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Abstract

Animal models have been useful in the study of specific mechanisms affecting human skin. Such is the case with ageing and the
micromechanical changes determining wrinkles in UV- irradiated mice. These models enabled us to understand that ageing
encompasses many peculiar mechanical responses which cannot be explained by homogeneous deformation of the skin.
Moreover, a major aspect to consider is that ageing processes differ among species and direct inferences are rarely possible. This
project aimed to compare age-induced changes in skin properties by studying two Wistar rat groups of different ages — young
adult rats (n=7, 20-24 week-old) and old adult rats (n=5, 48—72 week-old). Non-invasive measuring approaches involving
transepidermal water loss (TEWL), superficial hydration (MoistureMeter), and biomechanics (Reviscometer, and Cutometer
by MPA80) were taken in the animal dorsum (neck, bottom) over a period of five days, allowing statistical comparisons between
groups. Results revealed no significant differences for TEWL, firmness or viscoelasticity between the two groups. However, a
significant hydration decrease, of nearly 40%, was noted in the old adult rats group. These results, although preliminary, if
translatable to humans could be useful to address age-related changes in processes such as healing, or patch dressing
efficacy/safety where hydration is a critical determinant. Their potential use for the prediction of efficacy and or safety of
topically applied products for the elderly as compared to young adults may warrant further investigation..
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Resumo

Os modelos animais tém sido uteis para estudar mecanismos especificos que afetam a pele humana. E o caso do envelhecimento
e das alteragdes micromecanicas que determinam o enrugamento (a formagao de rugas) nos ratinhos irradiados com UV. Estes
modelos permitiram perceber que o envelhecimento envolve muitas respostas mecéanicas peculiares que ndo podem ser
explicadas pela deformagao homogénea da pele. No entanto, a diferenga entre o tempo de vida destas espécies afeta também os
processos e este ¢ um aspeto principal a ter em conta. Este projeto ¢ direcionado a comparagao das propriedades cutaneas de dois
grupos de ratos Wistar com diferentes idades — ratos jovens-adultos (n=7, 20-24 semanas) e adultos-velhos (n=5, 48-72
semanas). Medi¢des ndo-invasivas de perda transepidérmica de dgua (PTEA), hidratagdo superficial (MoistureMeter) e
biomecanica (Reviscometer e Cutometer por MPA80) foram realizadas nas zonas dorsais (pescogo, dorso-posterior) do animal
durante 5 dias, permitindo comparagdes estatisticas entre grupos. Os resultados ndo revelaram diferencas significativas para a
PTEA, firmeza ou viscoelasticidade entre os dois grupos. Contudo, foi notada uma diminuigao significativa, proxima de 40%,
da hidratag@o da pele no grupo dos ratos adultos-velhos. Estes resultados, apesar de preliminares, se fizermos a translag@o para
os seres humanos poderiam ser Uteis para avaliar mudangas relacionadas a idade em processos como a recuperagio cutanea, ou
eficacia/seguranca de pensos, onde a hidratagao ¢ um factor determinante. A sua potencial utiliza¢do para a predi¢ao da eficacia
e/ou seguranca dos produtos de aplicacdo topica para idosos em comparacao aos adultos merecem ser exploradas.
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Introduction

Ageing is a complex process that affects all species. It
has been extensively studied and geriatrics is currently
a target for research " *. With regard to humans, it is
clear that race/ethnicity, the intrinsic variations of
different anatomical regions and the neuro-hormonal
control are main determinants ' and the dermis is
perceived to be the main target. Critical features are
atrophy of the dermis due to loss of collagen, the
degeneration in the elastic fibre network, and the loss
of hydration ', Extrinsic factors, mainly
environmental, also play an important role. It is
estimated that 90% of the visible skin ageing process,
specially in Caucasians, is due to the effects of
ultraviolet (UV) radiation from sunlight™* ",

A relevant part of the knowledge accumulated derives
from studies using animal models including rats" and
mice™ ' but the rats' skin ageing process has not been
specifically approached. Some studies using Fischer
344 rats suggested a direct relationship between
caloric restriction and the delay or prevention of
histological alteration accompanying skin ageing .
Another study using CBA mice, revealed skin
morphological alterations connected with growth"”.
Hairless SKH-1 rats were suggested to be convenient
models for the study of photoageing”.

While proposing that using the in vivo rat skin model
could be of value for the prediction of drug /
environmental dermal safety effects associated to age
in humans, the present study characterises the
functional behavior of Wistar rats' cutaneous skin in
different age groups by noninvasive biometric
methodologies. It aims to identify potential
differences between young and older adult rats' skin
and the potential for any conclusions to be transferred
to human skin.

Materials and Methods

Two groups of Wistar rats aged 21-24 weeks weighing
379 + 30g (young-adult rats (AR); n=7), and 48-72
weeks rats weighing 520 + 60g (old-adult (OR); n=5),
were maintained under controlled temperature and
humidity (22 + 2°C; 40-50%), with a 12-hours
light/dark cycle and fed with rat chow and water ad
libitum. Animal experimentation was conducted in
accordance with the relevant Community and
National rules on animal protection for experimental
and other scientific purposes. The animals were
sedated with inhaled ethyl ether (7ml embedded in the

200

Introducio

O envelhecimento ¢ um processo complexo que afeta
todas as espécies, tem sido extensivamente estudado e
atualmente ¢ alvo de investigacdo na area de geriatria
121 No que diz respeito aos seres humanos, ¢ claro que
a raga/etnia, as variagdes intrinsecas das diferentes
regides anatomicas e as altera¢des neuro-hormonais
s30 as principais determinantes™ e a derme é vista
como o alvo principal. As principais caracteristicas
sdo atrofia da derme, devido a perda de colagénio, a
degeneracao da rede de fibras elésticas, e a perda de
hidratagio. Os fatores extrinsecos, principalmente os
ambientais, também desempenham um papel
importante. Estima-se que 90% do processo de
envelhecimento visivel da pele, especialmente em
caucausianos, ¢ devido aos efeitos da radiagdo
ultravioleta (UV) do sol***"",

Boa parte do conhecimento acumulado deriva de
estudos utilizando modelos animais, incluindo ratos"
e ratinhos”™'”, mas o processo de envelhecimento da
pele do rato ndo foi especificamente abordado. Ha
estudos em ratos Fischer 344 que apontam para uma
relagdo direta entre a restrigdo caldrica e o atraso ou
prevencao de alteragdes histologicas que
acompanham o envelhecimento cutineo . Outro
estudo em “ratinhos” CBA revelou alteragdes
morfoldgicas cutdneas relacionadas com o
envelhecimento "”. Foi também reconhecido que
“ratinhos” SKH-1 sem pélo sdo modelos convenientes
para o estudo do fotoenvelhecimento”.

Propondo que o uso de um modelo in vivo de pele de
rato, poderia ser de grande valor para a previsdo de
efeitos de droga/ambiental - na seguranca dérmica
associada a idade em humanos, o presente estudo
caracteriza o comportamento funcional cutaneo da
pele de ratos Wistar em diferentes faixas etarias
através de metodologias biométricas ndo invasivas,
com o objetivo de identificar possiveis diferencas
entre pele de ratos adultos jovens e velhos, e seu
potencial de translagdo para a pele humana.

Material e Métodos

Dois grupos de ratos Wistar com idades de 21-24
semanas com média de peso 379 + 30g (ratos adultos
(RA); n=7), e ratos de 48-72 semanas com média de
peso 520 + 60g (ratos velhos (RV); n=5), os animais
foram mantidos em condi¢des de temperatura e
humidade controlada (22 + 2°C; 40-50%), com 12
horas de ciclo luz/escuro, com acesso aracgao e agua ad
libitum. A experimentacdo animal foi conduzida de
acordo com as normas Comunitarias e Nacionais
relativas a protec¢@o dos animais utilizados para fins
experimentais e outros fins cientificos. Os animais



patch) to avoid any additional stress. Two opposite
dorsal areas (2cm’, neck and bottom) were marked on
the animal dorsum, after mechanical removal of the
body hair (24 hours before starting the study).
Measurements included transepidermal water loss
(TEWL), obtained with Tewameter® TM300 (CK
electronics, Germany) expressed in g/m’/h; superficial
epidermal hydration, measured by the
MoistureMeter® SC (Delphin, Kuopio, Finland)
expressed in arbitrary units (AU); and biomechanical
behavior obtained by the Cutometer® MPASO system,
equipped with an 8mm diameter probe, and by the
Reviscometer® RVM600 system, both from Courage-
Khazaka, Cologne, Germany. Measurements took
place daily over a period of five days (D1-D5). The
chosen cutometry descriptors were RO or Uf
(maximum distension of the first curve), R2 or Ua/Uf
(elasticity of the skin, including pulse stretching and
recovery), RS or Ua/Uf (total elasticity), R6 or Uv/Ue
(or viscoelasticity ratio, the relationship between
elastic and viscoelastic extension), and R8 or Ua (from
the first curve), obtained through the suction pulse that
characterizes this method """, For the reviscometer
system we selected the RRTm (Resonance Running
Time — mean value) measured at five angles (0°, 45°,
90°, 135° and 180°) and anisotropy, obtained by
dividing the ratio RRTmaximum/ RRT minimum"",
These are expressed in arbitrary units (AU).

Statistics involved an Unpaired t test (GraphPad Prism
5.0) and a Friedman test (SPSS 17.0) for baseline
comparison between the experimental sites. A 95%
confidence level was adopted.

Results and Discussion

The outcome of the comparison of the baseline values

from D1-D5 is presented in Table 1.

As shown, from the p values obtained, no differences
were found in the functional status of the skin in all
experimental sites during the experimental period.
This similarity is essential in order to proceed with the
comparative analysis.

Table 2 and Figures 1 to 5 summarize the skin
biometrical descriptors obtained in both groups.
Transepidermal water loss (TEWL) is a frequentely
used parameter, in both human and animal skin studies
to describe epidermal “barrier”, especially when
evaluating the integrity of skin after trauma from
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foram previamente sedados com inalacdo de éter
etilico (7ml em um algoddo) para evitar qualquer
stresse adicional. Duas é4reas opostas (2cm’, uma
proxima do pescoco e outra proxima da cauda) foram
selecionadas no dorso do animal apds remogdo
mecanica dos pélos (24 horas antes do inicio do
estudo).

Os parametros avaliados incluiram a Perda
Transepidérmica de Agua (PTEA), através do
Tewameter® TM300 (CK electronics, Germany),
expressa em g/m’/h; a hidratagdo superficial
epidérmica medida através do MoistureMeter® SC
(Delphin, Kuopio, Finland), expressa em unidades
arbitrarias (UA); e medida biomecénica através do
Cutometer® sistema MPAS80, equipado com uma
sonda de 8mm de diametro, ¢ do Reviscometer®
sistema RVM600, ambos da Courage-Khazaka,
Cologne, Germany. As medi¢des foram realizadas
diariamente por um periodo de cinco dias (D1-D5). Na
cutometria os descritores escolhidos para analise
foramo RO ou Uf (a distensdo méaxima da primeira
curva), R2 ou Ua/Uf (a elasticidade total da pele,
incluindo o pulso de distensdo e de recuperagdo), RS
ou Ur/Ue (elasticidade total), R6 ou Uv/Ue (razao
viscoelastica, a relacao entre a extengdo viscoelastica
e elastica), e R8 ou Ua (primeira curva) obtidos através
do pulso de succdo que caracteriza este método""'”. Ja
para o reviscometer, foi selecionado o RRTm
(Resonance Running Time — valor médio) medido em
cinco angulos (0, 45, 90, 135 e 180°) e a Anisotropia,
obtida pela razdo entre o RRT maximo e o RRT
minimo"". Ambos expressos em unidades arbitréarias
(UA).

O tratamento estatistico dos dados foi realizado
através do Teste t desemparelhado (GraphPad Prism
5.0) e o teste de Friedman (SPSS 17.0) foi utilizado
para comparagdo dos valores basais entre os sitios
experimentais. O nivel de confianca adotado foi 95%.

Resultados e Discussao

Os resultados da comparagao dos valores basais do D1
ao D5 estdo na Tabelal. Como demonstrado, a partir
de valores obtidos de p, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre o estado funcional da
pele em todos os sitios durante o periodo
experimental. Esta semelhanca ¢é essencial para
prosseguir com a analise comparativa.

A Tabela 2 e as Figuras 1 a 5 resumem os resultados
obtidos relativos a caracterizag@o biométrica da pele
nos dois grupos animais.

A perda transepidérmica de gua (PTEA) é uma variavel
muito utilizada, seja em modelos humanos ou animais,
principalmente nos estudo que avaliam a integridade da
pele apos trauma de diferentes origens "', assim como
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different origins "7 or to test the efficacy of

therapeutical interventions " "', TEWL results
obtained in our study (Figure 1) revealed an
insignificant (p = 0.0643) decrease of =~ 18% for the
old-adult (OR) when compared to the young-adult
(AR) group. These values, when compared with
baseline data from hairless rats (CD hrBi) (250-
300g)-"", are similar to the ones obtained in this study
with OR.

avaliar a eficacia da aplicagdo terapéutica "*"*'"". Os
resultados de PTEA obtidos no nosso estudo (Figura 1)
revelaram uma diminuicdo, estatisticamente nao
significativa (p=0.0643), de =~ 18% nos animais velhos
(RV) quando comparados ao grupo de animais adultos
(RA). Estes valores quando comparados com os dados
basais obtidos em estudos com ratos sem pélo (CD hrBi)
(250-300g)-"" sdo semelhantes aos dados obtidos neste
estudo para os RV.

Table 1 - Comparison of baseline (D1) and between every other day (D1 - D5) across the sites for each experimental technique of
biometric evaluations (p-value obtained by the Friedman test - SPSS).

Tabela 1 — Comparagio dos valores basais (D1) e entre todos os outros dias (D1 — D5) entre todos os sitio experimentais para
cada técnica de avaliagdo biométrica (valor p obtido através do teste de Friedman - SPSS).

Rats/Ratos
Old-Adult / Velhos Young A dults / Adultos
Variables / Varidveis
D1 D1-DS5 para todos os D1 D1-D5 para todos os
sitios sitios

TEWL/PTEA (g/m*/h) 0.564 0.350 0.083 0.199
Cutometer (R5) (AU/UA) 0.655 0.188 0.059 0.061
RRTm (AU/UA) 0.655 0.105 1.00 0.683
Anisotropy/Anisotropia (AU/UA) 0.655 0.09 0.257 0.582
Superficial Hydration/ Hidratagao

superficial (UA) 0.655 0.107 0.591 0.231
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Figure 3 — Anisotropy in Wistar rats: old - adult (OR/RV —
48-72 weeks of age) and young-adult (AR/RA - 48-72
weeks of age) ones (n=5 and n=7 for each group
respectively). The data bars represent means+S.E.M. of
measurements; AU- arbitrary units.

Figura 3 - Anisotropia em ratos Wistar: animais velhos
(OR/RV —48-75 semanas de idade) e adultos (AR/RA - 48-
75 semanas de idade) (n=5 e n=7 para cada grupo
respectivamente). As barras dos dados representam a
média + dpm das medi¢des; UA —unidades arbitrarias.
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Table 2 - Quantitative data obtained in each non-invasive measurement: transepidermal water loss (TEWL), superficial epidermal
hydration, and the biomechanics (RRT (resonance running time) by RRTm (resonance running time - mean value) and

anisotropy; and cutometry (descriptors R0, R2, R5, R6, e R8).

Tabela 2 - Dados quantitativos obtidos em cada um dos parametros avaliados: perda transepidérmica de agua (PTEA), hidratacao
superficial epidérmica, e biomecanicos (RRT (resonance running time) por RRTm (resonance running time - valor médio) e

anisotropia; e Cutometria (descritores R0, R2, RS, R6, e R8).

Rats/Ratos

Variables / Variaveis Old Adult / Velhos Young Adults / Adultos

mean/méd + sem/dpm mean/méd + sem/dpm
TEWL/PTEA (¢/m?/h) 8.585+0.19 10.45+0.85
RRTm (AU/UA) 912.3+213.3 1080 + 83.26
Anisotropy/Anisotropia (AU/UA) 15.75+£3.96 15.28+1.33
RO (Uf) (mm) 1.44 +0.42 0.911+0.18
R2 (Ua/Uf) (AU/UA) 0.99 +0.29 1.40 £0.12
RS (Ur/Ue) (AU/UA) 0.08 +0.03 0.07+ 0.04
R6 (Uv/Ue) (UA) 0.11 +0.02 0.06 % 0.04
R8 (Ua) (mm) 0.24 +0.109 0.06 + 0.0264
Superficial Hydration/ Hidratag¢ao 23.47+3.79 41.26 £3.67
superficial (UA)

RRTm and anisotropy did not reveal significant A RRTm e anisotropia, também ndo mostraram

differences between both age groups (p =0.4845 and p
= 0.9134 respectively) (Figures 2 and 3). These
unchanged parameters suggest the absence of changes
in skin elasticity or viscoelasticity during the animal
ageing process, although a decrease on RRTm
measurements (15%) is observed in old-adult rats
(OR) when compared with adults (AR). A study with
nude mice (Balb/c, 4 weeks old)"” showed different
RRTm baseline results (463.8 + 28.5), but the skin of
these animals was pretreated with a Phosphate Buffer
Solution  PBS, as different skin properties are
probably admissible for these two strains.

diferencas estatisticamente significativas entre ambos
os grupos (p=0.4845 e p=0.9134 respetivamente)
(Figuras 2 e 3). Estes pardmetros se mantém-se
inalterados e sugerem a auséncia de mudangas na
elasticidade da pele ou viscoelasticidade durante o
processo de envelhecimento animal, mesmo tendo uma
redugdo nos valores obtidos da RRTm (15%) nos
animais velhos (RV) quando comparados com os
valores dos animais adultos (RA). Um estudo com
“ratinhos” nude (Balb/C, 4 semanas de idade)”' mostrou
resultados basais diferentes para RRTm (463.8+£28.5),
porém estes animais foram tratados com solucdo de
tampao fosfato (PBS), como apresentam caracteristicas
diferentes admissiveis para as duas linhagens.
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Other biomechanical descriptors revealed no
significant differences between groups (Figure 4) (RO,
p=0.2876, R2, p = 0.2319; RS, p = 0.1478; R6, p =
0.3055, and RS, p = 0.3148). However, studies in the
literature indicate that the value of descriptor Uv/Ue
(or viscoelasticity index or R6) increases with the
ageing process in human skin ", Our study also
revealed an increased trend on this indicator, =~ 43%
old-adult rats (OR) compared to young-adult (AR)
ones, but it is not statistically significant. When our
results are compared with baseline results obtained in
other studies using rat strains such as Sprague-Dawley
(hind limb skin)™” or hairless rats (WBN / ILA-HT)
(dorsal skin)*", no similarities are found (R0 = 0058 +
0016 and RO = 0206 + 0025, respectively) probably
because the skin and/or the sites of these animals have
different characteristics.
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Figure 2 — Resonance running time - mean value (RRTm)
in Wistar rats: old-adult (OR/RV —48-72 weeks of age) and
young-adult (AR/RA - 48-72 weeks of age) ones (n=5 and
n=7 for each group respectively). The data bars represent
means+S.E.M. of measurements; AU- arbitrary units.
Figura 2 - Resonance running time — valor médio (RRTm)
em ratos Wistar: animais velhos (OR/RV — 48-75 semanas
de idade) e adultos (AR/RA - 48-75 semanas de idade) (n=>5
e n=7 para cada grupo respectivamente). As barras dos
dados representam a média + dpm das medigdes; UA —
unidades arbitrarias.

Figure 3 — Anisotropy in Wistar rats: old - adult (OR/RV —
48-72 weeks of age) and young-adult (AR/RA - 48-72
weeks of age) ones (n=5 and n=7 for each group
respectively). The data bars represent means+S.E.M. of
measurements; AU- arbitrary units.

Figura 3 - Anisotropia em ratos Wistar: animais velhos
(OR/RV —48-75 semanas de idade) e adultos (AR/RA - 48-
75 semanas de idade) (n=5 ¢ n=7 para cada grupo
respectivamente). As barras dos dados representam a
média + dpm das medigdes; UA —unidades arbitrarias.

Os outros descritivos biomecanicos revelaram
diferengas ndo significativas entre os dois grupos
(Figura 4) (RO, p=0.2876; R2, p=0.2319; RS, p=0.1478;
R6, p=0.3055 e R8, p=0.3148). Contudo a literatura
indica que o valor do descritor Uv/Ue (ou razdo
viscoelastica ou R6) aumenta com o processo de
envelhecimento da pele humana'”. O nosso trabalho
corrobora estes dados pois este indicador também
aumentou, ~= 43% nos ratos velhos (RV) em relagao aos
adultos (RA), mesmo ndo sendo estatisticamente
significativo. J4 quando os nossos resultados sao
comparados com os resultados basais obtidos em outros
estudos com linhagens de ratos como os Sprague-
Dawley (pele da regido inferior da pata)™ ou os ratos
sem pélo (WBN/ILA-HT) (pele do dorso) " ndo se
observam semelhangas (RO = 0.058+0.016 ¢ RO =
0.206+0.025, respectivamente) talvez porque a pele
destes animais tenha caracteristicas diferentes.
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Figure 4 — Cutometry (descriptors R0, R2, R5, R6 and R8) in Wistar rats: old (OR/RV —48-
72 weeks of age) and young -adult (AR/RA - 48-72 weeks of age) ones (n=5 and n=7 for
each group respectively). The data bars represent means+S.E.M. of measurements; mm -

millimeter.

Figura 4 - Cutometria (descritores R0, R2, RS, R6 and R8)em ratos Wistar: animais velhos
(OR/RV —48-75 semanas de idade) e adultos (AR/RA - 48-75 semanas de idade) (n=5 e n=7
para cada grupo respectivamente). As barras dos dados representam a média + dpm das

medigdes; mm - milimetro.

Superficial epidermal hydration was the sole
parameter showing a statistically significant
difference between both age groups (p=0.0098) with a
~ 43% reduction in older rats (OR) (Figure 5). These
values are similar to previously published results
obtained in the ear of Balb/c mice*”, and are especially
relevant in the processes such as healing or patch
dressing efficacy, where hydration is a critical
determinant. The fact that the ageing process in rats
has similarly affected skin hydration, and the fact that
this change could be detected with our noninvasive
technique, suggest that this may be of value in
predicting, with human translational value, potential
differential effects of topically applied products in
aged vs young adults, in that which concerns safety or
efficacy aspects.

A hidratagdo superficial epidérmica foi o unico
pardmetro que obteve diferenca significativa entre os
grupos (p=0.0098) com uma reducdo de =~ 43% nos
animais velhos (RV) (Figura 5). Estes valores sdo
semelhantes a valores previamente publicados obtidos
na pele da orelha de “ratinhos” Balb/c ™, e sdo
especialmente relevantes nos processos, tais como a
recuperagdo cutdnea, ou a eficacia de patch curativo,
onde a hidratacdo ¢ um determinante critico. O facto de
o processo de envelhecimento em ratos ter tido a
hidratagdo da pele igualmente afectada e o facto de que
essa alteragdo pode ser detectada com a nossa técnica
ndo invasiva, sugerem que esta técnica pode ser de
grande utilidade para prever a translagdo dos valores
para o humano, potenciais efeitos diferenciais dos
produtos aplicados topicamente em idosos vs jovens, no
que diz respeito a aspectos de segurancga ou eficacia.
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Conclusion

In this preliminary study we have been able to show that
the in vivo rat skin model has been appropriate in
identifying some age-related changes in skin
physiology, expressed by reduced hydration in the aged
animals as compared to the adults. A trend for decreased
RRTm was also identified. We acknowledge that results
may have been influenced by the short dimension of the
animal groups and the variability of some descriptors
(biomechanics, for instance). However, these results
indicate a potential for this model to be an interesting
one for skin studies, specially adequate to some address
and predict the potential skin reactivity in terms of
efficacy and safety to topically applied components like
drugs in the elderly as compared to young adults. This
may be of help in cases where the very elderly are to be
included in clinical trials with the inherent difficulties
associated with studying such age groups.
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Conclusao

Neste estudo preliminar, o modelo in vivo em pele de
ratos demonstrou ser adequado para identificar
alteragdes relacionadas com a fisiologia do
envelhecimento da pele, expressas por redugdo da
hidratacdo nos animais velhos, em comparagao com os
adultos. Foi identificada também tendéncia de
diminuicdo da RRTm. Como limitagdo, reconhece-se
que os resultados podem ter sido influenciados pela
dimensdo pequena dos grupos de animais e pela
variabilidade de alguns descritores (biomecanicos, por
exemplo). No entando, os resultados indicam o
potencial deste modelo para estudos de pele,
especialmente na predicao da reactividade potencial da
pele (em termos de eficicia e seguranca) a formulagdes
de uso tépico, em idosos comparativamente a jovens. O
modelo pode ser 1til, assim, em caso de estudos em
idosos, cuja inclusdo em ensaios clinicos apresenta
dificuldades inerentes.
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