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Metodologia alternativa para o estudo 
dos efeitos da radiação infravermelha-A 
sobre a pele humana
Alternative methodology for the study of infrared-A radiation ef-
fects on human skin

 DOI: http://dx.doi.org/10.5935/scd1984-8773.20168202

RESUMO
	 ��Introdução: A radiação infravermelha A (IV-A) causa alterações estruturais na pele, simi-

lares àquelas provocadas pela exposição prolongada à radiação ultravioleta. A avaliação de 
eficácia e segurança para produtos cosméticos concentra-se em ensaios in vitro e clínicos. 
Uma alternativa promissora é a utilização de fragmentos de pele humana provenientes de 
cirurgias plasticas eletivas, para avaliar os reais beneficios os reais benefícios clínicos de um 
produto aplicado topicamente.

	� Objetivo: O objetivo desta investigação foi correlacionar os efeitos da radiação IV-A, em 
biópsias e em fragmentos de pele ex vivo e cultura de fibroblastos humanos, pela quanti-
ficação dos mediadores MMP-1, TIMP-1 e GADD45a. 

	� Métodos: Coleta de biópsias de 15 voluntárias após aplicações de IV-A durante cinco 
dias consecutivos. Exposição à radiação IV-A de fragmentos de pele humana provenientes 
de cirurgia plástica eletiva e cultura de fibroblastos humanos. Mensuração dos mediadores 
MMP-1, TIMP-1 e GADD45a para posterior comparação dos resultados. 

	� Resultados: Nos três modelos utilizados a radiação IV-A induziu aumento de MMP-1, 
inibiu a síntese de GADD45a e não alterou os valores de TIMP-1. 

	� Conclusão: Devido à correlação positiva dos modelos estudados, pode-se sugerir o uso 
de pele ex vivo como ferramenta plausível e sustentável para suprir diferenças entre co-
nhecimentos gerados a partir de experimentos in vitro e clínico.

	� Palavras-chave: fotoenvelhecimento da pele; metaloproteinase 1 da matriz; radiação so-
lar; técnicas in vitro

ABSTRACT
	 �Introduction: Infrared radiation (IR-A) causes structural changes in the skin, similar to those caused 

by prolonged exposure to ultraviolet radiation. Evaluation of efficacy and safety of cosmetic products 
concentrates in in vitro tests and clinical trials. A promising alternative is the use of fragments of 
human skin from elective cosmetic surgery, to evaluate the actual clinical benefits of a product applied 
topically.

	 �Objective: The objective of this study was to correlate IR-A radiation effects in biopsies and in ex 
vivo skin fragments and in human fibroblasts culture by quantifying MMP-1, TIMP-1 and GAD-
D45a mediators. 

	 �Methods: Collection of biopsies from 15 volunteers after IR-A applications for 5 consecutive days. 
Exposure to IR-A radiation of human skin fragments from elective cosmetic surgery, and human 
fibroblasts culture. Measurement of MMP-1, TIMP-1 and GADD45a mediators for further com-
parison of results. 

	 �Results: In the three models used, the IR-A radiation induced an increase in MMP-1, inhibited the 
synthesis of GADD45a, and did not changed TIMP-1 values.

	 �Conclusion: Due to the positive correlation of the models studied, it may be suggested the use of ex 
vivo skin as plausible and sustainable tool to overcome differences between knowledge generated from 
in vitro and clinical experiments.

	 Keywords: skinaging; matrix metalloproteinase 1; solar radiation; in vitro techniques
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INTRODUÇÃO
O espectro eletromagnético emitido pela radiação solar 

é composto por ampla variedade de comprimentos de onda. Só 
algumas frações desses comprimentos, entretanto, são capazes 
de atingir a superfície da Terra, incluindo a radiação ultravioleta 
(UV 280-400nm), luz visível (LV 400-760nm) e infravermelha 
(IV 760nm-1mm).1

Por muitos anos, o fotoenvelhecimento e o dano cutâ-
neo foram atribuídos quase exclusivamente à radiação UV, que 
representa apenas 6,8% da radiação solar, em comparação com 
as radiações infravermelha e visível, que representam 54,3% e 
38,9% da energia solar incidente, respectivamente.1 Hoje, porém, 
sabe-se que a radiação IV também induz alterações histológicas 
similares àquelas induzidas pela exposição crônica à UV.2

A radiação IV (RIV) é classificada em IV-A (760-
1400nm), IV-B (1400-3000nm) e IV-C (3000nm-1mm) de 
acordo com o comprimento de onda e sua penetração nas cama-
das da pele.1-3 A RIV pode causar dois tipos de efeitos: o térmico, 
que pode ser benéfico ou danoso dependendo da dose, e o dano 
oxidativo, que fica mais restrito à faixa próxima do IV-A (760 
a 1.500nm). A IV-A atinge mais profundamente a pele, sendo 
que 35% da radiação se concentra na epiderme, 48% na derme 
e 17% no tecido subcutâneo.2, 4 Apesar de não estar totalmente 
esclarecido, o mecanismo pelo qual a radiação IV-A induz seus 
efeitos nocivos envolve distúrbios no transporte de elétrons mi-
tocondriais, levando à diminuição na produção de energia e ao 
aumento na formação de espécies reativas de oxigênio.5-7 Com 
a perda da homeostasia mitocondrial, há estresse oxidativo e al-
teração na expressão gênica e no metabolismo dérmico traduzi-
do pelo aumento da expressão de metaloproteinase 1 (MMP-1), 
diminuição da síntese de colágeno, desenvolvimento da elastose 
solar e hiperpigmentação cutânea.8-11

Além disso, danos no DNA, indução de citotoxicidade e 
geração de estresse oxidativo, com diminuição na atividade an-
tioxidante, têm sido relatados após exposição aguda à radiação 
IV-A.2,9,12-15 Exposições excessivas e repetidas à IV-A também 
demonstrou causar danos crônicos como o eritema ab igne e car-
cinoma de células escamosas,5, 16 provavelmente em consequên-
cia da redução no processo de reparação do DNA.17-18

Com o advento da política dos 3R (Replace, Refine and 
Reduce) que sustenta a utilização de testes alternativos para sub-
stituir, refinar e reduzir o uso de animais em pesquisa, a avaliação 
da segurança e eficácia cosmética ficou restrita aos testes in vitro 
e clínicos. Os ensaios in vitro predizem possíveis efeitos tóxicos 
e determinam os prováveis mecanismos de ação biológica re-
sponsáveis pelo benefício clínico do cosmético, complementan-
do os resultados in vivo, embora a inferência direta entre os 
resultados obtidos requeira cautela, pois nem sempre os mecanis-
mos observados nas culturas celulares ou em modelos de pele 
equivalente podem ser extrapolados para a condição real de uso. 
Da mesma forma, os resultados clínicos, apesar de propiciarem 
inegável contribuição para a avaliação da segurança e eficácia 
cosmética, não fornecem dados relacionados aos mecanismos de 
ação, como aqueles obtidos pelas técnicas in vitro. 

A avaliação dos mecanismos biológicos de ação utilizan-

do como sistema-teste biópsias cutâneas obtidas de voluntários 
humanos19-21 saudáveis constitui um modelo para compreensão 
dos danos reais que um agente agressor pode deflagrar, assim 
como dos benefícios clínicos genuínos de um tratamento cos-
mético ou dermatológico. Contudo, esse procedimento, embora 
frequentemente relatado na literatura, pode ser considerado in-
vasivo como ferramenta de investigação cotidiana. 

Dessa forma, uma alternativa plausível e sustentável para 
suprir essa lacuna entre o in vitro e o clínico é a utilização de 
fragmentos de pele provenientes de cirurgias plásticas eletivas 
(estudo ex vivo), que se caracteriza como modelo mais adequa-
do para aproximação do real efeito responsável pelos benefícios 
clínicos de um produto aplicado topicamente. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi correlacionar os efeitos 
da radiação IV-A, tanto em biópsias quanto em fragmentos de 
pele ex vivo e cultura de fibroblastos humanos, por meio da quan-
tificação dos mediadores MMP-1 (metaloproteinases de matriz), 
TIMP-1 (inibidor tecidual de metaloproteinase 1) e GADD45a 
(proteína de interrupção no crescimento e dano ao DNA).

MÉTODOS
Fibroblastos humanos HFF-1 (BCRJ, Rio de Janeiro, 

Brasil) foram semeados em garrafas de 75cm2 (Nunc, Denmark), 
cultivados e expandidos em incubadora a 37°C em presença de 
5% de CO

2
, utilizando meio de cultura específico. Atingindo 

confluência, as células foram semeadas em placas de 24 poços 
(Nunc).

Os fragmentos de pele utilizados no estudo foram pro-
venientes de um sujeito sadio, do sexo feminino, fototipo III,22 
de 54 anos, submetido à cirurgia plástica eletiva na região ab-
dominal (abdominoplastia). Após a realização do procedimento 
cirúrgico os fragmentos de pele foram fracionados em pedaços 
de aproximadamente 1,5cm2, pesados, e mantidos em placas de 
24 poços. 

As culturas de HFF-1 e os fragmentos de pele foram sub-
metidos a uma dose de 360J/cm2 de radiação IV-A utilizando os 
dispositivos Hydrosun 750 e HBM1 (Hydrosun Medizintechnik 
GmbH, Müllheim, Germany). Após a radiação, os sistemas-teste 
foram incubados em meio de cultura fresco e mantidos por 24 
horas para a coleta do sobrenadante, lisado celular e homogene-
izado tecidual. 

O ensaio clínico para avaliação de eficácia caracterizou-se 
como aberto, monocêntrico e prospectivo, envolvendo 15 vol-
untárias com idade entre 35 e 45 anos, fototipos II e III. Foram 
demarcadas duas áreas na região paravertebral de todas as partic-
ipantes incluídas no estudo, sendo uma controle, sem aplicação 
de radiação IV-A, e a outra exposta à radiação IV-A. A aplicação 
da radiação IV-A nas participantes do estudo foi realizada com 
o auxílio do dispositivo Hydrosun 750T IRA. A dose de 360J/
cm2 foi aplicada diariamente durante cinco dias consecutivos. 
Essa dose de radiação representa relevância fisiológica consid-
erando que a pele humana é exposta a quantidades significativas 
de radiação solar do tipo IV-A com a dose média de 108J/cm2/h 
(verão, Campinas, Brasil).
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O estudo envolvendo a participação de voluntários hu-
manos e a utilização de fragmentos de pele humana provenientes 
de cirurgias eletivas foi conduzido após aprovação do Comitê de 
Ética em Pesquisas da Universidade São Francisco – SP, Brasil. 

As concentrações de MMP-1, TIMP-1 e GADD45a 
foram mensuradas por meio de ensaio imunoenzimático, utili-
zando kits adquiridos comercialmente (R&D Systems, Minne-
apolis, MN, USA; Uscn Life Science Inc., Houston, TX, USA). 
A leitura da absorbância foi realizada em monocromador Mul-
tiskan GO (Termo Fisher Scientific Ou, Vantaa, Finland). Os 
níveis dos mediadores foram calculados a partir dos valores de 
referência obtidos pela curva-padrão construída com concen-
trações conhecidas das proteínas recombinantes.

Na avaliação estatística utilizou-se o t-test pareado com 
intervalo de confiança de 95% (GraphPad Prism v6). 

RESULTADOS
O gráfico 1 representa os efeitos da radiação IV-A sobre 

a produção de MMP-1, TIMP-1 e GADD45a em cultura de 
fibroblastos humanos. Conforme podemos observar, a radiação 
IVA produziu aumento significativo (31,2%) na produção de 
MMP-1 em comparação ao controle basal não irradiado. Em 
relação à GADD45a, a radiação IV-A provocou redução de 
50,5%, mas não alterou os valores de TIMP-1.

No gráfico 2 podemos observar os resultados obtidos 
após exposição de fragmentos de pele humana à irradiação IV-
A, promoveu aumento estatisticamente significativo (65,5%) na 
produção de MMP-1 e redução também expressiva na síntese de 
GADD45a (41,6%). Os níveis de TIMP-1 não sofreram alter-
ações em comparação ao controle não irradiado.

Os resultados obtidos no homogeneizado tecidual das 
biópsias obtidas após exposição das voluntárias à radiação IV-A 
estão no gráfico 3. A radiação foi capaz de promover aumento 
significativo (33,9%) na síntese de MMP-1 e redução de 37,9% 
na proteína GADD45a; não alerou, entretanto, os níveis de 
TIMP-1.

DISCUSSÃO
Ocorrência bastante comum após a exposição à radiação 

IV-A é a diminuição na síntese das principais proteínas dérmicas, 
colágeno e elastina, essenciais para a sustentação do tecido.9,23 
Essa alteração ocorre em consequência do estresse oxidativo 
induzido por espécies reativas de oxigênio geradas após a ex-
posição à radiação e leva ao aumento de enzimas proteolíticas, 
como a metaloproteinase de matriz tipo 1 (MMP-1).12,24 Essa 
proteinase, por sua vez, desencadeia um colapso na matriz ex-
tracelular e consequentemente o aparecimento de sinais prema-
turos do envelhecimento cutâneo.9,23 A atividade de MMPs pode 

Gráfico 1: Efeitos da radiação infravermelha A (IV-A) sobre a produção de MMP-1, GADD45a e TIMP-1 em cultura de fibroblastos humanos. 

Gráfico 2: Efeitos da radiação infravermelha A (IV-A) sobre a produção de MMP-1, GADD45a e TIMP-1 em cultura de pele humana obtida de cirurgia plástica eletiva
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ser controlada pelos inibidores teciduais de metaloproteinases 
(TIMPs), os quais são sintetizados por fibroblastos residentes na 
derme e atuam localmente, com a função específica de bloquear 
a atividade das MMPs, prevenindo dessa forma a degradação da 
matriz extracelular.25

Outra vertente da resposta oxidativa induzida pela ra-
diação IV-A é a geração de danos ao DNA celular. A capacidade 
de reparação imediata desses danos é um importante mecanismo 
celular que protege as células e mantém a estabilidade genômica, 
prevenindo a oncogênese precoce.26-27 As células animais pos-
suem um mecanismo de defesa elaborado para manter a inte-
gridade genômica e prevenir a fixação de danos permanentes 
resultantes do estresse genotóxico.25 Desses mecanismos, podem-
os citar a interrupção da progressão do ciclo celular ou ativação 
direta de apoptose, dependendo da extensão do dano e tipo 
celular.26-29 Nesse contexto, a proteína GADD45a desempenha 
papel crucial como sensor do estresse celular mediante a inter-
ação com outras proteínas, promovendo controle da regulação 
do ciclo celular, reparo do DNA, transformações epigenéticas, 
apoptose, sobrevivência e senescência.26-29

Neste estudo avaliamos marcadores envolvidos no envelhe-
cimento cutâneo utilizando três modelos humanos de sistema-tes-
te – cultura de fibroblastos, fragmentos de pele ex vivo e biópsias 
cutâneas, após a exposição à radiação infravermelha A (IV-A). 

O propósito desta análise comparativa foi validar o uso de 
pele humana obtida de cirurgia plástica eletiva como ferramenta 
alternativa para pesquisa de eficácia de ingredientes e produtos 
cosméticos, uma vez que os ensaios biológicos em modelos ani-
mais com essa categoria de produtos encontram-se praticamente 
abolidos e hoje estão centrados na utilização de testes in vitro e 
clínicos.

Apesar da inovação das técnicas de cultivo celular e do 
desenvolvimento de modelos tridimensionais de pele equiva-
lente cada vez mais complexos ainda existe uma lacuna na ex-
trapolação dos resultados para os benefícios clínicos que um cos-
mético é capaz de promover. Além disso, considerando que o 
tecido cutâneo interage estrutural e funcionalmente com todo o 
organismo e desempenha papel vital na manutenção e regulação 
dos sistemas imunológico, endócrino e nervoso,30 os efeitos bi-

Gráfico 3: Efeitos da radiação infravermelha A (IV-A) sobre a produção de MMP-1, GADD45a e TIMP-1 em biópsias cutâneas obtidas de voluntárias
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ológicos obtidos em estudos in vitro podem não traduzir com 
exatidão as observações, resultados e conclusões passíveis de 
ocorrer clinicamente.

A avaliação in vivo (clínica) utilizando biópsias cutâneas 
de voluntários submetidos a tratamentos cosméticos19-21 constitui 
metodologia que proporciona investigações referentes à farma-
codinâmica de moléculas ou produtos, pois, ao contrário dos 
outros modelos, não exclui a variabilidade hormonal, nutricional 
ou mesmo imunológica do indivíduo. Contudo, por se tratar 
de procedimento invasivo, pode, em alguns casos, sugerir uma 
conduta agressiva para comprovação da eficácia de produtos cos-
méticos e dermatológicos, sendo inviável como ferramenta de 
investigação cotidiana.

De acordo com um relatório da Sociedade Internacional 
de Cirurgia Plástica Estética (Isaps),31 o Brasil ocupa a primeira 
colocação em número de procedimentos cirúrgicos realizados 
em 2013, com destaque para lipoaspiração, colocação de próteses 
mamárias e abdominoplastia. A pesquisa também mostra que o 
Brasil quase dobrou o número de cirurgias estéticas realizados 
nos últimos quatro anos, com 97,2% de crescimento. 

Considerando que os fragmentos de pele sobressalentes 
das cirurgias plásticas eletivas são rotineiramente descartados 
como resíduo infectante, sua utilização constitui alternativa ex-
perimental factível e sustentável para suprir a lacuna entre o in 
vitro e o clínico, aproximando-se dos reais benefícios que um 
produto aplicado topicamente pode exercer.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram os efeitos 
deletérios que a radiação IV-A é capaz de promover no teci-
do cutâneo, como aceleração do envelhecimento e enfraquec-
imento de mecanismos envolvidos no reparo tecidual. A pro-
dução de MMP-1 mostrou-se aumentada após a exposição dos 
três sistemas-teste – cultura de fibroblastos, fragmentos de pele 
ex vivo e biópsias cutâneas – à dose de 360J/cm2 de radiação 
IV-A. De modo similar, a radiação IV-A produziu redução sig-
nificativa na produção de GADD45a em comparação com o 
controle basal não irradiado. Uma possível explicação para esse 
efeito é o aumento do consumo e degradação dessa proteína em 
consequência do estresse genotóxico, o que poderia resultar na 
redução transitória dos níveis de GADD45a nas culturas. Con-
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forme já mencionamos, a ausência dessa proteína pode levar à 
instabilidade genômica e à deficiência na reparação dos danos ao 
DNA.28-29,32 Em relação aos níveis de TIMP-1 não foram obser-
vadas alterações significativas após exposição dos sistemas-teste à 
radiação IV-A.

Os resultados obtidos em nosso estudo revelam clara-
mente que o modelo de pele ex vivo é efetivo na mimetização 
dos efeitos da radiação IV na pele, comprovando que o uso de 
fragmentos de pele humana provenientes de cirurgia plástica 
eletiva é, atualmente, a opção mais segura e promissora e não 
invasiva para o estudo de novos ativos e formulações da indústria 
cosmética/dermatológica.

CONCLUSÃO
Devido à correlação positiva de resultados entre os três 

modelos avaliados, podemos sugerir que o ensaio ex vivo com 
fragmentos de pele obtidos de cirurgia plástica eletiva constitui 
abordagem alternativa à utilização de biópsias humanas, uma vez 
que é caracterizada como ferramenta plausível e sustentável para 
abordar as diferenças entre o conhecimento gerado a partir de 
experiências in vitro e clínicas. l
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