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Resumo: FUNDAMENTOS - O processo de envelhecimento tecidual é evidente nas modificacoes visiveis na pele, resultando em impor-
tantes implicagoes psicolégicas para o individuo e crescente interesse cientifico.

OBJETIVOS - O presente trabalho objetivou analisar as alteragdes da pele normal com o envelhecimento mediante estratégias de his
tomorfometria e autofluorescéncia.

MEt0DOS - Foram coletadas amostras de pele do abdomen de 18 cadaveres, incluindo cinco individuos jovens (menos de 20 anos), sete
individuos com idade intermedidria (20-60 anos) e seis individuos idosos (mais de 60 anos). Foram feitos cortes histologicos em parafi
na seguidos de coloragio pela Hematoxilina-Eosina (H&E) e pelo tricromio de Van Gieson-elastina. Avaliaram-se a espessura da epiderme
e derme, e a superficie de contato epidermo-dérmica. Investigaram-se ainda as modificagoes qualitativas do aparelho coligeno-elastico,
considerando sua disposicio espacial na derme. Espécimes corados em H&E também foram utilizados para autofluorescéncia.
ResuLTADOS - A espessura da epiderme e derme do grupo idoso foi significativamente diminuida (p<0,05) em relagio aos demais
grupos. Os grupos idoso e intermedidrio exibiram acentuada reducio na superficie de contato epiderme-derme (p<0,05).
Detectaram-se a perda da distribuicio em rede das fibras eldsticas com sua progressiva fragmentacio, alteragoes da compactagao
do coldgeno e espessamento da membrana basal com o envelhecimento.

CONCLUSAO - O envelhecimento leva a reducio da espessura da derme e epiderme, bem como a0 aplanamento da juncio dermo-
epidérmica. As mudancas da pele ao longo da vida nem sempre seguem um perfil linear, mostrando drésticas alteragdes nas ulti
mas décadas de vida. O método de autofluorescéncia mostrou-se um instrumento valioso no estudo da complexa relagio espacial
das fibras elésticas e coldgenas.

Palavras-chave: derme; envelhecimento; envelhecimento da pele; epiderme; pele.

Summary: BACKGROUND - Age-related changes are easily recognized by examining the skin and lead to important psychological
implications, motivating increased scientific interest.

Osjectves - This study aimed to analyze, by bistomorphometric and autofluorescence approaches, the aged-related alterations in
normal buman skin.

MEtHODS - Normal abdominal skin samples were taken from eighteen cadavers, including five young subjects (below 20 years old),
seven subjects with intermediate age (20-60 years old) and six elderly subjects (over 60 years old). Paraffin-embedded sections
were prepared and stained by Hematoxylin and Eosin (HEE) and Van Gieson-elastin trichrome. Afterwards, the HEE specimens
were also used for autofluorescence technique.

Resurts - The thickness of elderly epidermis and dermis was reduced compared to middle-aged and young age groups (p<0.05).
The elderly and middle-aged groups also showed a marked reduction in the epidermal-dermal contact surface (p<0.05) in com
parison to the young group. In addition, we detected a loss of the distribution in the elastic fiber network in the elderly with pro
gressive fragmentation, as demonstrated by Weigert's stain for elastin and poor fluorescent contrast.

Conausion - The thickness of the epidermis, dermis, and epidermal-dermal interface contact surface decreased in the aged skin.
The changes throughout life in the normal skin did not follow a continuous linear profile, showing drastic alterations especiat
by in the last decades. Autofluorescence approach proved to be an important additional tool for studying the complex relation-
ship between the elastic and collagen fibers.
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INTRODUCAO

Os tecidos gradualmente passam por mudancas de
acordo com aidade, sendo que, na pele, essas alteragdes sdo
mais facilmente reconhecidas* Atrofia, enrugamento,
ptose e lassidé@o representam os sinais mais aparentes de
uma pele senil **

Mudancas nas caracteristicas da pele humana
durante o envel hecimento sdo fregiientemente determinadas
por forgas ambientais ou extrinsecas, tais como radiacéo
ultravioleta,®” assim como por fatores intrinsecos®* alguns
deles relacionados com alteragfes no tecido conjuntivo da
derme.*** Alterac6es no tecido conjuntivo, que atua como
alicerce estrutural para epiderme, delineiam essas mudan-
¢as na aparéncia externa, que sdo refletidas no estrato cor-
neo.*** As modificac6es do aparelho colageno-elastico ao
longo da vida estabelecem uma base morfol égica substan
cial para compreender as adaptacdes bioquimicas e bio-
mecanicas da pele com a idade.’*™ A espessura da pele e
suas propriedades viscoelasticas ndo dependem apenas da
quantidade de material presente na derme, mas também de
sua organizagdo estrutural 2%

Para estudar os mecanismos envolvidos no envelhe-
cimento, portanto, € necess@rio compreender melhor as
mudancas estruturais e funcionais que ocorrem com O
avancar da idade, distinguindo as alteragBes que possam
representar um processo intrinseco daquelas que refletem
efeitos patoldgicos cumulativos ou agressdes ambientais
externas.?* Convém ainda considerar que, independente da
idade do individuo, a espessuratotal da pele, espessurarela-
tiva da epiderme e derme, distribuicéo e fendtipo da popu-
lacdo celular na derme, presenca de anexos cutaneos e dern-
sidade da microvasculatura e de nervos variam conforme a
regido do corpo.**®

Exames histol 6gicos e ultra-estruturais da pele, a
partir de espécimes obtidos por autdpsia, documentam
importantes alteragOes estruturais na epiderme, jungéo
epidermo-dérmica, derme e anexos epidérmicos. Com
intuito de investigar as mudangas cronolégicas da pele
humana, foram utilizados métodos de microscopia de
fluorescéncia, a partir de coloragdo por H&E e histomor-
fometria, possibilitando, dessa forma, retratar as modifi -
cacOes teciduais ao longo da vida, no que diz respeito a
sua textura e conformagao, relacionando com sua mode-
lacdo biomecénica no espaco.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de pele foram coletadas de 18 cadaveres,
incluindo cinco individuos jovens (abaixo dos 20 anos),
sete individuos com idade intermediéria (20-60 anos) e seis
individuos idosos (com mais de 60 anos). Usaram-se como
critérios de inclusdo pacientes de ambos 0s sexos, sem dis-
criminagdo de raga, cuja causa da morte ndo incluissem
doencas que afetam diretamente a pele. Foram excluidos do
trabalho os individuos com doenca dermatoldgica ou
sistémicas ligadas diretamente a alteragbes cuténeas
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INTRODUCTION

Tissues gradually go through changes in accordance
with age, and, in the skin, those alterations are more easily
recognized.'? Atrophy, wrinkles, ptosis and looseness repre-
sent the most apparent signs of a senile skin.”

Changes in the characteristics of human skin during
aging are frequently determined by environmental or
extrinsic forces, such as ultraviolet radiation,”” as well as
by intrinsic factors,” some of them related with alterations
in the conjunctive tissue of the dermis."™ Alterations in the
conjunctive tissue which acts as a structural foundation for
the epidermis, delineate these changes in the external
appearance that are reflected in the corneum stratum.””
The modifications of the collagen-elastic apparatus
throughout a lifetime establish a substantial morphological
basis from which to understand the biochemical and bio-
mechanical adaptations of the skin with age.'™"” The thick-
ness of the skin and its viscoelastic properties do not depend
only on the amount of material present in the dermis, but
also on its structural organization.”

To study the mechanisms involved in aging, there-
fore, it is necessary to understand the structural and func-
tional changes that occur with the advancement of age,
distinguishing between the alterations that can represent an
intrinsic process, and those that reflect cumulative patho-
logical effects or external environmental aggressions.”” It
is well to consider that, independent of the individual's age,
the total thickness of the skin, relative thickness of the epi-
dermis compared with the dermis, distribution and pheno-
type of the cellular population in the dermis, presence of
cutaneous enclosures and density of the microvasculature
and of nerves, can all vary according to which area of the
body is being examined

Histological and ultra-structural exams of the skin,
based on specimens obtained by autopsy, document impor-
tant structural alterations in the epidermis, dermoepider-
mal interface, dermis and epidermal annexes. With the
intention of investigating the chronological changes in
human skin, microscopic fluorescence techniques were
used, starting from coloration by H&E and histomorphome-
try, making possible, in this way, to portray the tissue modi-
fications along the course of a lifetime together with their
implications regarding the changing textures and confor-
mations, related to its spatial biomechanical modeling.

MATERIAL AND METHODS

Skin samples were collected from 18 cadavers,
including five young individuals (below 20 years of age),
seven individuals of middle-age (20-60 years) and six
elderly individuals (more than 60 years of age). The inclu-
sion criteria were patients of both sexes, without discrimi-
nation of race, whose cause of the death did not include
diseases that affect the skin directly. Excluded from this
work were individuals with dermatological disease or with
case histories reporting systemic pathologies linked direct-
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relatadas no prontudrio. Amostras de pele medindo 1cm?®
foram colhidas da regido abdominal, 2cm acima da cicatriz
umbilical. Como indicado por Faria et al.” e Gongalves, a
pele do abddémen € apropriada para o estudo das alteracdes
causadas pelo processo de envelhecimento. Os espécimes
foram obtidos durante o procedimento de autopsia realiza-
do no Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Cear4 (UFC). O protocolo experi-
mental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio/UFC.
As amostras de pele foram imediatamente fixadas em
solucéo de formalina tamponada a 10% por 24h e embe-
bidas em parafina. Foram realizadas sec¢bes de seis
micrémetros de espessura dos blocos de parafina; em segui-
da, as pegas foram hidratadas apds a remoc&o da parafina,
coradas e montadas em meio de Entelan nas laminas his-
tol6gicas. Todos os espécimes foram corados em H& E para
posteriormente serem analisados pelo método de autofluo-
rescéncia. O método de Hematoxilina-Eosina e o tricrémio
de Van Gieson-€elastina, como descritos por Kiernan? fo-
ram escolhidos para estudar a morfologia da pele.

Os cortes histol6gicos de pele foram analisados
utilizando um microscépio éptico binocular provido de
ocular milimetrada (Leitz Wetzlar Germany Periplan, GF
x10). Foram avaliadas a espessura da epiderme e derme,
e a superficie de contato entre elas. A epiderme e a
derme foram medidas em 10 diferentes locais em cada
amostra: cinco medidas na papila e cinco nas cristas
epidérmicas (Gréfico 1). A seguir, para cada corte foi
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ly to cutaneous alterations. Skin samples measuring 1cm’
were collected from the abdominal areas, 2 cm above the
umbilicus. As was indicated by Faria et a.”” and
Gongalves', the skin of the abdomen is best adapted for the
study of alterations caused by the aging process. The speci-
mens were obtained during the autopsy procedure done in
the Department of Pathology and Legal Medicine of the
Federal University of Ceara (UFC). The protocol of the
experiment was previously approved by the Committee of
Ethics and Research of the Walter Cantidio/UFC Teaching
Hospital. The skin samples were immediately placed in a
10% formalin buffer solution for 24 hours after which they
were embedded in paraffin and six micrometers sections
were made. The paraffin was then removed and the sam-
ples were moisturized, dyed and mounted on histological
slides. All specimens were dyed with H&E for later analy-
sis by the autofluorescence method. The Hematoxylin and
Eosin and Van Gieson-elastin trichrome methods, as
described by Kiernan,” were chosen for the study of the
skin morphology.

The histological sections of skin were analyzed
using a binocular optical microscope fitted with a mil-
limeter scale (Leitz Wetzlar Germany Periplan, GF x10).
The thicknesses of both the epidermis and dermis were
measured, as well as the contact surface between them.
The epidermis and the dermis were measured at 10 dif-
ferent sites in each sample: five measurements in the
papillary layer and five in the layer of epidermic ridges
(Graph 1). Following this, for each section a mean value

Grafico 1 Diagrama ilustrando o
método para anilise morfométrica
da epiderme, derme e superficie
de contato epidermo-dérmica. Em
cada amostra de pele, foram feitas
10 medidas da superficie da epi-
derme até a juncao epiderme-
derme, sendo cinco medidas na
crista epidérmica (posicionando a
ocular milimetrada conforme

demonstrado na reta tracejada A
mar-cada com a letra a), e cinco
medidas no nivel da papila dérmi-
ca (conforme demonstrado com a
letra b). Da mesma forma, foram
feitas 10 medidas ao longo da
derme em cada amostra de pele,

S

Graph 1 Diagram illustrating

EPIDERME the method used to analyze the
EPIDERMIS morphometry of the epider-mis,

dermis and dermoepidermal

interface. In each skin sample, 10

I 2 measurements were made of the
epidermis interface, of which five

were at the epidermal ridge level

(positioning the ocular lens with

DEEME millimetric grid as demonstrated
DERMIS in the line marked with the letter

a), and five measurements at the
B papillary dermis level, as demon-
strated with the letter b). In the
same manner, 10 measurements
were made along the dermis of
each skin sample, of which five

sendo cinco medidas na papila
dérmica (conforme demonstrado
com a letra A), e cinco medidas no nivel da crista epidérmica (con-
forme demonstrado com a letra B) até o limite da derme com a hipo-
derme (representada pelo limite inferior da figura). As médias a-rit
méticas das 10 medidas da epiderme ou da derme por amostra foram
utilizadas para o cal-culo da média de cada grupo. A extensao da super-
ficie de contato epidermo-dérmica foi esti-mada pela soma das medi-
das realizadas ao longo de 20mm de comprimento de cada prepara-do
histolégico, pelo posicionamento da ocular milimetrada tangencial-
mente as irregularidades da borda epitélio-conjuntiva conforme
demonstrado nas retas marcadas com os algarismos 1 e 2.
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were at the papillary dermis level
(as demonstrated with the letter
A), and five measurements at the level of the epidermal ridge (as
demonstrated with the letter B) up to the limit of the dermis with the
hypodermis (represented by the lower limit of the figure). The arith-
metic means of the 10 measurements of the epidermis or dermis per
sample were used to calculate the mean for each group. The exten-
sion of the dermoepidermal interface was estimated by the sum of
the measurements taken along the 20mm length of each bistological
sample, by posi-tioning the ocular scale tangentially to the irregu -
larities of the conjunctival-epithelial margin, as demonstrated by
the lines marked with the algorithms marked 1 and 2.
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calculada uma média das medidas da espessura da epi-
derme e da derme, utilizada entdo para obtencdo da
média de cada grupo. A estimativa da juncéo epidermo-
dérmicafoi analisada, medindo-se a extensdo da superfi-
cie de contato, ao longo de 20mm de comprimento, pela
disposicéo de linhas retas, seguindo tangencialmente as
irregularidades da borda epitélio-conjuntiva. Estas medi-
das (espessura da epiderme, derme e estimativa da
juncdo epidermo-dérmica) foram realizadas posicionan-
do a ocular contendo uma reta milimetrada nas posi¢oes
ilustradas na gréfico 1.

As fibras elasticas foram estudadas pela técnica
de Van Gieson-elastina, fazendo-se entdo uma anélise
qualitativa do componente el éstico reticular nas amostras
de pele, considerando sua distribuig&o, disposi¢éo e inte-
gridade.

A autofluorescéncia foi realizada nos cortes cora-
dos em H&E da pele normal do abddémen, utilizando-se
um microscopio de fluorescéncia da marca Leica,
operando com luz transmitida. A fluorescéncia dos
cortes corados em H&E foi examinada por
excitacdo/emissdo de luz ultravioleta e pelo uso defiltros
de barreira 420/530 para fluorescéncia verde, seleciona-
dos por causa do aumento na qualidade da resolucéo,
como descrito por Carvalho et al.?®

Analise Estatistica

Os achados morfométricos foram avaliados utilizan
do o teste de andlise de varidncia ANOVA, seguido pelo
teste de Bonferroni. O valor de p<0,05 foi considerado de
significancia minima para todas as andlises estudadas.

RESULTADOS
Analise Histomorfométrica

No presente estudo detectou-se que a espessura da
epiderme no grupo idoso (0,059 + 0,006mm) foi estatistica-
mente inferior (p<0,05) a espessura da epiderme dos grupos
jovem (0,094 + 0,003mm) e intermediédrio (0,080 +
0,006mm) (Gréfico 2A). De forma semelhante, a espessura
da derme no grupo idoso (1,798 + 0,306mm) foi estatistica-
mente inferior (p<0,05) a dos grupos jovem (2,716 +
0,217mm) e intermedi&rio (2,687 + 0,112mm) (Gréfico
2B). Os grupos idoso (22 + 0,6mm) e intermediario (30,2 +
2mm) exibiram uma reducdo significativa (p<0,05) da
superficie de contato epidermo-dérmica em comparagdo ao
grupo jovem (41,4 + 2,46mm) (Gréfico 3). N&o houve dife-
renca estatistica entre os grupos jovem e intermedidrio nas
medidas morfométricas, com exce¢do da avaliagdo da
superficie de contato epidermo-dérmica.

Métodos de Coloracao e Analise por Autofluo-
rescéncia
Epiderme e Juncdo Epidermo-Dérmica

A avaliagcdo qualitativa dos preparados histol6gicos
demonstrou acentuada redugdo da espessura da epiderme na
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was calculated for the measurements of the thicknesses
of the epidermis and dermis. This was then used to
obtain the mean of each group. The estimation of the der-
moepidermal interface was analyzed by measuring the
extent of the contact surface, along 20mm of its length,
using straight lines, but following tangentially the irre-
gularities of the epithelium-conjunctive junction. These
measurements (thickness of the epidermis, dermis and
estimation of the dermoepidermal interface) were
accomplished by positioning the ocular lens containing a
scale marked in millimeters, in the positions shown in
graph 1.

Elastic fibers were studied by Van Gieson-elastin
technique, a qualitative analysis being made of the reticu-
lar elastic component in the skin samples, considering dis-
tribution, disposition and integrity.

Autofluorescence was performed in the sections of
the normal skin of the abdomen dyed with H&E. A Leica
fluorescence microscope was used,; operated with trans-
mitted light. The fluorescence of the sections dyed with
H&E was examined for excitation/emission of ultraviolet
light and with the use of 420/530 barrier filters for green
fluorescence. These were selected because of the
increase in quality of the resolution, as described by
Carvalho et a.”

Statistical analysis

The morphometric findings were evaluated using the
variance analysis test ANOVA, followed by the Bonferroni
test. A value of p<0.05 was considered the minimum for sta-
tistical significance in all of the analyses studied.

RESULTS
Histomorphometric Analysis

In the present study it was found that the thickness of
the epidermis in the elderly group (0.059 + 0.006mm) was sta-
tistically less (p<0.05) than the thickness of the epidermis of
the two other groups: young (0.094 = 0.003mm) and middle-
aged: (0.080 £ 0.006mm) (Graph 2A). Likewise, the thickness
of the dermis in the elderly group (1.798 + 0.306mm) was sta-
tistically inferior (p <0.05) to that of the young (2.716 +
0.217mm) and middle-aged (2.687 + 0.112mm) (Graph 2B).
The elderly (22 + 0.6mm) and middle-aged (30.2 £ 2mm)
groups exhibited a significant reduction (p <0.05) of the sur-
face of the dermoepidermal interface in comparison with the
young group (41.4 + 2.46mm) (Graph 3). There was no sta-
tistical difference between the young and middle-aged groups
in morphometric measurements, except for the evaluation of
the surface of the dermoepidermal interface.

Methods of Coloration and Analysis by Autofluo-
rescence
Epidermis and Dermoepidermal Interface

The qualitative evaluation of the histological prepa-
rations demonstrated marked reduction of the thickness of
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Grifico 2: Efeito do processo de envelhecimento na espessura da epiderme e derme no grupo jovem (até 20 anos), grupo intermediario
(20-60 anos) e no grupo idoso (acima de 60 anos). As medidas foram feitas em 10 diferentes locais, cinco nas papilas dérmicas, e cinco
nas cristas epidérmicas, utilizando-se uma ocular histométrica (Leitz Wetzlar Ger-many Periplan GF x10) e uma objetiva de ampliacao x10
para a derme e de ampliagao x40 para epiderme. As barras representam média * erro padrao da espessura (mm) nos grupos estudados
em relacdo a epiderme (A) e derme (B) pelo teste ANOVA Bonferroni. / Graph 2: Effect of the aging process on the thickness of the epi
dermis and dermis in the young group (up to 20 yrs), Middle-aged group (20-60 yrs) and in the Elderly group (over 60 yrs). The meas-
urements were taken at ten different sites, of which five at the level of the pap-illary dermis and five at the epidermal ridge level, using
a bistometric ocular lens (Leitz Wetzlar Germany Periplan GF x10) and a 10X objective lens and 40x amplification for the epidermis.
The bars represent the mean and * standard error of the thickness (mm) in the groups in relation to the epidermis (A) and dermis (B)
using the ANOVA Bonferroni test.

pele senil e auséncia do arranjo compacto dos queratindci-
tos, especial mente ao longo dos estratos de Malpighi. Além
disso, observaram-se um arranjo desorganizado e achata-
mento das células basais, com menor acUimulo de
melanosomas e menor densidade de melandcitos no grupo
senil (Figuras 1B e 3B) quando comparado com 0 grupo
jovem (Figuras 1A e 3A) ou intermediario (dado ndo
mostrado). Detectou-se ainda reducéo da sinuosidade do
trajeto da epiderme ao longo do comprimento da superficie
dérmica, ilustrado por uma disposi¢éo grosseiramente lin-
ear da juncdo epidermo-dérmica (Figuras 1B e 2B) quando
comparado com o grupo jovem (Figuras 1A e 2A). A mem-
brana basal apareceu mais bem definida na pele senil, con-

the epidermis in senile skin and an absence of a compact
arrangement of keratinocytes, especially along the
Malpighian strata. Also a disorganized arrangement and a
flattening of the basal cells were observed, with a lessened
accumulation of melanosomes and a lower density of
melanocytes in the senile group (Figures 1B and 3B) when
compared with the young group (Figures 14 and 34) or the
middle-aged (data not shown). Furthermore, a reduction was
detected in the sinuosity of the area covered by the epidermis
along the length of the dermic surface, revealing a coarse li-
near disposition of the dermoepidermal interface (Figures
1B and 2B) when compared with that of the young group
(Figures 14 and 2A4). The basal cell membrane appeared to

Grafico 3: Medida estimada da 50 Graph 3: Estimated size of
superficie de contato epidermo- the dermoepidermal interface
dérmica do grupo jovem (até 45+ —1— in the young group (up to 20
20 anos), grupo intermediario 40 yrs), middle-aged group (20-
(20-60 anos) e do grupo idoso 1e] 60 yrs) and elderly group
(acima dos 60 anos). As medi E‘ (over 6O yrs). The measure-
das foram feitas em 20mm de ,E 30 ments were taken along the
comprimento ao longo do E 75 Z 20mm length of the bistologi-
campo histolégico, pela dis- | | = T cal field, using the straight
posi¢ao de linhas retas seguin- E20 lines tangentially following
do tangencialmente as irregu- 15 the irregularities of the con-
laridades da borda epitélio-con- 10 Junctive-epithelial margin.
juntiva. As bar-ras representam The bars represent the mean
amédia * erro padrao da 51 i and * standard error of the
superﬁcie de contato epidermo- 0 1 18] B S IRIINITRA] dermoepidermal inteiface
dérmica (mm) pelo teste de Jaovern Irtermedianio Idogo (mm) using the Bonferroni
ANOVA Bonferroni. ANOVA test.
* p<0.05
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Figura 1: Espécimes de
pele dos grupos jovem (A)
e idoso (B) corados pelo
tricrdbmio de Van Gieson-
elastina, x200, em que as
fibras eldsticas sao obser-
vadas em preto. Note-se a
clara fragmentacao das
fibras elasticas ao longo da
derme com o envelheci-
mento. Na derme superfi-
cial, o aparelho elastico
perdeu quase completa-
mente sua disposi¢io verti-
cal na pele senil

Figure 1: Skin specimens
from the young (A) and
elderly groups (B) using
Van Gieson-elastin
trichrome stain, x200, in
which the elastic fibers are
visualized in black. Note
the clear fragmentation of
the elastic fibers along the
dermis with aging. In the
superficial dermis, the
elastic apparatus bhas
almost completely lost its
vertical disposition in the
aged skin.

forme observacdo pelo acumulo de fluorescéncia
(Figura 3B - seta).

Derme (aparelho colageno-elastico)

Em toda extensdo da derme do grupo senil foi detecta
da fragmentac@o acentuada das fibras elésticas coradas em
negro pela coloracdo de fucsina-resorcina de Weigert (Figura
1B), em contraste com o aspecto continuo das fibras elasticas
dos espécimes do grupo jovem (Figura 1A). Asfibraselagticas,
nos preparados de pele do grupo dos idosos, apresentavam-se
mais frouxamente dispersas e com uma diminui¢cdo no
entrancamento em relacdo as fibras colagenas, conforme
demonstracdo pelo contraste fluorescente diminuido (Figura
3B). Além disso, ao longo das rasas papilas dérmicas, foi con-
firmada a deficiéncia do mecanismo de ancoragem em angulo
reto das fibras elasticas, ao longo do contorno em campanula
do &pice papilar nos preparados dos individuos idosos (Figuras
1B e 3B) em contraste com o arranjo das fibras elasticas dos
espécimes do grupo jovem (Figura 1A). No grupo senil, os
feixes coldgenos estavam menos compactados e ondulados na
regid média da derme (Figuras 1B* e 3B*), e 0 aparelho
colégeno-elastico reticular mostrou-se mais susceptivel a dis-
persdo. Contudo, um arranjo mais compacto e espesso do apar-

be better defined in senile skin, judging by the visibility of the
accumulation of fluorescence (Figure 3B - arrow).

Dermis (elastic-collagen apparatus)

Throughout the extension of the dermis in the senile
group marked fragmentation of the elastic fibers was detected;
these were dyed black by Weigert's stain for elastin (fuchsin and
resorcin) (Figure 1B). This was in contrast with the continuous
aspect of the elastic fibers of the specimens from the young
group (Figure 14). Elastic fibers, in the preparations of skin of
the elderly group, were more loosely dispersed and less inter-
laced in relation to collagen fibers, as was demonstrated by a
reduced fluorescent contrast (Figure 3B). Besides this, it was
found that among the shallow dermal papillae there was a defi-
ciency in the anchorage mechanism. This was confirmed by the
right angle of the elastic fibers along the outline of the papillar
apex in the preparations from elderly individuals (Figures 1B
and 3B) in contrast with the arrangement of elastic fibers of
specimens from the young group (Figure 1A). In the senile
group, collagen bundles were undulated and less compacted in
the area in the middle of the dermis (Figures 1B* and 3B*), and
the collagen-elastic reticular apparatus was shown to be more
susceptible to dispersion. Nevertheless, a more compact and

Figura 2: Espécimes de
pele corados por H&E,
mostrando autofluorescén-
cia na derme superficial e
média nos grupos jovem
(A) e idoso (B), x200.
Notem-se a reduciao con-
sideravel do contraste
fluorescente na derme
média (asterisco) e um
componente fluorescente
mais evidente no sitio da
membrana basal na p

ele senil (seta)

Figure 2: Skin specimens
stained with H&E, showing
autofluorescence at the level
of the superficial and middle
dermis in the young (A) and
elderly (B) groups, x200.
Note the con-siderable
reduction of the fluorescent
contrast in the middle
dermis (asterisk) and a
fluores-cent component more
evident in the site of the
basement membrane in aged
skin (arrow)
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Figura 3: Espécimes de
pele dos grupos jovem
(A) e idoso (B) corados

por H&E, x100. No-tem-

se o achatamento pro-
gressivo da juncgao epider-
mo-dérmica com o envel
hecimento e a reducio da
acidofilia na derme média
(asterisco), refletindo a
reducao da densidade de
fibras colagenas.

Figure 3: Skin specimens
from the young (A) and eld-
erly (B) groups, stained with
HG&E, x100. Note the progres-
sive flattening of the
dermoepidermal interface
with aging and the
re-duction of the acidopbhil-
ia in the middle dermis
(asterisk), reflecting the
reduction in the den-sity of
the collagen fibers.

elho coldgeno pode ser visto na derme profunda do grupo
senil, ilustrado pela crescente coloragdo acidofilica (Figura
2B). No grupo senil, a derme superficial exibiu reducdo em
sua celularidade e extensdo em al¢ga da microvascul atura papi-
lar, revelada pelo discreto declinio da fluorescéncia locd
(Figura 3B).

DISCUSSAO

O presente estudo documentou as alteragdes histol 6-
gicas da pele de cadaveres durante o processo de envelhe-
cimento, mediante estratégias de histomorfometria e auto-
fluorescéncia. Observou-se reducdo significativa da espes-
sura da epiderme e derme na pele de idosos, ilustrada pelos
resultados histomorfométricos e anadlise qualitativa dos
preparados corados por diversos métodos. Esse achado foi
similar ao encontrado por outros autores.®* E importante
considerar que algumas alteracOes estruturais da pele séo
inerentes ao envelhecimento, enquanto outras estdo rela-
cionadas a exposic¢do ao sol, influéncias ambientais, grau
denutricdo ou alteragbes do estado de salide, como doencas
endécrinas. Cabe também levar em conta as diferencas
relacionadas a regido do corpo estudada, especialmente no
que diz respeito & espessura da pele. Os resultados obtidos
pelos autores, em relacdo a pele do abdémen no grupo
jovem, foram semelhantes aos descritos por Shuster et al.®
Esses autores, utilizando pele do antebrago, também detec-
taram diminuic&o na espessura da pele com o avancar da
idade. Os resultados do presente trabalho mostram que a
reducdo da espessura da epiderme e derme foi uma carac-
teristica das Ultimas décadas de vida, evidéncia demons
trada pela auséncia de diferenca estatistica entre os valores
morfométricos na pele de individuos jovens e de idade
intermediédria. Achados semelhantes foram encontrados por
Shuster et al.® para individuos do sexo feminino.

De forma diversa, o aplanamento da derme papilar
parece ocorrer progressivamente ao longo da vida, con
forme observagdo qualitativa dos preparados histol égicos
estudados neste trabalho (dados n&o mostrados para o
grupo intermediéario), bem como pela reducdo ja estatisti-
camente significante entre os grupos jovem e inter-
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thick arrangement of the collagen apparatus was seen in the
deep dermis of the senile group, as illustrated by the increased
acidophilic coloration (Figure 2B). In the elderly group, the
superficial dermis presented a reduction in its cellularity and
extension of the papillar microvasculature, as revealed by the
discreet decline of local fluorescence (Figure 3B).

DISCUSSION

The present study, using the skin of cadavers, docu-
mented the histological alterations occurring during the
aging process. Techniques of histomorphometry and auto-
Sfluorescence were utilized.

A significant reduction of the thickness of the epi-
dermis and dermis was observed in the skin of the elderly,
as shown by the results of histomorphometry and qualita-
tive analysis applied to preparations dyed by several me-
thods. This finding was similar to that reported by other
authors.’” It is important to consider that some structural
alterations of the skin are inherent to the aging process,
while others are related to sun exposure, environmental
influences, levels of nutrition or alterations in the state of
health, such as endocrinal diseases. It is also necessary to
take into account the differences related to the area of the
body studied, especially regarding the thickness of the skin.
The results obtained by the authors, in relation to the skin
of the abdomen in the young group, were similar to those
described by Shuster et a.’’ These authors, using skin of the
forearm, also detected a decrease in thickness of the skin
with advancement of age. The results of the present work
show that the reduction of the thickness of the epidermis
and dermis are a characteristic of the last decades of life,
demonstrated by an evident absence of statistical differen-
ce between the morphometric values in the skin of young
individuals and that of the middle-aged. Similar findings
were reported by Shuster et al.’’ for female individuals.

In several ways, the flattening of the papillar dermis
seems to occur progressively throughout life, according to
qualitative observation of the histological preparations
studied in this work (data not shown for the middle-aged
group). In addition, there is a reduction that is statistically
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mediario, da estimativa da superficie epidermo-dérmica. O
grupo dos individuos de idade intermediéria e idosos apre-

sentou reducdo acentuada da superficie de contato epider-

mo-dérmica em relagdo ao grupo dos jovens, o que signifi-

ca que a pele de individuos jovens apresenta maior quanti-

dade de papilas dérmicas, com saliéncias e reentrancias,
comparativamente a pele de individuos idosos e inter-

mediarios. 1sso pode ser explicado, de acordo com Tsuji &

Hamada,® pela presenca de um arranjo vertical defibrasnas
papilas dérmicas que prendem a epiderme & derme dos indi-

viduos jovens, que é perdido nos idosos, fazendo com que
ajuncdo dermo-epidérmica se torne mais achatada e fragil.
Essa alteraco do arranjo das fibras elésticas foi claramente
confirmada nos achados apresentados aqui, que mostram o
desaparecimento do arranjo axial-vertical das fibras elésti-

cas na derme dos individuos idosos, juntamente com acer+

tuada e evidente fragmentac&o dessas fibras. Esses resulta-

dos foram similares ao de outros autores®*-* que relataram

um continuo colapso das propriedades elésticas na pele
senil, pelafalha da disposi¢&o em um padréo reticular, ape-

sar da maior compactagdo dessas fibras, vista particular-

mente na derme profunda. De acordo com Imayama &
Braverman,® o arranjo tridimensional do aparato eléastico,
analisado por microscopia eletronica de varredura, exibe
fibras elasticas mais fragmentadas e porosas com a idade,
consequentemente comprometendo a elasticidade da pele
normal. O processo de fragmentacéo das fibras elasticas e
de reducdo da espessura da epiderme e derme foi acelerado
nas Ultimas décadas de vida, fato que foi evidenciado pela
auséncia de diferenca estatistica entre os valores mor-
fométricos na pele de individuos jovens e de idade inter-
mediéria. Entretanto, as for¢as biomecanicas envolvidas no
aplanamento da derme papilar parecem atuar progressiva-
mente ao longo da vida, tendo em vista o continuo declinio
da superficie de contato epidermo-dérmica.

A colorag@o por H&E associada & microscopia de
fluorescéncia, como descrito por Carvaho et al.,?® gjudaram
a esclarecer a complexa disposicdo da rede eléstica e sua
relacdo espacial com o colégeno. O entrangamento dos
ramos das fibras elasticas em torno dos feixes de colageno
visto na pele jovem, a partir da autofluorescéncia, corrobo-
ra esses dados, sugerindo que ambos 0s componentes
fibrosos estdo incluidos num Unico sistema biomecénico,
atuando conjuntamente. A compactagdo aumentada do
colageno, observada na derme profunda, em relacdo ao
nivel médio da derme, poderia ser explicada pelo maior
numero de ligagdes intermol eculares cruzadas, interagindo
ao longo da matriz colagénica®** e, portanto, lentificando
0 turn over do coldgeno nessa area, com o envelhecimento.
Essa modificagdo durante a vida pode ser regionalmente
especifica. O padréo sinuoso dos feixes de colégeno parece
ser mantido pela conex@o com as fibras elésticas ao longo
de suas concavidades;® portanto, a aparéncia ondulada do
colageno poderia ser af etada pelo colapso do aparelho elas-
tico através da derme reticular em fungdo daidade, levando
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significant between the young and middle-aged groups, seen
in the estimation of the dermoepidermal surface. Individuals
of the middle-aged group and the elderly presented accentu-
ated reduction of the dermoepidermal contact surface in
relation to the young group, which means that the skin of
young individuals presents a larger amount of dermal
papillae, with protuberances and cavities, compared to the
skin of elderly and middle-aged individuals. This can be
explained, according to Tsuji & Hamada,” by the presence
of a vertical arrangement of fibers in the dermal papillas
that secures the epidermis to the dermis in young individu-
als. This is lost in the elderly, causing the dermoepidermal
interface to become flatter and more fragile. Alteration of
the arrangement of the elastic fibers was clearly confirmed
in the findings presented here, which show that in the der-
mis of elderly individuals there is a disappearance of the
axial-vertical arrangement of the elastic fibers, as well as
having accentuated and evident fragmentation of these
fibers. Again these results were similar to those of other
authors®'? that reported a continuous collapsing of the
elastic properties in senile skin, due, in spite of the greater
compacting of those fibers, to a failure to achieve disposk
tion in a reticular pattern; this is seen particularly in the
deeper dermis. According to Imayama & Braverman,” the
three-dimensional arrangement of the elastic apparatus,

analyzed by scanning electron microscopic, presents elastic
fibers more and more fragmented and porous with age, con-
sequently compromising the elasticity of normal skin. The
process of fragmentation of the elastic fibers and reduction
of the thickness of the epidermis and dermis is accelerated
in the last decades of life, a fact that was evidenced by the
absence of statistical difference between the morphometric
values in the skin of young individuals and the middle-aged.

However, the biomechanical forces involved in the flatten-
ing of the papillar dermis seem to act progressively along
the course of life, keeping in mind the continuous decline of
the dermoepidermal contact surface.

The coloration with H&E associated with fluorescent
microscopy, as described by Carvalho et a.” helped to explain
the complex disposition of the elastic network and its spacial
relationship with collagen. The interlacing of the bundles of
elastic fibers around the bundles of collagen seen in young
skin, revealed by autofluorescence, corroborates these data,
suggesting that both fibrous components are included in a sin-
gle biomechanical system, acting jointly. The increasing com-
pacting of collagen with aging observed in the deeper dermis,
in relation to that in the medium level of the dermis, could be
explained by the larger number of crossed intermolecular con-
nections, interacting along the collagen matrix’*>* and, there-
fore, slowing the turn over of collagen in that area. This modi-
fication during a lifetime may be regionally specific. The sinu-
ous pattern of the bundles of collagen seems to be maintained
by the connection with the elastic fibers along their concavi-
ties;” therefore, the undulated appearance of the collagen
could be altered by the collapse of the elastic apparatus with-



Orida, Santana, Fernandes, Ferreira & Brito

a uma predominante horizontalizag@o, seguindo uma
tendéncia linear.® O comprometimento do colégeno super-
ficial eintermediario e da estrutura do tecido elastico pode-
ria contribuir, dessa forma, com os quadros de ptose e de
enrugamento t&o bem caracterizados na velhice. De acordo
com dados anteriores,®* no presente trabalho foi também
identificado o aumento da autofluorescéncia na membrana
basal epidermo-dérmica da pele senil, o que poderia ser
explicado pelo crescente depdsito de um componente fluo-
rescente e pelo aumento de sua espessura total com aidade,
0 que reforga ainda mais a premissa do turn over deficiente
do colégeno®

CONCLUSAO

Utilizando técnicas morfométricas e analise qualita-
tivas de preparados histoldgicos corados por diferentes
métodos associados a técnicas de autofluorescéncia, o pre-
sente estudo mostrou: 1) reducgdo significativa da espessura
da epiderme e derme de individuos apds os 60 anos de
idade, sugerindo que esses parémetros ndo decrescem de
forma continua, mas decrescem consideravelmente nas Ulti-
mas décadas de vida; 2) reducdo progressiva da superficie
de contato epiderme-derme ao longo da vida, associada a
perda da distribuico em rede das fibras elésticas com sua
progressiva fragmentacdo; 3) que a estratégia da autofluo-
rescéncia, para andlise das mudangas ultra-estruturais em
relacdo ao envelhecimento, é importante ferramenta para o
estudo detalhado da complexa disposi¢do da rede elastica e
suarelagdo espacial com o col dgeno, mostrando reducdo do
entrangamento dos ramos das fibras elasticas em torno dos
feixes de colégeno, alteractes regionalmente especificas da
compactacdo e da disposi¢cdo do coldgeno e espessamento
da membrana basal com o envelhecimento. (.
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