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Resumo: FUNDAMENTOS: A pele, para exercer suas funcoes, necessita de niveis adequados de nutrientes.

OgJETIVO: Analisar o trofismo cutaneo de ratos nutridos e desnutridos por meio de dois modelos de desnutricao.
MEtopos: No Modelo Marasmo, utilizaram-se 60 ratos Wistar em controle dietético, dos quais 30 foram selecionados
aleatoriamente para receber metade da dieta didria durante 60 dias. No Modelo Gelatina, empregaram-se 60 ratos, dos
quais 30 receberam dieta associada a proteina de baixa qualidade (gelatina) durante 30 dias. Avaliou-se o estado nutri-
cional dos animais por meio da massa corporal, dos sinais clinicos e da dosagem de albumina sérica. Ap6s o periodo de
desnutricio, fez-se a histologia da pele dos animais para anilise da espessura da derme e epiderme com o software Leica
Application Suite; nas laminas coradas com tricromio de Gomori, analisou-se a colagénese com o software Image].
RESuLTADOS: A massa corporal dos animais desnutridos pelo marasmo e gelatina foi significativamente menor (p<0,0001
e p<0,0001) do que a dos grupos nutridos. Quanto a albumina sérica, nao houve diferenca entre os grupos nos dois
modelos. Em rela¢do a andlise histologica da espessura da pele, os desnutridos apresentaram a derme significativamente
menos espessa em comparagao aos nutridos (p<0,0001 e p<0,0001). No que respeita a colagénese, os grupos desnutri-
dos apresentaram menores percentuais de coligeno em relacio aos nutridos (p<0,0005 e p<0,003).

ConcLusOEs: Os animais desnutridos pelos dois modelos apresentaram diminuicio na espessura dérmica, confirmada his-
tologicamente pelo menor percentual de coligeno, mostrando a influéncia negativa da desnutricao no trofismo cutineo.
Palavras-chave: Cicatriza¢io; Coligeno; Gelatina; Marasmo nutriciona; Modelos animais; Processamento de imagem assis-
tida por computador

Abstract: BACKGROUND: The skin requires adequate levels of nutrients to function properly. Objective: To analyze skin
trophism in well-nourished and undernourished rats using two models of malnutrition.

MEeTHODS: In the marasmus model, 60 Wistar rats were kept on a controlled diet, 30 being randomly selected to receive
half the established diet for 60 days. In the gelatin model, 60 rats were used, 30 of which received a diet consisting of
poor quality protein (gelatin) for 30 days. The nutritional status of the animals was evaluated according to body mass
index, clinical signs and serum albumin measurement. After the period of malnutrition, histology was performed on the
animals’ skin to analyze the thickness of the dermis and epidermis using the Leica Application Suite software. Collagen
was analyzed on slides stained with Gomori trichrome using the Image]J software program.

Resutrs: The body mass index of the malnourished animals in the marasmus and gelatin groups was significantly lower
than that of the well-nourished animals in the two groups (p<0.0001 in both models). With respect to serum albumin,
there was no difference between the groups in either of the two models. In relation to the histological analysis of skin
thickness, the dermis of the malnourished animals was significantly thinner compared to that of the well-nourished ani-
mals (p<0.0001 in both models). The percentage of collagen was lower in the malnourished animals compared to the
well-nourished animals (p<0.0005 and p<0.003 in the marasmus and gelatin model, respectively).

Concrusions: Skin thickness measurements were lower in the malnourished animals in both models, and this finding was
histologically confirmed by the lower percentage of collagen, showing the negative effect of malnutrition on skin trophism.
Keywords: Collagen; gelatin; image processing, computer-assisted; nutritional marasmus; public health; skin.
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INTRODUCAO

A pele, maior 6rgiao do corpo humano, exerce
varias fungdes importantes, como protecio contra
toxinas e micro-organismos presentes no ambiente,
prevencao da desidratagio, participagdo no sistema
imunoloégico, propriedade sensorial e cicatrizacio."*’
Porém, para manter sua estrutura e tais fungoes, sio
necessarios niveis adequados de nutrientes como
proteinas, carboidratos, vitaminas e sais minerais."**

A desnutricio pode ser descrita como um
estado de deficiéncia de energia, proteina e/ou outro
nutriente especifico, que acarreta uma alteracao
mensuravel na fungio corporal e se associa a piora de
doengas, podendo ser revertida com suporte
nutricional adequado.” E altamente prevalente nos
paises em desenvolvimento e, em geral, esta
vinculada a problemas socioeconOmicos,
educacionais, de saide e de saneamento bisico.® Os
casos extremos de desequilibrio nutricional, como a
fome e a desnutricio, induzem no individuo uma
série de alteracoes bioquimicas e organicas, como
distarbios no metabolismo de proteinas, carboidratos
e lipideos, e, assim, um quadro de desnutricao, tanto
por privacao de dieta como por situacoes de estresse,
que alteram os requerimentos protéicos dos
individuos e as suas necessidades na composicao de
aminodcidos.’

As proteinas sio macromoléculas importantes
do organismo, pois, além de exercerem funcoes
estruturais, agem como catalisadores biologicos e
como hormonios, participam da fungao imunoloégica
e do transporte de substincias, regulam o
desenvolvimento celular. Quando as proteinas
deixam de exercer seu papel estrutural e enzimatico,
instala-se um estado de desequilibrio metabélico, que
pode gerar no individuo quadros anémicos,
hipovitaminoses e desnutricio protéico-energética
(DPE), sendo esta ultima um dos principais
problemas sociais brasileiros."

A DPE resulta da ingestio alimentar
inadequada e caracteriza-se por deficiéncia de
energia, devido a reducao na ingestao de todos os
macronutrientes e, frequentemente, muitos
micronutrientes. Clinicamente, ela se classifica nos
tipos marasmo, kwashiorkor ou em uma
combinacio dos dois, marasmo-kwashiorkor. O
marasmo ¢é a forma predominante da DPE na
maioria dos paises em desenvolvimento e pode
afetar todas as faixas etarias. Ocorre quando a
ingestio de energia é insuficiente para suprir a
demanda organica e, entdo, o corpo utiliza seus
proprios estoques de energia, como glicogénio,
musculo esquelético e, por fim, os triglicerideos
localizados no tecido adiposo."
Consequentemente, o individuo apresenta
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diminui¢ao cronica de peso pela perda de massa
muscular e gordura corporal, assim como
crescimento deficitario, atrofia muscular e estado
mental em “alerta”. Os niveis de albumina sérica se
mantém praticamente inalterados, tendo sua queda
detectada apenas tardiamente.**"*"

Além desse, outro tipo de desnutri¢ao pode ser
desencadeado quando ha baixa ingestao de
nutrientes especificos, como de proteina, ou quando
a ingestao se baseia em proteina de ma qualidade,
como a gelatina. Esta se caracteriza por um coligeno
desnaturado, cuja composi¢cio aminoacidica
corresponde a uma alta concentragio de glicina,
prolina e hidroxiprolina, associada a uma baixa ou
nula concentragao de tirosina, triptofano, isoleucina,
cistina e histidina.” A deficiéncia desses aminoacidos
essenciais causa deple¢io protéica nos animais,
ocasionando supressio de crescimento."

A DPE atinge a pele e provoca alteracoes
morfofuncionais significativas, predispondo-a a perda
de sua integridade (ulcera), com consequente
dificuldade de cicatrizacao. Entretanto, pouco se sabe
sobre as alteragoes cutineas desencadeadas pela
deplecao especifica de proteinas, como a induzida
pela ingestio de gelatina. A desnutricio altera a
reacdo inflamatoria, a fungao imune e a regeneragao
tecidual, causando aumento das citocinas proé-
inflamatorias, atraso na cicatrizagdo e maior risco de
infecgées.Z.().lZ,lS,lG

Frade et al. (2005), ao analisarem uma amostra
de 124 pacientes em Juiz de Fora e regiao adjacente,
constataram que as Ulceras de perna constituiam uma
enfermidade de evolucao longa e recidivante,
associada, em geral, a outras enfermidades cronicas, e
acometiam, essencialmente, idosos de baixa renda."
Atualmente, com o aumento da incidéncia e
prevaléncia de pacientes ulcerados, geralmente
desnutridos, e as iniimeras opcoes terapéuticas que
buscam acelerar a cicatrizagao, torna-se importante a
padronizacao e o conhecimento dos modelos
experimentais de desnutricio para avaliacio dos
mecanismos envolvidos no reparo tecidual e,
consequentemente, da seguranga e eficacia dos
produtos."

Com isso, busca-se analisar as modificagoes
teciduais tréficas da pele dos ratos diante das
diferentes formas de desnutricio como nos modelos
experimentais de marasmo e por dieta normoprotéica
associada a proteina de baixa qualidade (gelatina).

MATERIAL E METODOS

Realizaram-se os procedimentos experimentais
de acordo com os principios éticos em pesquisa
animal preconizados pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacaio Animal - COBEA (processo
CETEA/FMRP n° 274/2005). O estudo foi delineado
como experimental do tipo ensaio clinico,
randomizado e controlado em ambos os modelos de
desnutricao.

INDUCAO EXPERIMENTAL DE DESNUTRICAO
A) Modelo marasmo

Utilizaram-se 60 ratos Wistar (Rattus
norvegicus), machos, adultos (180,0-200,0g),
oriundos do biotério da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sio Paulo (FMRP-
USP), que receberam racao ad libitum por trés dias
para obtengio da média diiaria de ingesta.
Inicialmente, de forma aleatéria, 30 animais
receberam racao ad [libitum (grupo nutrido) e o
restante recebeu a metade da média diaria de ragao
(grupo desnutrido), os quais foram acompanhados
por dois meses. Os animais receberam agua ad
libitum e foram alojados em gaiolas individuais, a
temperatura constante de 22°C, com umidade relativa
do ar em torno de 60% e exaustao de ar automatica,
luz artificial em um ciclo alternado de claro/escuro de
12 horas (6h-18h).

B) Modelo de desnutricao por dieta
normoprotéica associada a proteina de baixa
qualidade (gelatina)

Utilizaram-se 60 ratos Wistar, machos, adultos,
que receberam dieta especial fornecida pelo
departamento de nutricio da FMRP-USP. Assim, 30 dos
animais receberam dieta normoprotéica e os outros
30 receberam dieta normoprotéica associada a
gelatina (Tabela 1), sendo acompanhados por um
més. Todos ficaram alojados nas mesmas condicoes
do modelo marasmo.

TaBeLA 1: Composi¢ao nutricional das dietas
experimentais

Dietas experimentais
(g/1.000g de racao)

Nutrientes Nutridos Desnutridos
Proteina (caseina) 200 50
Gelatina - 150
Lipideo (6leo de soja) 70 70
Carboidrato 532,5 532,5
(amido de milho)

Sacarose 100 100
Fibra (celulose) 50 50
Mix mineral 35 35
Mix vitaminico 10 10
Colina 2,5 2,5

Confirmacao da desnutricao

No modelo marasmo, apods trés dias da chegada
dos animais ao biotério, avaliou-se seu estado
nutricional pela massa corporal em balanga digital
calibrada e pela dosagem da albumina sérica,
realizada no laboratério de nutricio da FMRP-USP e
repetida no 60° dia de seguimento.

No modelo gelatina, o estado nutricional foi
avaliado da mesma forma que no modelo marasmo,
entretanto, no 30° dia de seguimento, devido ao
rapido depauperamento dos animais.

COLETA E ANALISE HISTOPATOLOGICAS

Nos modelos marasmo e gelatina, dez animais
de cada grupo foram sacrificados e tiveram a pele do
dorso biopsiada por punch 8mm e fixada em formol
tamponado 4%, no 60° e 30° dias, respectivamente. As
laminas histolégicas foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE) para mensuraciao da espessura cutanea e
tricromio de Gomori (TG) para analise da colagénese.

Mensuracao da espessura da epiderme e da derme
Empregou-se 0 microscopio 6ptico Leica®DM
4000B para captura das imagens histologicas no
aumento de 400x, fotografando-se, em sequéncia,
cinco imagens da epiderme até o tecido celular
subcutaneo. Essas imagens foram agrupadas
automaticamente pelo Photomerge no software
Adobe Photoshop CS4. Pelo software Leica Aplication
Suite (LAS), a imagem montada foi calibrada de 242
pixels para 50um. Posteriormente, tracou-se uma
linha da camada granulosa da epiderme até a
transicio com a derme (espessura da epiderme) e
desse ponto a transicao da derme com o tecido celular
subcutaneo (espessura da derme). Ao final do
tracado, o software forneceu a distincia em um.

Analise da colagénese

As imagens de laminas histologicas coradas com
TG foram capturadas no mesmo microscopio, no
aumento de 100x. Definiu-se a regiao de interesse (ROI)
padrio de 500x100 pixels e fotografaram-se dez
imagens de cada espécime de cada grupo com o
programa LAS. Posteriormente, analisaram-se as
imagens com o auxilio do plugin Colour Deconvolution
do software Image] (U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EUA), que fornece o percentual de
coloracio azul (coligeno) em cada ROL**

Analise estatistica

A medida das massas corporais, os valores da
dosagem de albumina sérica, a espessura da pele e a
colagénese foram analisados pelo teste ¢ de Student e
teste de Mann-Whitney para comparacao entre duas
amostras nao paramétricas. Considerou-se que o0s
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valores de p<0,05 mostram evidéncias estatisticas de
que ha diferenca entre os dados em questao.

RESULTADOS

Inicialmente, buscou-se avaliar o poder
amostral de 30 ratos por grupo, utilizando-se a massa
corporal como principal variavel comparativa no
estudo e considerando-se suficientemente diferente
medida igual a 44g ou maior para uma variancia (9°)
de 3650g, alfa 5% e erro 8 de 20%.

No modelo marasmo, os animais do grupo
desnutrido apresentaram menor massa corporal que
os animais do grupo nutrido apds 60 dias de
acompanhamento, sendo a diferenca entre as
médias de 294g e p<0,0001 (Figura 1A). A albumina
sérica foi semelhante entre os grupos nutrido e
desnutrido durante o tempo de avaliacio (Figura
1B). Além disso, observou-se que o0s animais
desnutridos apresentaram sinais clinicos tipicos da
desnutricao, tais como: diminui¢io do peso e do
crescimento, atrofia muscular, unhas quebradigas,
queda de pélos, permanente estado de alerta,
agitacao intensa e fome.

Quanto a mensuragio da epiderme e da derme,
a média da espessura da epiderme do grupo nutrido
foi estatisticamente semelhante a do grupo
desnutrido, porém, em relagao a espessura da derme,
o grupo desnutrido apresentou espessura
estatisticamente menor, em comparacio ao grupo
nutrido (p<0,0001) (Figuras 2A e 2B). As figuras 2C e
2D evidenciam histologicamente essa diferenca de
espessura na derme entre os grupos nutrido e
desnutrido.

Quanto a colagénese, apds 60 dias, avaliada
pela analise de imagens coradas pelo TG, o grupo
desnutrido mostrou menor percentual de coligeno
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em relacao ao grupo nutrido, sendo p<0,0005 (Figura
3A). Na anilise histolégica qualitativa, este ultimo
apresentou colageno mais denso e organizado em
comparag¢ao com o grupo desnutrido, o qual mostrou
colageno significativamente mais frouxo (Figuras 3B e
3C).

No modelo de desnutricio por gelatina, o
poder amostral de 30 ratos por grupo foi definido pela
diferenca das médias da massa corporal igual a 25g ou
maior para uma variincia (3°) de 657g, alfa 5% e erro
3 de 20%, confirmado pela diferenca encontrada de
116,8g entre os grupos. Os animais desnutridos
apresentaram rapida perda da massa corporal,
constatada com significativa diferenca ja no 30° dia em
relagdo aos nutridos, com p<0,0001 (Figura 4A). Os
niveis de albumina sérica foram semelhantes entre os
grupos apos o periodo de acompanhamento (Figura
4B). Os animais desnutridos pela gelatina
apresentaram diminuicao de peso, crescimento
deficitario, pele mais fina e fragil, letargia e queda de
pélos.

Ap6s o periodo de 30 dias, a média da
espessura da epiderme do grupo nutrido mostrou-se
estatisticamente semelhante a do grupo desnutrido;
entretanto, no que diz respeito a espessura da derme,
a do grupo desnutrido foi menor quando comparada
a do grupo nutrido (p<0,0001) (Figuras 5A e 5B). As
Figuras 5C e 5D mostram histologicamente essa
diferenca de espessura na derme entre ambos os
grupos.

O grupo nutrido apresentou maior percentual
de colageno, diferentemente, em termos estatisticos,
do grupo desnutrido, com p<0,003 (Figura 6A). Na
analise histolégica qualitativa, o grupo nutrido
apresentou area colagénica mais organizada em
relagao ao grupo desnutrido (Figuras 6B e 6C).
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FiGURA 1: Distribui¢do da massa corporal (g) (A) e valores da albumina sérica (g/dl) (B) dos ratos dos grupos nutrido e
desnutrido ap6s 60 dias de seguimento
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FiGurA 2: Distribui¢io das espessuras (um) da epiderme (A) e da derme (B) dos grupos nutrido e desnutrido ap6s 60 dias de acompan-
hamento e fotomicrografia (HE) da pele dos grupos nutrido (C) e desnutrido (D)

DISCUSSAO

No modelo marasmo, utilizou-se o modelo de
DPE para avaliar os efeitos da desnutri¢ao no tecido
cutaneo de ratos Wistar. A inducdao experimental do
marasmo nos ratos pode ser confirmada pelo peso,
além dos sinais clinicos apresentados, corroborando a
literatura.>**"""? Quanto 2 albumina sérica, os
resultados foram semelhantes nos grupos nutridos e
desnutridos ap6s 60 dias de acompanhamento,
possivelmente, devido a diminuicao lenta e tardia dos
niveis de albumina no marasmo.**
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Resultados semelhantes foram encontrados no
modelo gelatina, em que se empregou dieta contendo
proteina de baixa qualidade. A gelatina apresenta
escore de aminodcidos zero, ou seja, auséncia de
triptofano na proteina, e, na sua deficiéncia, a
conversao para niacina é diminuida, levando a uma
supressio do crescimento.”*" Além da auséncia de
triptofano, a gelatina apresenta hidroxiprolina e
glicina, aminoacidos que conduzem a esse mesmo
resultado.” A desnutricio induzida nos ratos pode ser

-
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Figura 3: Distribui¢ao do percentual das dreas de coligeno dos grupos nutridos e desnutridos ap6s 60 dias de acompanhamento (A) e
fotomicrografia das laminas coradas por TG (100x), mostrando coldgeno denso entre os nutridos (B) e frouxo com presenga de espacos
artefactuais entre as laminas dos desnutridos (C)
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FIGURA 4: Distribui¢cao da massa corporal (g) (A) e valores da albumina sérica (g/dl) (B) dos ratos dos grupos nutrido e
desnutrido apés 30 dias de seguimento

confirmada pela perda excessiva de peso e
consequente déficit de crescimento, bem como por
sinais clinicos apresentados pelos animais. Os niveis
de albumina sérica foram semelhantes entre os
grupos nutridos e desnutridos no periodo de
acompanhamento, provavelmente, devido a auséncia
do triptofano na gelatina, levando a uma supressao de
niacina, de modo que o triptofano presente no
organismo passou a ser utilizado na sintese de
proteinas endoégenas mais importantes, como as
proteinas séricas, mantendo os niveis normais.*

Em relacao a analise histolégica, os grupos
desnutridos nos dois modelos apresentaram
diminuicao no trofismo cutineo (espessura da
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derme) em comparagao com os grupos nutridos. Esse
fato se confirmou histologicamente pelo menor
percentual de colageno por area cutinea dos grupos
desnutridos. O colageno é a maior proteina estrutural
dos seres humanos, sendo trés quartos das proteinas
presentes na pele. Ele esta intimamente ligado a forca
ténsil e a flexibilidade da pele e é importante no
processo de cicatrizacao. Porém, durante o processo
de desnutricio, sua deposicio  diminui,
comprometendo suas funcoes durante o reparo.'>**?
Os resultados apresentados pelos dois modelos
de desnutricao foram similares, independentemente
do modelo utilizado, mostrando a influéncia negativa
da desnutri¢io no trofismo cutineo dos animais, o
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FIGURA 5: Distribui¢ao das espessuras (um) da epiderme (A) e da derme (B) dos grupos nutrido e desnutrido ap6s 30 dias de acompanha-
mento e fotomicrogratfia (HE) da pele dos grupos nutrido (C) e desnutrido (D)
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Figura 6: Distribui¢ao do percentual das dreas de colidgeno dos grupos nutridos e desnutridos ap6s 30 dias de acompanhamento (A) e
fotomicrografia das laminas coradas por TG (100x), mostrando coldageno denso entre os nutridos (B) e frouxo com presenga de espagos
artefactuais entre as laminas dos desnutridos (C)

qual se evidenciou histologicamente pela menor
espessura da derme e consequente diminui¢io do
percentual de coligeno, podendo retardar o processo
de reparacao tecidual da pele, como ja foi descrito por
Vé_rlos autOl‘CS 2,4-6,11,14,15,26,27

CONCLUSOES
Os animais desnutridos, em ambos os modelos

experimentais, apresentaram alteracoes histologicas
na espessura dérmica e na colagénese, evidenciando a
influéncia negativa da desnutricio no trofismo

cutaneo em ratos. Os modelos utilizados mostraram-
se importantes para o estudo da cicatrizagio
experimental. 1
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