao ao calor atua sobre a pele de

camundongos. Ao agir sobre a pele s@ promoveu efeitos compativeis com os desejaveis para

terapias anti-envelhecimento. Entretanto, ao agir sobre les6es cuténeas retardou a cicatrizacéo.
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Abstract

In vive studies have shown that the combination of infrared radiation (IR) and visible light (VIS) is responsible for the activation of
metaloproteinases, causing matrix degradation and damage to healthy skin. However, the role of heat originating from the VIS
spectrum on wound healing remains poorly understood. Our objective was to investigate the macroscopic, microscopic and
biochemical effects of heat induced by visible light on cutaneous wound healing in mice. Male mice were anesthetized, subjected
to a cutaneous excisional wound and divided into two groups (m = 10/group) exposed to 23°C or 43°C in a thermal chamber for
30 min every other day, for 13 days. On day 14, the animals were sacrificed, and their lesions were processed for histochemistry,
immunohistochemistry and protein expression analysis, The wound area was 42% greater 11 days (p < 0.01) and 29% greater 14
days (p < 0.001) after wounding in the 43°C group than in the 23°C group. The 43°C group presented a lower (17 %) percentage of
reepithelialized wounds (p < 0.001) 14 days after wounding. The length of the epidermal gap was greater in the 43°C group
(o < 0.01). The volume density of myofibroblasts and the number of F4/80-positive macrophages was greater in the 43°C
group (p < 0.05). The 43°C group showed increased protein expression of type Ill collagen (p < 0.001), decreased protein expres-
sion of type | collagen (p < 0.05), increased MMP-1 expression (p < 0.05), and decreased MMP-2 activity (p < 0.001). The protein
expression of fibrillin-1 (o < 0.001), MMP-12 (p < 0.05), TGF-[} 1/2/3 (p < 0.01) and ERK activation (p < 0.05) was increased in the
43°C group. Qur results suggest that heat delays the stages of wound healing in mice.

Keywords: Heat, skin, wound healing, mice, extracellular matrix
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Introduction

The skin acts primarily as a protective barrier against the
environment. The loss of the integrity of large skin portions
as a result of a lesion can lead to severe disability or even
death.! Cutaneous wound healing is a dynamic process that
includes inflammation, granulation, tissue formation, and
tissue nz'ﬂ'mdelIing.z‘3 After injury, fibroblasts proliferate
and migrate to deposit a rich matrix in the lesion area.
A proportion of these fibroblasts differentiate into myofi-
broblasts, which are responsible for wound contraction.”
Thus, the process of wound healing can be affected when
the activities of dermal fibroblasts and myofibroblasts are
compromised by systemic and environmental factors.
Although studies indicate that local and systemic factors
may impair wound healing,” the effects of heat on cutane-
ous wound healing are not well understood.

Solar radiation (SR) is essential for life on Earth; however,
it is a major environmental risk factor for living organisms.

SR.® The sunlight spectrum on the Earth’s surface is 290~
3000nm and is 6.8% ultraviolet radiation (UV) (UVB: 290-
320nm and UVA: 320-400nm), 38.9% visible light (VIS: 400-
760nm) and 54.3% near-infrared radiation (IRA: 760-
1440 nm, IRB: 1440-3000 nm and IRC: 3000nm to 1mm).7
UV radiation-induced effects on the skin include solar elas-
tosis, keratosis, skin cancer, and photo ageing.&1

Although most studies about the adverse effects on the
skin involve SR and UV radiation,”'" the skin can be
exposed to a dose of 75]/cm?/h of IR in the summer in
Munich, Germanycn Skin temperature varies between
27.6°C and 33.1°C; while IRA penetrates into the subcuta-
neous tissue without raising the temperature of the skin,
IRB and IRC are absorbed into the epidermal layers and
increase the temperature up to 45°C."* Studies have
shown that high doses of IR can damage human skin,'*%
whereas lower doses are widely used for the treatment of
inflammatory processes.

The involvement of the ozone layer exposes South Australia,
New Zealand and South America to high concentrations of
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(MMP-1), decreases type I procollagen, increases neoangio-
genesis, and induces the infiltration of inflammatory cells
and DNA oxidative stress.'>' A study comparing the effect
of heat with and without IRA on the healing of skin wounds
in rats showed that isolated heat delayed the closure of skin
wounds.? Heat increases the expression of MMP-1, MMP-
3, MMP-12 and modulates the synthesis of elastin and
fibrillin.?'*

In contrast to UV radiation and IR, which are known to
facilitate the cutaneous photo ageing and formation of free
radicals and reactive oxygen species (ROS), the possible
similar effects of VIS on human skin are poorly character-
ized. Vandersee and colleagues showed that VIS can pro-
duce free radicals and ROS in human skin through
radiation with blue-violet light™ In wvivo studies have
shown that the combination of IR and VIS is responsible
for the activation of MMPs, causing matrix degradation
and damage to healthy skin.” However, the role of heat
from the VIS spectrum remains poorly understood in
wound healing. However, some studies have shown that
a slight increase in the room temperature may improve
wound healing in diabetic patients (associated with elec-
trical stimulation)” and in vitro studies suggest that an
increase in temperature may accelerate the wound healing
process, by accelerating fibroblast migration.”® Therefore,
due to this controversy in the literature and to the lack of
clear evidence from animal models, the aim of this study
was to investigate the macroscopic, microscopic, and bio-
chemical effects of heat induced by visible light on the heal-
ing of excisional skin lesions in mice.

Materials and methods
Animals

Male Swiss mice aged 8-10 weeks (25-35g) had free access
to food and water and were maintained in a room at 23°C
and with a 12-h light/dark cycle. All procedures were per-
formed in accordance with the Brazilian legislation regard-
ing animal experimentation (no. 11.794, from October 8,
2008). This study was approved by the Ethical Committee
for Animal Use of the State University of Rio de Janeiro
(CEA/022/2014).

Heat exposure chamber

Heat exposure was conducted in a wooden box that was
15 mm thick™ with the indicated external (52 cm long, 24 cm
wide and 21 cm high) and internal (425cm long, 21.5cm
wide and 18.8cm high) dimensions. The temperature was
controlled by a rotary dimmer (Pratis-Pial Legrand, Sao
Paulo, Brazil) coupled to two incandescent bulbs (100 W)
(Philips Standard, 100 W, 127 v, Barueri, Brazil). The tem-
perature of 43°C and the time of exposure were chosen
based on the study of Shin et al*” In a pilot study {(data
not shown), we performed daily exposure to heat during
the first three days only. In the pilot study as well as in
the present study, heat exposure delayed closure of skin
wounds.

The measurement of the intensity of visible light

The intensity of visible light was measured with a spec-
trometer (Ocean Optics Red Tide 650, average of 50 scans,
USA). This lamp has a colour temperature of 2700K.
The luminous flux of 1350lm and average lux were
assessed every 5min for 30min and were 35.5+0.41ux
(Digital light meter - Minipa MLM-1332). To measure the
temperature and humidity inside and outside of the box, a
digital thermo-hygrometer was employed (INCOTERM,
Porto Alegre, Brazil).

Temperature measurement

The skin surface tengerature was measured using a non-
contact thermometer™ (OEM, Mainland, China) before the
heating process and at 5-min intervals thereafter.

Experimental design

Mice (n = 20) were intraperitoneally anesthetized with keta-
mine (150 mg/kg b. wt.) and xylazine (15mg/kg b. wt.).
The hair on the back of the mice was shaved. Using a tem-
plate, a square (1 cm?) was drawn on the animal’s back and
a full-thickness excisional wound was created, using scis-
sors, with the excision of the epidermis, dermis and hypo-
dermis, exposing the panniculus carnosus.” The wound
was not sutured or covered and healed by second intention
(does not have its margins approximated by sutures). After
the injury, the animals were divided as follows: the 23°C
group (n=10) - the mice were placed in the exposure cham-
ber with the lamps turned off for 30min; and the 43°C
group (n=710) - the mice were exposed to 43°C in the
heat exposure chamber for 30 min. For exposure to heat,
the two lamps were lit to full power until an internal tem-
perature of 43°C was reached, and then the power was
reduced to stabilize the temperature. When the temperature
was stable, the animals were placed in the heat exposure
chamber for 30min. Exposure to heat started on the first
day after the injury and lasted for 13 days, with exposure
occurring every other day.””

Macroscopic analyses

To evaluate wound contraction and reepithelialization
(macroscopically), immediately after wounding and 3, 7,
11 and 14 days later, a transparent plastic sheet was
placed over the wound, and the lesion’s margins were
traced.™ The wound area was measured using Image | soft-
ware (National Institutes of Health, Bethesda, MD). The
results were expressed as a percentage of the original
wound area (mean + standard mean error). The percentage
of reepithelialized wounds was estimated by the number of
closed wounds per group 14 days after wounding,.

Tissue harvesting and microscopic analyses

Fourteen days after wounding, the mice were killed by CO,
exposure. Five lesions and adjacent normal skin per group
were collected, fixed in formalin (pH 7.2) and embedded in
paraffin. The paraffin-embedded sections were stained with
haematoxylin-eosin to analyze the wound area and the
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length of the epidermal gap. Lesions from five animals per
group were collected and frozen at —70°C for each group.
The frozen lesions were macerated in lysis buffer, and the
total protein concentration was determined using a bicinch-
oninic acid protein assay (Thermo Fisher Scientific,
Rockwood, TN, USA). The lysate was used to perform
immunoblotting.

Sections (5pum thick) were stained with haematoxylin-
eosin to measure the epidermal gap, which is defined as the
distance in micrometres (um) between the edges of the
lesion. For this, the slides were digitized using a
Pannoramic Digital Slide Scanner (3DHistech Ltd.,
Budapest, Hungary). The length of the epidermal gap was
measured using Panoramic Viewer software (3DHistech
Ltd., Budapest, Hungary).

To analyze cell density, scanned images were used.
A stereological tool (point counting) was employed as pre-
viously described by our group.”

Immunohistochemistry and quantification

Immunohistochemistry was used to investigate the num-
bers of neutrophils (myeloperoxidase) and macrophages
(F4/80). The following antibodies were used: rat monoclo-
nal to myeloperoxidase (#71674; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; 1:500) and rat monoclonal to F4/80
(#497; Serotec Inc., Raleigh, NC, USA; 1:500), as previously
described *** To quantify the number of immunostained
cells, five random fields per animal (14,978 um”) were ana-
lyzed as previously described.**® The results were pre-
sented as cells per mm”.

Quantification of myofibroblasts was performed using
sections immunolabelled with mouse monoclonal antibody
to a-smooth muscle actin (#0851; DAKO, Carpinteria, CA,
USA; 1:100) and the anti-mouse EnVision System (#4001;
DAKQO; 1:20), as previously described.** The volume density
of myofibroblasts was evaluated using point counting and a
video microscopic system, as previously described >3
The results were presented as the volume density of myofi-
broblasts (Vvy).

Immunoblotting

Five lesions per group were collected and frozen at —80°C.
Frozen lesions were macerated in lysis buffer (20mM
Tris-HCl pH 7.5, 138mM sodium chloride, 10% glycerol,
1% Triton X-100, 2mM ethylenediaminetetraacetic acid,
10 ug/mL leupeptin, 0.025% phenylmethylsulfonyl fluor-
ide; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). After centrifuga-
tion, the total protein concentration was determined using a
bicinchoninic acid protein assay (Thermo Fisher Scientific,
Rockwood, TN, USA). Proteins (30 or 50 ug) were resolved
by 8 or 10% sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gels
(SDS) and were transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes. Protein molecular weight standards
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) were included. The mem-
branes were blocked with 5% non-fat milk in powder
form (Nestlé, Sao Paulo, Brazil) dissolved in phosphate
buffer containing 0.05% Tween-20 and were probed
overnight at 4°C  with rabbit anti-type [ collagen
precursor (Col-1p) (Millipore, Temecula, CA, USA,
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1:1000), mouse anti-type III collagen (Col-3) (Millipore,
1:600), mouse anti-MMP-1 (Santa Cruz Biotechnology,
1:200), goat anti-fibrillin-1 (Santa Cruz
Biotechnology, 1:200), rabbit anti-MMP-12 (Santa Cruz
Biotechnology, 1:200), rabbit anti-precursor transforming
growth factor (TGF)-p 1/2/3 antibody (Santa Cruz
Biotechnology,  1:200),  rabbit  anti-pERK  (Santa
Cruz Biotechnology, 1:200), and mouse anti-ERK (Santa
Cruz Biotechnology, 1:200). The membranes were then
washed and incubated with peroxidase-conjugated anti-
mouse (1:100) (DAKO), anti-goat (1:200) or anti-rabbit
(1:500) secondary antibodies, all from Santa Cruz
Biotechnology. Bound antibodies were detected by enhanced
chemiluminescence (Santa Cruz Biotechnology). For chemilu-
minescence detection, the ChemiDoc MP system (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) was used.
Subsequently, the membranes were stripped and reprobed
with a mouse anti-f-actin antibody (42 kDa, Sigma-Aldrich).
The bands were quantified by densitometry analysis, which
was performed using Adobe Photoshop version 7.01 (Adobe
Systems, San Jose, CA, USA), and the results were expressed
as arbitrary units.

Zymography

The gelatinase activity of matrix metalloproteinase-2
(MMP-2) was analyzed by zymography in five samples of
frozen scar tissue per group, as described previously.”
Frozen fragments of each wound were placed in 1mL of
lysis buffer (20mM Tris-HCI, pH 7.5, 138 mM NaCl, 10%
glycerol, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 10 mg/mL leupep-
tin, and 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride), macerated
and centrifuged at 3.864 ¢ for 30min at 4°C. The lysates
were collected and stored at —80°C. Twenty micrograms
of protein from each lysate was resolved on an 8% SDS-
polyacrylamide resolving gel containing 1mg/mL gelatin
(Sigma-Aldrich) layered with a 4% SDS-polyacrylamide
stacking gel. Lysate from a human placenta was used as a
positive control for gelatinolytic acﬁ\/fity.:“\3 Protein molecu-
lar weight standards (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK) were included for molecular
weight estimation. Following protein separation, the gels
were washed in 2.5% Triton X-100 and incubated in devel-
opment buffer, pH 8.4 (50 mM Tris-HCI, 5mM CaCl,.2H>0O,
and 2mM ZnCl2), for 12h at 37°C without agitation. The
gels were then stained with 0.25% Coomassie Brilliant Blue R
solution for 30min and then destained (50% methanol, 10%
glacial acetic acid, and 40% distilled water) to obtain a contrast
between the gelatinolytic bands and the gel background.
Images captured with the ChemiDoc MP system (Bio-Rad
Laboratories) were used for detection. Densitometry was per-
formed on the scanned images using Adobe Photoshop soft-
ware version 7.01 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA), and
the results were expressed as arbitrary units.

Statistical analysis

The values for all measurements are expressed as the mean-
+the standard error of the mean (SEM). Analysis of the
data was performed using repeated measures ANOVA
(Geisser-Greenhouse) with Dunn’s post test for wound
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closure and unpaired f-test for the other parameters, with
p <0.05 as the least significant level. InStat GraphPad soft-
ware was used to perform the statistical analysis (GraphPad
InStat version 6.00, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Results

Heat exposure delays wound healing and
reepithelialization

During the exposure period, the temperature and humidity
of the chamber were constant (online Supplementary Figure
1). The light used to heat the chamber was visible light with
a maximum spectral emission between 614-628 and
661-677 nm. The emission spectrum can be seen in online
Supplementary Figure 2.

The average mouse body temperature before exposure
was 31.8 +0.31°C and during the exposure to 43°C peaked
at 33.540 19°C in 30min. Five minutes after exposure to
43°C for 30min, the mouse body temperature was
32.3+0.09°C (online Supplementary Figure 3).

To investigate the effects of heat on wound healing, we
analyzed the area of the wound, reepithelialization and epi-
dermal gap length. The 43°C group lesions showed 42%
and 29% increases in area 11 (p <0.01) and 14 (p <0.001)
days after wounding, respectively, compared with the
23°C group (Figure 1(a) and (b)).

The percentage of reepithelialized wounds was reduced
in the 43°C group (Figure 1(c)). When reepithelialization
was measured, we verified that the percentage of reepithe-
lialized wounds in the 43°C group was decreased by 17%
(p<0.001) compared with the 23°C group, indicating
incomplete reepithelialization 14 days after wounding
(Figure 1(d)). Furthermore, the 43°C group showed an
increased epidermal gap length compared with the 23°C
group (p < 0.01) 14 days after wounding (Figure 1(e)).

Heat exposure increases the number of myofibroblasts
and macrophages

The number of cells was evaluated 14 days after the injury
to analyze the granulation of tissue; both groups showed
similar numbers of inflammatory cells (Figure 2(a)). The
43°C group had a higher volume density of myofibroblasts
(p < 0.01) (Figure 2(b)), a similar number of MPO-positive
neutrophils (Figure 2(c)}, and a greater number of F4/80-
positive macrophages (p <(.05) compared with the 23°C

group (Figure 2(d)).

Effect of heat exposure on the components of the
extracellular matrix in the wound healing area

To investigate the influence of heat on the expression of
extracellular matrix proteins during wound healing, the
protein expression of TGF-p 1/2/3, type I and 111 collagen,
and MMP-1, and MMP-2 gelatinolytic activity was investi-
gated. The protein expression of TGF-f 1/2/3 was greater
in the 43°C group (p < 0.01) than in the 23°C group 14 days
after injury (Figure 3(a)). Fourteen days after wounding,
the 43°C group presented increased expression of type III
collagen (p <0.001) and decreased expression of type I

collagen (p <0.05) compared with the 23°C group (Figure
3(b)). This result corresponds with the increase in MMP-1
expression (p < 0.05) and the reduction of MMP-2 activity
(p < 0.001) observed in the 43°C group compared with the
23°C group (Figure 3(c) and (d)), indicating an imbalance
between degradation and collagen deposition 14 days after
wounding,.

To investigate the effect of heat exposure on the elastic
compenents of the extracellular matrix, we analyzed the
expression of fibrillin-1, a component of elastic fibres, and
MMP-12, an elastase. The expression of fibrillin-1 (p < 0.001)
and MMP-12 (p <0.05) increased in the 43°C group com-
pared with the 23°C group (Figure 3(e) and (f)). Our results
suggest that the increased production of fibrillin-1 induced
by heat may have contributed to the accumulation of elastic
material in the extracellular matrix of the wound area.

Heat induces the activation of ERK mitogen-activated
protein kinase pathways

The expression of MMPs is associated with the coordinated
activation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs).
Thus, we investigated ERK activation by exposure to heat.
Fourteen days after wounding, the 43°C group showed
increased activation of pERK compared with the 23°C
group (p < 0.05) (Figure 4).

Discussion

The role of heat produced by the visible light spectra during
wound healing is not clear. In 2012, the production of ROS,
pro-inflammatory cytokines, and MMP-1 expression in
human skin after visible light exposure was repurted.m
Another study showed that exposure to approximately
27°C delayed the healing of cutaneous wounds in rats com-
pared with the rats exposed to 27°C added to the infrared
radiation.”® OQur study showed that exposure to 43°C,
achieved by exposure to visible light, delayed the closure
of wounds 11 and 14 days after injury.

It is possible that heat plays a role during the inflamma-
tory stage of cutaneous tissue repair. After skin injury,
neutrophils are attracted to the wound site, followed by
macrophages.” Neutrophils are more active in the early
stages of inflammation, and in the absence of infection,
the infiltration of neutrophils ceases within a few dayS.2
The number of neutrophils in granulation tissue was similar
in the mice exposed to 27°C and the mice exposed to 27°C
associated with infrared radiation.?” In our research, we
observed a similar number of MPO-positive neutrophils,
regardless of the temperature, indicating that the heat did
not influence the action of neutrophils during wound
healing.

Additionally, macrophages release TGF-f during the
inflammatory phase, which attracts fibroblasts to the area
of injury, initiating the formation of granulation tissue, thus
playing an essential role in the transition between inflam-
mation and fibroplasia*' and accelerating wound healing.*?
However, the permanence of macrophages in the later
stages of tissue repair indicates delayed healing. In our
study, we observed an increase in the number of F4/
80-positive macrophages and the extent of TGF-p 1/2/3
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Figure 1 Macroscopic analysis of wound healing in heat-exposed mice. (a) Photographs of the wounded mice exposed to 23°C and 43°C at 3, 7, 11, and 14 days
after wounding. (b) Percentage of original wound area at 3, 7, 11, and 14 days after wounding (graphical representation). (c) Percentage of reepithelialised wounds 14
days after wounding (graphical representation). (d) Representative images of the epidermal gap in the 23°C and 43°C groups 14 days after wounding. Left, macroscopic
images; the dotted line represents the border of the non-reepithelialised region. Right, histological images of the epithelial gap. The area between the lines represents
the epithelial gap. Hematoxylin-eosin, bar = 500 um. (e) Epidermal gap 14 days after wounding (graphical representation). Data (n = 10 per group) are expressed as the
mean + SEM. “'p < 0.01, ***p < 0.001 compared between the 23°C vs 43°C groups (non-parametric repeated measures ANOVA with Dunn's post test for wound area,
and unpaired t-test for percentage of reepithelialized wounds and epithelial gap). (A color version of this figure is available in the online journal.)
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Figure 2 Microscopic analysis of wound healing on heat-exposed mice. (a) Volume density of inflammatory cells (Vv %) in the wound area 14 days after wounding. (b)
Stereological analysis showing the volume density of myofibroblasts (Vv %) in the 2-SMA-positive myofibroblasts in the wound area 14 days after wounding. (c) MPO-
positive neutrophils and (d) F4/80-positive macrophages in the wound area 14 days after wounding. Data (n =6 per group) were expressed as the mean - SEM.

*p <0.05, *p < 0.01 compared between the 23°C vs 43°C groups (Unpaired t test). Bar =50 um. (A color version of this figure is available in the online journal.)

protein expression in the 43°C group compared with the
23°C group 14 days after injury.

The proliferative phase is characterized by the migra-
tion of fibroblasts to the site of injury, to synthesize and
deposit collagen to form new tissue or scar tissue.*>*
Toyokawa et al. showed an increase in fibroblast infiltration
in mice exposed to IR associated with 27°C exposure up to
seven days post wounding.20 An increase in the expression
of TGF-f1 and TGF-B2 24 hours after heating the skin of the
buttocks to 43°C for 90min was observed in another
study.”® During the remodelling phase, extracellular
matrix synthesis is reduced, and the majority of endothelial
cells, myofibroblasts and macrophages die by apoptosis to
reduce the cellularity of the granulation tissue.***
Fourteen days after injury, myofibroblasts of the 43°C

group showed a higher bulk density and a higher
number of F4/80-positive macrophages than the 23°C
group; this is a feature typical of a delayed wound healing
process.

Throughout the remodelling phase, type III collagen, a
major component of granulation tissue, is gradually
replaced by type I collagen, the main dermal protein.*®
Exposure to temperatures of 41°C for 1h twice a week
increases collagen production in healthy skin,“6 whereas
pulse exposure to 45°C and 60°C increases the regulation
of procollagen type I and III in human dermal fibroblasts.*”
This process is dependent on MMPs secreted by macro-
phages, endothelial cells and fibroblasts, whose activity is
controlled by tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs)."* Normal tissue repair requires a balance between
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Figure 3 Collagen and MMP expression and activity during wound healing in heat-exposed mice. (a) Protein expression of TGF-31/2/3. (b) Protein expression of type
Il collagen and type | collagen. (c) Protein expression of MMP-1. (d) Activity of MMP-2 by a zymographical assay of matrix metalloproteinase (MMP-2). (e) Protein
expression of fibrillin-1 and (f) MMP-12. Densitometry expressed as arbitrary units (a.u.) forimmunoblotting of TGF-B1/2/3 (47 kDa), type | collagen (70-90 kDa), type III
collagen (138 kDa), MMP-1 (52 kDa), fibrillin-1 (330-350kDa) and (f) MMP-12 (59 kDa) and the zymographical assay of MMP-2. B-Actin (42kDa) was used as a
constitutive protein for normalization. Data (n = 5 per group) were expressed as the mean .- SEM. *p < 0.05, *"p < 0.01 and ***p < 0.001 compared between the 23°C vs

43°C groups (unpaired t-test)

the activity of MMPs and TIMPs.2-Our study showed that There is no consensus on whether IR or the heat
14 days after injury, exposure to 43°C increased the expres-  generated by IR can induce the activation of MMPs.
sion of type III collagen and decreased the expression of  Shin et al. demonstrated that healthy hairless mice exposed
type I collagen. to 43°C for 15 or 30min for 6 weeks showed increased
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Figure 4 ERK during wound healing in heat-exposed mice. Protein expression
of pERK {42-44 kDa). i-Actin (42 kDa) was used as a constitutive protein for
normalization. Data (n =5 per group) were expressed as the mean - SEM.

*p < 0.05 compared between the 23°C vs 43°C groups (unpaired f-test)

MMP-13 expression but unchanged MMP-2 and MMP-9
expression.” We observed that heat increased MMP-1
expression and reduced MMP-2 activity. These findings
suggest that the heat activated MMP-1, causing degradation
of type I collagen. Type I collagen degradation products
were consumed by the gelatinase activity of MMP-2.

Elastin, which contributes to the elasticity of the skin,
reappears at the end of the remodelling phase; however,
scar tissue does not have the same elastic properties as
healthy tissue.**? Heat from sunlight modulates the synthe-
sis of tropoelastin, elastin, and fibrillin-1, resulting in the
development of solar elastosis. Fibrillin-1 expression
increases in the dermis of aged skin. While the gene expres-
sion of fibrillin-1 decreases with acute heat exposure, it
increases with chronic exposure in cultured fibroblasts of
human skin. Heat increases the expression of the fibrillin-1
gene in the epidermis while reducing its expression in the
dermis, which leads to a set of abnormal elastic fibres.?!
In our study, we observed increased protein expression of
fibrillin-1 and MMP-12 in the mice exposed to 43°C 14 days
after wounding.

69

Previous studies have shown the relationship between
the expression of MMP-1 and MAPK activation. Park et al.
observed that heat increases the gene and protein expres-
sion of MMP-1 and MMP-3, but not MMP-2, by ERK
pathway activation via an IL-6 dependent autocrine mech-
anism.>* We observed that the mice exposed to 43°C heat
showed increased protein expression of phosphorylated
ERK 14 days after wounding,.

In conclusion, we have shown that heat delayed the heal-
ing of skin wounds in mice. This delay was characterized by
an increase in the wound area and the gap associated with a
reduction of the reepithelialized area. Our findings suggest
a possible role of heat in the imbalance between the depos-
ition and the degradation of collagen and elastic fibres in
the extracellular matrix.
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Esta tese contou com o suporte do projeto “Ensino integrado: assisténcia, docéncia e inovagao
em medicina laboratorial ¢ saude” do Edital Pro-Ensino em Salde (024/2010) da CAPES, na
forma de bolsa para o doutorando Marco Aurélio dos Santos Silva.

Esta linha de pesquisa no Ensino em Salde visa permitir a integracdo maior entre a
pos-graduacao e o ensino em seus diversos niveis. Na Pds-graduacdo em Biologia Experimen-
tal alunos de mestrado e doutorado e recém doutores tem atuado em sinergia para producéo de
material didatico, revisdo e validacdo de metodologias de ensino, avaliacdo de aprendizado e
de melhoria de desempenho no ambiente de ensino atraves de preceptoria, ensino a distancia,
teleconferéncias, telessaude, chats e foruns de discusséo e de consulta ao especialista.

No ensino tradicional de Histologia a parte pratica é realizada em microscépios de luz,
entretanto esta metodologia oferece algumas desvantagens como, por exemplo, a necessidade
de uma grande quantidade de laminas iguais para atender a todos os alunos e os altos custos
de manuten¢do dos microscopios e das cole¢Bes de laminas. 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 avaliacdo. Acreditamos que implementacdo da microscopia digital alem de reduzir
0s custos de manutencdo vai permitir o acesso dos alunos a um nimero maior de imagens e
com maior qualidade.

Os resultados desta parte do projeto sdo apresentados no artigo submetido.
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