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ANALISE DOS CONSTITUINTES DA PELE HUMANA SOB EFEITOS DE
COSMECEUTICOS POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

Resumo

O envelhecimento cutaneo € a soma de uma série de mudancas influenciadas por
fatores intrinsecos e extrinsecos. O conhecimento das modificagdes estruturais e
funcionais sao fatores determinantes para compreender o processo de
envelhecimento e avaliar a eficacia de produtos de uso topico. Neste contexto, é
importante encontrar técnicas analiticas que investiguem as alteragbes por métodos
nao invasivos e nao destrutivos, uma vez que, os métodos invasivos possuem a
desvantagem da retirada do tecido cutaneo para anadlises ex vivo (escamometria e
bidpsias). Dentre as técnicas ndo invasivas que permitem realizar estudos in vivo, a
que mais tem se destacado recentemente, € a de espectroscopia Raman, pois nao
afeta a integridade do tecido além de proporcionar analises em tempo real. Assim,
neste estudo foram utilizadas as técnicas de espectroscopia Raman in vivo
dispersivo e com transformada de Fourier (FT-Raman) visando identificar alteragdes
bioquimicas na pele humana tratada com cosmético antienvelhecimento. Durante
60 dias, a populagdo compreendeu 43 voluntarias compondo trés grupos: controle
(CTR) sem uso de nenhum produto, placebo (RT2) uso de produto placebo e ativo
(AF2) que fez uso de cosmecéutico com proposta antienvelhecimento. Os espectros
foram analisados separadamente em baixa freqiiéncia (800 a 1800 cm™) conhecida
como regido de “impressdo digital” e em alta freqiiéncia (2800 a 3500 cm™)
relacionado com a hidratagdo da pele. Pela analise de componentes principais foi
possivel identificar o comportamento dos grupos para diferentes tratamentos. Para o
sistema FT-Raman, percentual discriminante para o grupo controle apresentou, apos
60 dias, valor igual a 90,9% contra 11,8% para o grupo ativo e 64,3% para o grupo
placebo. Para o sistema Raman dispersivo, estes valores mostraram melhor
discriminagao, sendo; grupo controle igual a 81,8%, ativo igual a 76,5% e placebo
igual a 90%. A diferenga entre o porcentual discriminante entre os dois sistemas,
provavelmente esta relacionado a diferenca de penetracdo do laser podendo, no
caso do Raman dispersivo, concentra-se nas camadas onde o produto agiu. O
calculo de area integrada dos modos vibracionais na regido do DNA e melanina
mostrou menor valor para o grupo que fez uso de cosmético com ativos
antienvelhecimento, comparado com o grupo que nao utilizou nenhum cosmético.
Estes resultados foram relacionados com a acdo preventiva do cosmético na
formacgao dos radicais livres que levam a degradagao de algumas moléculas. Para a
regido de alta frequéncia foi possivel relacionar as alteragdes climaticas com a
hidratacdo da pele mostrando que o grupo ativo manteve a pele hidrata mesmo
sobre baixa umidade do ar.

Palavras Chave: pele, cosmético, envelhecimento, espectroscopia Raman,
hidratacao.



ANALYSIS OF CONSTITUENTS OF HUMAN SKIN IN THE EFFECTS OF
COSMECEUTICS BY RAMAN SPECTROSCOPY

Abstract

Skin aging is the combination of a series of changes influenced by intrinsic and
extrinsic factors. The knowledge of structural and functional modifications are keys
factors to understand the aging process and evaluate the effectiveness of topical
products. In this context, it is important to find noninvasive and nondestructive
analytical techniques to investigate the changes, because the invasive methods have
the disadvantage of removing the skin tissue for ex vivo analysis such as tape-
stripping, biopsies and histological examination. Raman spectroscopy has recently
emerged as noninvasive techniques that allow in vivo studies, does not affect the
integrity of the tissue and provides real-time analysis. This study used Raman
spectroscopy in vivo dispersive and Fourier transform (FT-Raman) to identify
biochemical changes in human skin treated with anti-aging cosmetic. During 60
days, the population comprised with 43 volunteers composing three groups: control
(CTR) without use of any product, placebo (RT2) use of placebo, and active product
(AF2) that made use of cosmeceuticals with proposed anti-aging properties. The
spectra were analyzed separately in the low frequency (800-1800 cm™) region known
as the "fingerprint" and in high frequency (2800-3500 cm™) related to skin hydration.
The principal component analysis identified the performance of the different
treatment groups. For the FT-Raman system, a discriminating percentual after 60
days the control group was 90.9%, versus 11.8% for the active group and 64.3% for
the placebo group. The values for the dispersive Raman showed better
discrimination with the control group 81.8%, the active group 76.5% and the placebo
90%. The difference between the discriminating percentual between the two systems
was probably related to this difference in the penetration of the laser , where the
dispersive Raman concentrated in the layers where the product acted. The
calculation of the integrated area of vibrational modes in the region of DNA and
melanin showed a lower value for the group that used the cosmetics with an anti-
aging additive compared with the group that did not use any cosmetics. These results
were related to the preventive action of the cosmetic in the formation of free radicals
that lead to degradation of some molecules. The high frequency region showed the
relationship of climate change and hydration of skin with that the group maintaining
the active moisturizes of the skin even on low humidity.

Keywords: skin, cosmetics, aging, Raman spectroscopy and hydration
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1 INTRODUCAO

A necessidade das pessoas de aproximar-se ao maximo possivel do padrao de
beleza e da jovialidade tem levado ao crescimento da industria de cosméticos e
cosmecéuticos. O setor mundial de cosméticos, fragrancias e produtos de higiene
pessoal cresceu em media 5,4% ao ano no periodo entre 2004 e 2008, com vendas
totais chegando a aproximadamente US$333,5 bilhdes em 2008, de acordo com a

Euromonitor International [1].

A industria brasileira de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos apresentou
crescimento médio de 10,6% nos ultimos 13 anos passando de R$ 5,9 bilhdes em
1998 para R$ 24,54 bilhdes em 2008 contra 3% do PIB total e 2,9% da industria
geral [2]. O Brasil é o segundo maior mercado consumidor no ranking mundial de
cosméticos. Muitos fatores tém contribuido para este crescimento destacando-se:
utiizacdo de tecnologia de ponta e consequente aumento da produtividade,
lancamentos constantes de novos produtos visando atender as necessidades do
mercado e aumento da expectativa de vida levando a necessidade de conservar a
impressao de juventude.

De acordo com os orgaos regulamentadores, produtos cosméticos sédo definidos
como substancias de origem animal, vegetal ou mineral com fun¢des que né&o
causem alteragdes fisiolégicas oriundas da permeacao cutdnea. A maioria destes
produtos apresenta penetragdo no camada coérnea, epiderme e até mesmo na
derme, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da molécula como também
da utilizagdo de promotores de permeacgdo ou veiculos (delivery systems) [3]. As
tecnologias na fabricagdo dos cosméticos foram alterando-se conforme as
necessidades. No inicio da década de 70 os produtos continham ativos que nao
ultrapassavam a primeira camada da pele protegendo apenas contra a desidratagao.
Hoje o avango na fabricagdo de produtos cosméticos levou a incorporagéo de ativos
com proposta de acdo antienvelhecimento na maioria das vezes sem comprovacao
da eficacia por estudos clinicos controlados e randomizados. Atualmente o
desenvolvimento de produtos nanoestruturados é focado na aplicagdo na pele do

rosto e corpo com prosposta de acdo antienvelhecimento e para fotoprotecédo. As
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nanoestruturas proporcionam enormes beneficios a cosmetologia uma vez que
controlam a penetragéo na pele e a velocidade com que o ativo € liberado gerando
maximizacdo dos efeitos cosmeéticos. Para um produto cosmeético ser classificado
como nanocosmético é necessario que contenha estruturas organizadas e menores
que 999 nandmetros, porém maiores que 100 nm de forma que nao penetrem na
corrente sanguinea [4].

A pele é uma interface biolégica com o meio ambiente, sendo um tecido
altamente metabdlico com a maior area de superficie no corpo humano [5]. Este
orgao é constituido por camadas que diferem na composi¢ao molecular e fungdes.
Dentre suas principais fungdes destacam-se a importante barreira de protegao
contra agressdes e agentes externos, além de absorgdo e secregao de fluidos,
termorregulagdo, metabolismo de vitaminas, absorgdo de luz ultravioleta evitando
efeitos nocivos ao organismo e tem papel fundamental nas fungbes sensoriais, agéo

de hormonios e estéticas.

Segundo estudo do Ministério da Saude, o grupo de idosos com mais de 60 anos
€ 0 que mais cresce quando comparado com diferentes faixas etarias. De 1980 a
2000, o grupo de idosos aumentou 107% contra 14% de 0 a 14 anos [6]. A vida de
qualquer organismo celular apresenta tempo limite de existéncia sofrendo alteragdes
fisiologicas com o tempo. O processo de envelhecimento cutaneo € a soma de uma
série de mudancas tempo-dependentes influenciadas por fatores intrinsecos ou
cronoldgicos e extrinsecos. O envelhecimento intrinseco relaciona-se a genética do
individuo, surgimento de doengas e expressdes de genes [7] enquanto o processo
extrinseco esta ligado aos fatores ambientais e estilo de vida tais como, polui¢ao,
tabagismo, alcoolismo e principalmente exposi¢ao a radiagéo ultravioleta resultando
no fotoenvelhecimento. Durante o processo natural de envelhecimento da pele
ocorrem alteragdes bioquimicas, celulares e teciduais resultando principalmente em
uma diminuicdo da interface derme-epiderme. Esta caracteristica compromete o
transporte de nutrientes entre as camadas da pele acarretando diminuicdo da matriz
extracelular e fragmentagao das fibras elasticas [8], além de promover redugdo da
sintese de colageno devido ao comprometimento da atividade dos fibroblastos [9].
Evidentemente neste processo ocorre a diminuicdo da hidratagdo e do desempenho
da barreira de protecdo [10]. O conhecimento das modificacbes estruturais e

funcionais sao fatores determinantes para compreender o processo de
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envelhecimento e avaliar a eficacia de produtos de uso tépico visando melhora na

qualidade de vida.

Varias teorias foram propostas para explicar o processo do envelhecimento.
Atualmente a teoria mais aceita cientificamente é a dos radicais livres desenvolvida
em 1956 por Denham Harman. Ocorrem danos oxidativos pela geragdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) ou radicais livres (anions superoxidos) através
do metabolismo mitocondrial normal e pela radiagcdo UV; as lesbes oxidativas
incluem quebras da cadeia do DNA, fragmentagdo e degradacdo de proteinas e
peroxidagao dos acidos graxos (lipideos) [11]. Outras novas teorias como o
encurtamento das extremidades dos cromossomos (telémeros) durante a mitose que
leva a apoptose celular [12] e o envelhecimento mitocondrial explicado através das
lesdes oxidativas no DNA [13]. Outro fator € o fotodano, causado pela exposi¢cao
crénica e descontrolada ao UVA e UVB que ativa receptores da superficie celular
dos queratindcitos e fibroblastos disparando vias de transcricdo nuclear que
estimulam a producdo de perdxido de hidrogénio; diminuem a biossintese do
colageno e aumentam a produgdo das matrizes metaloproteinases (MMP’s)
contribuindo para a desorganizagao final do tecido. O aumento no uso de
cosméticos visa melhorar a fungao de protegao contra as radiagdes UV e retardam o
envelhecimento extrinseco além de atuar de forma preventiva no intrinseco e manter
o perfil de concentracdo de agua na pele. A maioria destes produtos apresenta
penetragao apenas na camada coérnea e epiderme e alguns componentes promovem

atingir a derme superior.

Grande parte dos conhecimentos sobre as propriedades biomecéanicas da pele e
a influéncia de ativos se deve ao uso de técnicas experimentais em sua maioria
invasivas que requerem retiradas do tecido cutdneo para analises ex vivo.
Entretanto, durante o processo de extragdo ou armazenagem do material obtido por
estes métodos podem ocorrer danos ou alteragdes moleculares no tecido levando a
dificuldade de se observar o efeito induzido ou natural desejado. Atualmente o
método in vivo comum para se estudar as primeiras camadas da pele é o da
escamometria baseado em aplicagdes sucessivas de fita adesiva especial ou filmes
[14]. Porém, a principal limitacdo deste método é padronizar a forga aplicada. A

avaliagdo do material pode ser direta em microscopio ou apds coloragcbes [15],
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gravimétrica, baseada na diferenca de peso do adesivo com ou sem as camadas de

pele, cromatografia [14,16] e difracao de elétrons [17].

Alguns métodos n&o invasivos, como por exemplo, medigdes de propriedades
elétricas atualmente sdo empregados na avaliagdo da hidratacdo e determinacéo
das caracteristicas superficiais da pele. Alguns estudos tem realizado estas
avaliacdes através de medidas da capacitancia com o equipamento Corneometer®,
conduténcia elétrica usando o Skicon®, perda de agua transepidérmica (TEWL) com
o0 equipamento Tewameter® (Courage & Khazaka, Alemanha) e eletrodo de pH
[18,19]. As medicbes elétricas fornecem informacgdes qualitativas das alteracdes nas
caracteristicas gerais da pele sem mostrar a sua composi¢gao molecular. Além disso,
outros fatores podem influenciar nas propriedades elétricas da pele, afetando os

resultados.

Tendo em vista que a integridade, bioquimica e morfologia do tecido nédo podem
ser afetadas, alguns métodos épticos tém sido empregados para analise [20-22]. A
técnica de tomografia por coeréncia optica (OCT) tem sido utilizada para estudar os
efeitos de cremes hidratantes e protetores solares na manutencéo da elasticidade e
agua na pele [23], assim como, no estudo das diferengas estruturais da pele para as
diversas origens étnicas [24]. Entretanto, a técnica de OCT, apesar de nao invasiva,
nao fornece informagdes moleculares dos constituintes da amostra. Alguns estudos
mostram o uso da espectroscopia de fluorescéncia para detectar mudangas
teciduais relacionadas com o envelhecimento intrinseco ou o fotoenvelhecimento. A
principal desvantagem desta técnica é a limitacdo em relagcdo a especificidade
molecular [25,26].

Considerando que o processo de envelhecimento extrinseco e intrinseco séo
causados por mudancas na bioquimica celular e nos tecidos, o desafio € encontrar
uma técnica analitica que investigue as alteragdes por meétodos minimamente
invasivos e nao destrutivos. A técnica de espectroscopia Raman in vivo permite
identificar e caracterizar, em tempo real, as alteracdes bioquimicas decorrentes dos
processos degenerativos de tecidos vivos. Além de alta sensibilidade e
especificidade, ndo é invasiva e pode ser utilizada no estudo dos principais
constituintes da pele, como lipideos, proteinas e agua, [27,28]. O efeito Raman

constitui-se no espalhamento da luz apds interacdo com vibragdes moleculares do
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material. O espectro vibracional fornece a impressao digital da amostra, ou seja, a

composi¢ao quimica e bioquimica da pele analisada.

Neste estudo, visando identificar alteragdes bioquimicas na pele humana com o
uso de produto cosmético antienvelhecimento, foi utilizada a técnica de

espectroscopia Raman in vivo.

A secado 3.1 deste trabalho descreve brevemente a histologia da pele com a
intengdo do melhor compreenséo do objeto de estudo por parte do leitor. A segéo
3.2 mostra os principios fisicos e algumas aplicagbes da espectroscopia Raman.
Para o entendimento das medidas é necessario o uso de analise estatistica
apropriada as caracteristicas da amostra conforme abordado na secao 3.3.

Posteriormente, descrevem-se a metodologia, resultados, discusséo e concluséo.
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Face a importancia do processo de envelhecimento cutaneo e sua complexidade,

os objetivos deste estudo foram:

Identificar os componentes bioquimicos da pele de mulheres entre
60 e 65 anos através das analises dos modos vibracionais dos

espectros Raman adquiridos in vivo.

Identificar as regides espectrais onde ocorrem as principais

alteragdes em relacao aos diferentes tratamentos.

Analisar as alteracbes das estruturas protéicas, lipidicas e
quantidade de agua presentes na pele envelhecida com ou sem o
uso de formulagdes cosméticas através das técnicas de
espectroscopia Raman in vivo: dispersiva e com transformada de

Fourier.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Todos os tecidos e células sdo compostos por moléculas que possuem como
base o carbono. O carbono possui uma grande capacidade de formar moléculas
grandes, compostas por mais de 50 atomos de carbono. O atomo de carbono possui
4 elétrons na ultima camada que podem formar 4 ligagdes covalentes com outros
atomos (oxigénio, hidrogénio, nitrogénio) inclusive atomos de carbono (C-C) no qual

a ligagao é altamente estavel e formam cadeias de moléculas complexas.

Algumas moléculas orgéanicas sdo pequenas unidades denominadas mondmeros
que podem se ligar a outros monémeros formando macromoléculas denominadas
polimeros. As macromoléculas e suas subunidades monoméricas diferem bastante
em tamanho. Proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e lipideos sdao produtos

da polimerizagao de dois ou mais mondémeros [29]

a) Proteinas: compostos organicos formados por aminoacidos dispostos
numa cadeia linear. Uma cadeia de aminoacidos denomina-se peptideo. O termo
proteina € dado quando na composicdo do polipeptideo entram centenas ou
milhares de aminoacidos. Estes polimeros sdo compostos por a-aminoacidos que
realizam distintas fungcdes. Para a composicao das proteinas de mamiferos, 20 tipos
de a-aminoacidos sao relevantes podendo combinar-se entre si ou ndo. Os a-
aminoacidos sao constituidos por um acido carboxilico (-COOH) e um grupo
funcional amina (NHs3) ligados no mesmo atomo de carbono. As ligagdes entre
aminoacidos denominam-se ligagdes peptidicas e estabelecem-se entre o grupo
amina de um aminoacido e o grupo carboxi de outro aminoacido, com a perda de
uma molécula de agua. Muitos aminoacidos sao obtidos a partir da alimentagdo uma
vez que o organismo nao pode sintetiza-los [30]. A maioria das proteinas encontra-
se sob a forma de estruturas tridimensionais. Entretanto, existem 4 tipos de
estruturas de proteinas (Figura 1). A estrutura primaria € dada pela sequéncia de
aminoacidos unidos por meio de ligagdes peptidicas; a estrutura secundaria consiste
no arranjo espacial estavel sendo 2 tipos principais: alfa-hélice (cilindricas) e folha-

beta (achatadas e rigidas).
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Figura 1- Esquema das estruturas das proteinas, (a) estrutura primaria mostrando a sequéncia de
aminoacidos, (b) estrutura secundaria com conFiguragédo alfa hélice (acima) e folha beta (abaixo), (c)
estrutura terciaria e (d) estrutura quaternaria [31]

A estrutura terciaria é resultado do enrolamento da hélice ou da folha
estabilizada por ligacdes de hidrogénio e dissulfeto. Por fim a estrutura quaternaria é
formada por duas ou mais cadeias polipeptidicas. As proteinas formam diversos
arranjos com distintas fungdes sendo que as estruturas terciaria e quaternaria séo

referidas como “conformacgdes”.

b) Acidos nucléicos: sdo macromoléculas de nucleotideos que s&o
formados por um anel com um nitrogénio ligado a um agucar de cinco carbonos
(bases) e um radical fosfato. Existem dois tipos de acidos nucléicos: acido
desoxirribonucléico (DNA) com fungdo de armazenar informagdo e &cido
ribonucléico (RNA) com etapas envolvendo a biossintese proteica e a expressao
génica. Ha 5 bases divididas em dois grupos: purinicas com anel duplo- adenina e

guanina- e pirimidicas com anel simples — timina, citosina e uracila.

c) Polissacarideos: polimeros formados por unidades menores
denominadas monossacarideos. Os polissacarideos sao classificados segundo suas
funcdes que podem ser de sustentagcdo, manutengdo da hidratagdo das células e
tecidos além de reserva de energia. Os agucares podem existir na forma de cadeia



25

aberta ou formar um anel e apresentam em sua estrutura grupos hidroxila (OH) e
grupo aldeido (HC=0) ou cetona (C=0) [30].

d) Lipideos: englobam um conjunto de tipos de moléculas que possuem
como principal caracteristica a insolubilidade em agua e solubilidade em solventes
de gorduras. As moléculas de acidos graxos sao exemplos de lipideos e possuem
longas cadeias de hidrocarbonetos compostas por um grupo carboxila (-COOH) que
se comporta como um acido e esta ligada covalentemente a outras moléculas. A
principal fungdo dos &cidos graxos consiste na estruturacdo das membranas
celulares compostas principalmente por fosfolipidios. Cada molécula de fosfolipidio
possui uma cauda hidrofébica (cadeia de acidos graxos) e uma cabeca hidrofilica
(fosfato) [29].

3.1 Histologia da pele

A pele, cerca de 16% do peso corporal em um adulto, € um sistema dinamico,
complexo, integrado por um arranjo de células, tecidos e elementos de matriz que
mediam uma série de fungdes. Existem dois tipos diferentes de pele no organismo
que podem variar de 1 mm a 4 mm: pele glabra, caracterizada por espessa camada
de queratina (palmas e plantas) e a pele pilificada de menor espessura que recobre
o restante do corpo. A pele é composta por trés diferentes camadas: epiderme,
formada por tecido epitelial; derme composta por tecido conjuntivo e hipoderme,
camada inferior contendo gordura [32,33]. A epiderme, com varias camadas (cérnea,
granulosa, espinhosa e basal), e a derme unem-se pela membrana basal e tem

funcdes especificas (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema simplificado de uma secgdo transversal da pele contendo epiderme, derme e
hipoderme e os principais tipos celulares [34]

A superficie da pele apresenta-se, em todas as areas, de forma irregular com
presenca de sulcos. As membranas mucosas diferem da pele pela auséncia das
camadas granulosa e cornea. Com o decorrer dos anos, a pele apresenta um
declinio de todas as suas fungdes. As alteragdes bioquimicas e histologicas
revelam-se por sinais clinicos tais como rugas, , perda de elasticidade, elastose,

diminui¢ao da hidratacao, fotodano e queratoses actinicas [35].

3.1.1 Epiderme

Composta por tecido epitelial, sem rede vascular, € a camada mais externa da
pele com espessura variavel entre 1,3 mm (palmas) até 0,6 mm (face). Sua principal
funcdo é atuar como uma barreira fisica contra agentes externos como a radiagéo
UV e microorganismos além de manter o conteudo hidrico, de eletrdlitos e
nutrientes. A epiderme é uma camada em continua renovagado e proporciona o
desenvolvimento de outras estruturas conhecidas como anexos (unha, foliculos
pilossebaceos e glandulas sudoriparas). Sua principal caracteristica é a

estratificacdo, constituida por quatro camadas distintas: cornea (CC), granulosa
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(CG), espinhosa (CE) e basal (CB) sendo esta a camada mais interna (Figura 3).

Entre a derme e a epiderme encontra-se uma fina membrana denominada juncao
dermoepidérmica (JDE).
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Figura 3 — Esquema da epiderme estratificada [32].

Grande parte das células que compde estas camadas sao os queratinocitos,
produtores de queratina, que se diferenciam bioquimicamente durante seu processo
de maturagao da camada mais interna migrando para a superficie [32,36]. Em menor
quantidade, existem outros tipos de células - os melandcitos, células de Merkel e as

células de Langerhans. A seguir estdo descritas as principais caracteristicas destas
células.

1) Queratinécitos: representa mais de 95% da epiderme e sua morfologia
varia conforme a camada. As bordas de suas membranas estdo unidas por pontes
intercelulares conhecidas por desmossomas principalmente na camada espinhosa
(Figura 4A). Formam-se na camada basal a partir de células em divisdo. A medida
que os queratindcitos se aproximam da superficie da pele, transformam-se em
células achatadas e anucleadas com grande quantidade de filamentos
queranitizados, denominados cornedcitos. O tempo total de renovagao epidérmica,
através da eliminagao destas células, ocorre entre 59 a 75 dias. Durante o processo
de maturagao ou queratinizagao, observam-se algumas alteragdes: na camada basal
ocorre perda da atividade mitética, a partir da camada espinhosa as células iniciam a

sintese de novas organelas, modificacbes na membrana e remodelagem de sua
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estrutura, além de sintese de lipideos e proteinas em distintas quantidades e

composigoes [36,37].

Figura 4 — A) Queratindcitos (escala de cinza) sendo ligados pelas desmossomas (filamentos
escuros); B) Filamento microscopico de queratina.[38,39]

A principal fungédo dos queratindcitos € produzir a queratina (Figura 4B), proteina
secundaria com conformacédo a-hélice (a-queratina) ou de folhas-B (B-queratina),

constituidas por cerca de 15 aminoacidos, dentre eles a cisteina (Figura 5).

Figura 5 — Diagrama da molécula de queratina. [40]

2)Melandcitos:  representam  aproximadamente 2% das células
epidérmicas e encontram-se na camada basal protegendo as células dos efeitos
nocivos da radiacdo UV. Sua principal fungcdo € a producdo de melanina, um

pigmento que pode variar do amarelo ao marrom ou preto. Sua forma dendritica,
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como a dos neurdnios, permite o contato com muitos queratinécitos facilitando a
distribuicdo dos melanossomas ou granulos de melanina (Figura 6). Ha dois tipos de
melanossomas que produzem distintas melaninas: a eumelanina (coloragdo escura)
e a feomelanina (coloragdo avermelhada). A eumelanina é a unido de numerosas
ligagbes dos polimeros. O numero de melandcitos € igual em todas as pessoas de
diferentes etnias, porém a coloragdo da pele é determinada pela quantidade,

tamanho e distribuicdo da melanina, fatores determinados geneticamente [33,41].

Melanécito Il -

Melanina no interior dos

S ; queratinacitos

A

Queratingcitos

Melanécito

Figura 6- Esquema dos melandcitos e a disposicdo da melanina na camada basal. [42]

A sintese da melanina é explicada pela presengca da enzima tirosinase no
complexo de Golgi dos melandcitos e ocorre a partir da polimerizagdo do aminoacido

tirosina (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura molecular da tirosina [43]

3) Células de Langerhans: sdo células dendriticas com nucleo escuro e
irregular que apresentam antigenos, responsaveis ao sistema de imunovigilancia
cutédneo (Figura 8). Cosntituem de 2 a 8% do total de células epidérmicas. Seus

processos dendriticos se estendem até a camada granulosa através dos
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queratinécitos e até a jungao dermoepidérmica. Sao diferenciadas dos queratindcitos

pela auséncia de desmossomas [32,33].

Figura 8 — Célula de Langerhans. [44]

4) Células de Merckel: atuam como receptores mecanicos a fungéo tatil.
Encontram-se dispersas pela epiderme, porém com maior concentragao na camada
basal. Também podem ser encontradas na derme associadas as terminacdes
nervosas (Figura 9). Estdo unidas aos queratindcitos através dos desmossomas em
regides particulares do corpo como labios, maos e dedos apresentando

tonofilamentos de queratina. [33]

Figura 9- Células de Merckel [45]
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3.1.1.1 Camadas da Epiderme

A seguir estdo descritas as quatro camadas da epiderme da mais interna a
superficie destacando suas principais caracteristicas, além da jungao entre a derme

e epiderme.

1) Jungdo dermoepidérmica (JDE): estrutura que promove resisténcia
mecanica ao atrito. Além disso, serve como suporte para a epiderme, determina a
polaridade do seu crescimento e atua como barreira semipermeavel. Sua espessura
varia de 60 nm a 140 nm de estrutura emaranhada de colagenos tipos IV e VII com
fibras longitudinais [46].

2) Camada Basal: constituida por células em intenso processo mitético. A
cada mitose 50% das células filhas permitem a renovagdo do epitélio tanto sob
condi¢cbes homeostaticas como nocivas [47].

3) Camada Espinhosa: composta por células poligonais e achatadas.
Caracteriza-se pelo inicio da queratinizagdo e presengca de numerosos
desmossomas (filamentos de queratina) unindo as células. Nesta camada também
ocorre o inicio do desenvolvimento dos corpos lamelares, que serdo responsaveis
pela formagao do manto hidrolipidico, e dos granulos de querato-hialina [47].

4) Camada Granulosa: células com citoplasma repleto de granulos de
queratina. Como a camada espinhosa, existem corpos lamelares que contém
lipideos, tais como fosfolipidios e colesterol. Estas estruturas sao depositadas no
camada cornea formando barreira contra a perda de agua, ou seja, o manto
hidrolipidico. As células granulosas sintetizam novas proteinas responsaveis pela
estrutura do camada coérnea: a profilagrina, posteriormente transformada em filagrina

e a involucrina.

5) Camada Cornea: possui estrutura simples de células achatadas e
anucleadas, hidrofilicas dispostas em camadas intercaladas com matriz de
estruturas lipidicas intercelulares, hidrofobicas, principalmente ceramidas, colesterol
e acidos graxos. O grau de organizacao dos lipideos é de extrema importancia para
prevenir a perda de agua transepidérmica (TEWL) [48]. A espessura desta camada

varia de 10 a 15 uym, exceto nas palmas e plantas, onde pode ser até 10 vezes mais
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espessa. O camada coérnea funciona como uma barreira contra a desidratacao,
invasao de microorganismos e agressdes do meio ambiente e seu maior constituinte
€ a queratina (a e B-queratina), correspondendo a cerca de 80% de sua massa seca
[49]. A funcdo de barreira depende da presenca de umidificantes constituintes do
NMF, composto por moléculas higroscopicas, que se ligam a agua além de varios
aminoacidos. Dentre estes aminoacidos encontram-se o acido pirrolidona-carboxilico
(PCA), acido urocanico, lactato, uréia, serina, glicina, arginina, ornitina, citrulina,
alanina, histidina, fenilalanina (Figura 10). Quando as células epidérmicas morrem
as proteinas presentes no seu interior sdo degradadas em aminoacidos e
transportadas para o camada cérnea. Os cornedcitos, revestidos pela involucrina —
proteina responsavel pelas ligacbes ésteres com as hidroxiceramidas- processam a
filagrina que apds ser hidrolizada fornece elementos para a composi¢cédo do NMF. A
agua também é importante componente da pele, pois mantém a flexibilidade e é
responsavel pela manutengcdo do equilibrio homeostatico necessario as enzimas

envolvidas em varios aspectos da fungao e maturagdo do camada cornea [50].
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Figura 10 — Estruturas moleculares dos principais aminoacidos constituintes da pele.

3.1.2 Derme

Esta camada é formada por tecido conjuntivo com espessura que varia de 0,5
mm a 3,0 mm de acordo com a regidao do corpo, além de ser, mais espessa nos
homens do que nas mulheres. Sua superficie € irregular, observando-se saliéncias,
as papilas dérmicas, que aumentam a area de contato da derme com a epiderme,
reforcando a unido entre elas. A derme é dividida em duas regides que conferem
elasticidade a pele, a papilar (superficial) e a reticular (profunda) que constitui a
maior parte da derme. A derme papilar € delgada e possui fina rede de fibras
elasticas perpendiculares a camada basal (Figura 11a) compostas por elastina e
duas glicoproteinas, a fibrilina e outra associada a microfibrila. A derme reticular
apresenta tecido denso constituido pelos colagenos tipos | e Ill além de fibras
elasticas dispostas paralelamente a superficie (Figura 11b). As macromoléculas séo
encontradas entre as fibras e células dérmicas e mais abundantemente na papila
dérmica e ao redor dos anexos cutaneos. Bioquimicamente a constituicdo da derme
envolve polissacarideos tais como hialuronidatos (derivados do acido hialurénico) e
condroitinsulfatos. A substancia fundamental também contém glicoproteinas,
proteoglicanas e glicosaminoglicanas, além de material fibrilar composto por fibras
colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares. Os anexos cutaneos encontram-se na

derme, mas se originam de estruturas epidérmicas (foliculos e glandulas). Estéo
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presentes ainda as principais células dérmicas (fibroblastos), vasos sanguineos e
linfaticos. Os fibroblastos sintetizam diferentes macromoléculas que constituem a

matriz extracelular como colageno e a elastina [51-53].

Figura 11 — Fibras elastinas coloridas por imunofluorescéncia: a) na derme papilar (setas) as fibras
sdo finas; (b) derme reticular (asterisco) encontram-se espessas. Epiderme (E) e derme (D); escala
da barra igual a 50 um. Fonte: reproduzida de J.L.Contet- Audonneau [54]

3.1.2.1 Fibras de colageno

O colageno é uma proteina complexa e representa 75% do peso seco da derme.
O tropocolageno é o mondmero da molécula de colageno, o qual constitui-se de fibra
composta por trés cadeias de aminoacidos unidos. A formacédo das fibras de
colageno depende de uma sequéncia de etapas bioquimicas: polimerizagcdo da
molécula de tropocolageno, hidroxilagdo dos residuos de lisina e prolina que ficam
livres na forma de hidroxiprolina e hidrolisina (Figura 12). Os residuos de
hidroxiprolina formam pontes de hidrogénio entre as trés cadeias alfa, contribuindo
para a estabilidade da hélice tripla do tropocolageno. O colageno € uma familia de
proteinas que se relacionam formando o principal componente da matriz
extracelular. Na pele, os colagenos tipos | e lll compreendem 85 a 90% e 8 a 11%
do total de colageno sintetizado, respectivamente. Entretanto, os colagenos tipos 1V,

V, VI e VII também estdo presentes na derme [32,55].
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Figura 12- Estrutura molecular da hidroxiprolina e hidroxilisina [56]
3.1.2.2 Fibras elasticas

As fibras elasticas sdo associadas ao colageno e encontram-se em pequenas
quantidades na derme. Sao formadas por dois tipos de estruturas, a elastina e as
microfibrilas sendo a primeira mais abundante. As fibras elasticas sao sintetizadas

pelos fibroblastos e contém os aminoacidos desmosina e isodesmosina [36].

3.1.2.3 Matriz Extracelular

E representado pela substancia que forma o meio no qual células e fibras se
sedimentam. Constitui-se de fibronectina e glicosaminoglicanas (acido hialurénico,
sulfato de condroitina e sulfato de dermatana). Estes componentes sao sintetizados

pelos fibroblastos e mastécitos.
3.1.3 Hipoderme

E formada por tecido conjuntivo frouxo, que se une de maneira pouco firme a
derme. E a camada responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas
quais se apodia. Dependendo da regidao e do grau de nutrigdo do organismo, a
hipoderme podera ter uma camada variavel de tecido adiposo que quando

desenvolvida constitui o paniculo adiposo. O paniculo adiposo modela o corpo. E



36

uma reserva de energia, participa proporcionando protecdo na termo-regulacao

contra o frio.

3.2 Espectroscopia Raman

O fendmeno de espalhamento inelastico da luz foi primeiramente postulado por
Smekal em 1923 [57] e descrito pela primeira vez em 1928 por Raman e Krishnan
apdés uma série de experimentos que consistiam na iluminagao de diferentes meios
(solidos, liquidos e gasosos) utilizando uma lampada de mercurio. A luz espalhada
pela amostra era analisada por um espectrografo e apresentava algumas linhas e
bandas diferentes do espectro da luz da lampada de mercurio. Estas diferencgas
apresentavam deslocamentos simétricos de frequéncia em relacdo as linhas da
radiacao incidente, polarizagao independente da frequéncia de excitacdo € o numero
de linhas que apareciam no lado de maior comprimento de onda eram mais intensas
e numerosas do que as linhas que apareciam no lado oposto a linha da radiagao
incidente [58]. Desta forma Raman concluiu que as frequéncias deslocadas
representavam as frequéncias de oscilagdo das moléculas da amostra dependentes
de suas ligagdes quimicas e geometria. Este novo fenébmeno de espalhamento foi
chamado efeito Raman. A espectroscopia Raman mede o espalhamento inelastico
de uma radiacdo monocromatica que incide sobre uma molécula. O uso do laser
como radiagao incidente é baseado no fato de ter pouca divergéncia e polarizagéao
linear. O efeito Raman € um mecanismo que segue o principio de conservacao de
energia. Se o foton da radiagdo incidente possui mesma energia que o foton
espalhado pela amostra, apds sofrer interacdo com a mesma, a radiagao espalhada
apresenta freqUéncia igual a da radiacao incidente (espalhamento Rayleigh); se o
féton incidente perde energia ao interagir com as moléculas da amostra entdo a
radiacdo espalhada aparecera no espectro com menor frequéncia (espalhamento
Stokes) onde a diferenga entre a energia incidente e a espalhada € absorvida pela
amostra que sofre uma transicdo para niveis vibracionais mais altos; se o féton
incidente interage com as moléculas da amostra ja no estado excitado pode receber
energia deixando as moléculas em niveis de energia mais baixos (espalhamento

anti-Stokes) [59]. Frequentemente a regido Stokes do espectro Raman é mais
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intensa do que a regido Anti-Stokes uma vez que a maioria dos elétrons encontra-se

no estado vibracional em temperatura ambiente. A Figura 13 mostra o diagrama de

niveis de energia para o espalhamento Raman.

estados eletrdnicos

estados vituals "
F .
hUu h'l..'n h Vo
— —| »
hivy-v) hv, hivytv)
— — ——
estados vibracionais
L
1
¥ ¥ hip #
il
Stokes Rayleigh anti-Stoles

Figura 13- Esquema dos estados de energia vibracionais e energia da luz nas espectroscopias
Raman (v, = frequéncia da radiacdo incidente, v = frequéncia vibracional, h = constante de Planck).

A representagdo espectral do diagrama da Figura 13 pode ser observada na

Figura 14

Espalhamento Rayleigh

Stokes anti-Stokes

Intensidade

YoV o —Vz Vo=V o Vo + v o

Frequéncia

Figura 14- Espectro Raman ilustrativo
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O estudo de uma molécula diatbmica pode ser simplificado pelo modelo do
oscilador harménico onde os nucleos estao ligados entre si por uma mola (ligagdes
quimicas) com constante de for¢a k. Assim, quando os atomos oscilam, em torno de
uma posigao de equilibrio, variando a distancia internuclear, a representagao é dada

por uma curva de energia potencial. A frequéncia de oscilagcdo desta molécula

A 1 , .

diatbmica & dada por V:2_ X onde M € a massa reduzida (U= mimz/mq+my).
m\ u

Através da mecanica quantica, o nivel de energia, E, de uma molécula diatdbmica é

tratado aproximadamente como um oscilador harmdnico, dado por:

En:hv(n+%j (1)

onde n = 0,1,2... € o numero vibracional quantico (autovalores). As transi¢des
vibracionais possiveis para o oscilador harménico sdo as que An = 1 onde as
bandas fundamentais obedecem a esta regra de seleg¢do. Entretanto, nenhuma
molécula real apresenta comportamento perfeitamente harmbnico, mas sim com
padrdao diferente denominado oscilador anarmoénico. Além disso, o0 modelo
harménico ndo explica a existéncia da energia de dissociagdo e algumas
frequéncias no espectro sdo maiores do que we ferindo a condigdo An = £1. A Figura
15 mostra a curva de energia de potencial para oscilador harménico (A) e para
oscilador anarménico (B). No oscilador harmdnico os niveis apresentam espacgos
iguais onde we é a frequéncia de vibragdo em cm' eDeéa energia de dissociacéo,

Ou seja, a energia necessaria para se romper uma ligagao quimica.
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Figura 15- llustracdo da energia de um oscilar harménico (A) e anarmdnico (B) onde as linhas
horizontais representam os niveis de energia vibracionais, as setas indicam as transi¢des e a curva
representa a energia potencial [60]

De acordo com a teoria classica, o efeito Raman relaciona-se com a inducao de
um momento de dipolo P no meio pela agado do campo elétrico da radiagcéo E, ou
seja, ha um deslocamento do centro de carga positiva em relagdo ao centro de
carga negativa. O momento de dipolo € dado por P=aE onde a é a polarizabilidade
eletrénica que depende da facilidade com que ocorre a redistribuicdo eletrdnica da
molécula que oscila com frequéncia normal vx. A mudanga da polarizabilidade da
molécula, regra de sele¢cdo da espectroscopia Raman, pode ser expressa por uma

série de Taylor no qual Q é a coordenada interna do sistema:

oo 1{oa” ),
a—ao+[an]0Q+5[anjQ +... (2)

O vetor campo elétrico oscilante com frequéncia vp € 0 modo normal de vibragao

sdo escritos da seguinte maneira:

E= E; cos(2zv,t) Q =Q, cos(27v,t) (3)

onde vk e vp sdo, respectivamente, a frequéncia vibracional e a da radiagao

incidente. Os termos de maior ordem da expanséo (2) podem ser desconsiderados
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mediante a pequena variagao de Q. Substituindo as equagdes (2) e (3) na equagao

da polarizabilidade, tem-se:

P= aOE cos(2zv,t)+ (%} Q, Eo cos(2zv,t)cos(2zv,t) (4)
0

k

Considerando que cos(a)cos(b)= 's[cos(a+b)+cos(a-b)] a equagao (4) pode ser

reescrita como:

p= a, Eo cos(27rv0t) + %(;Qa j Q, Eo {cos[27r(v0 +V, )t] + cos[27z(v0 -V, )t] } (5)
k /o

A soma acima mostra os trés termos correspondentes a polarizabilidade que
depende das diferentes frequéncias. O primeiro termo contém a frequéncia da
radiacao incidente vy e relaciona-se ao espalhamento Rayleigh (elastico); o segundo
termo e o terceiro termo correspondem aos espalhamentos anti-Stokes (vo+vk) €

Stokes (vo-Vi), respectivamente. Entretanto, estes dois espalhamentos s6 podem ser

, . oo
visualizados se

J #(0 para haver variagdao da polarizabilidade do material
k /o

devido a um pequeno deslocamento da coordenada generalizada Q [61,62].

Conforme visualizado na Figura 13 os espalhamentos Stokes e anti-Stokes
apresentam intensidades distintas o que nao pode ser explicado pela teoria classica
visto que deveria haver simetria espectral. Assim € necessario considerarmos o

modelo quantico, pois os movimentos vibracionais sdo quantizados.

Os coeficientes de Einstein estado relacionados com fung¢des de onda yn, € g, de
estados combinados através do momento de transicdo de dipolo. Assim a

polarizabilidade pode ser escrita segundo a equacgao (6):

Oy = [Wnaty,dt (6)
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A relacdo entre as componentes do momento de dipolo induzido e as

componentes do campo elétrico é dada pelas equacgdes:

P =a,E, +0{XyEy +a,E,
Py = OtyXEX + anyy +05yzEZ (7)

P,=a,E, +0{ZyEy +a,E,

As componentes a;; , pertencem ao tensor simétrico de polarizabilidade (0xy= ayx,
Oxz= Oz, Qy,= Oz). Para cada transi¢do entre os estados vibracionais m e n devem
ser consideradas as componentes (aj)mn Sendo i e j como x, y ou z. Para haver
atividade no espectro Raman, o momento de dipolo de transicdo também deve ser
diferente de zero, contudo o operador que comparece na integral ndo é o do dipolo
intrinseco, mas o do momento de dipolo induzido. Assim a equacgao (6) é reescrita

como:

(aij )mn :IWmaijWndT (8)

Substituindo a equacgao (2) na equagéo (8) tem-se:
da
X =a0IV/ml//ndr+(Ej .[l//mQy/ndT (9)
0

A primeira integral do segundo membro € sempre igual a zero uma vez que yn, €
Y, sao autofungbes da mesma Hamiltoniana sendo ortogonais entre si o qual
significa que os estados vibracionais no espalhamento Raman (Stokes ou anti-
Stokes) sdo m#n [63]

Iwm*wndrzo (10)
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Para sistemas com moléculas poliatbmicas o modelo classico também limita-se
em explicar o movimentos destas. Cada atomo possui 3 graus de liberdade
correspondentes aos movimentos nas diregdes x, y e z. Uma molécula poliatdmica
consiste de N atomos resultando em 3N graus de liberdade. Como a espectroscopia
Raman refere-se a movimentos vibracionais, 3 graus de liberdade translacional e
outros 3 graus para o movimento rotacional em moléculas lineares podem ser
descartados resultando em 3N-6 graus de liberdade relacionados aos modos
vibracionais fundamentais. Em moléculas lineares o resultado corresponde a 3N-5
[64].

Em geral é necessario o uso da Teoria de Grupos para saber se um modo
vibracional & ativo ou ndo. Estas vibragbes dependem das mudangas angulares
entre os atomos e da diregdo das ligagdes tirando-os da posigao de equilibrio. As
simetrias definidas pelas caracteristicas espaciais das moléculas definirdo como a
molécula podera vibrar, com isso, uma molécula pode ter diversas frequéncias de

vibragéo (Figura 16).

Vibragdes de estiramento

AR
Simétrico Assimétrico
r~ ~ VoV ® ® o o
Tesoura Balanco Sacudida (wag) Torcao (twist)
Vibragoes de Deformacgao Vibragoes de Deformacgao

Figura 16- Modos de vibragédo entre atomos. O simbolo O indica vibragdo perpendicular fora do
plano; o simbolo & indica vibragdo perpendicular entrando no plano).
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As diversas biomoléculas de uma amostra originam um complexo espectro de

diferentes vibragbes. Como exemplo, a Figura 17 apresenta um espectro de um

tecido biologico e a Tabela 1 mostra as identificagbes bioquimicas atribuidas a cada

banda vibracional. As alteracbes bioquimicas que ocorrem em uma amostra

refletem-se nas variagdes espectrais.
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Figura 17- Espectro Raman da camada coérnea para pele normal de diferentes voluntarios no mesmo
lugar anatémico [65]
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Tabela 1: Atribuicdo das bandas conforme o espectro da Figura 17.

Posigdo (+/- 4 Estrutura Atribuicao
cm™)
813 v (OPO) DNA e RNA
860 (Ci-H) Polissacarideos
939 v (C-C) Prolina e Valina
1004 3 anel aromatico Fenilalanina
1030 v (CH») Fosfolipideos
1100 v (POy) Acidos Nucleicos
1244 v (=C-H) Fosfolipideos
1272 v (C-N) e 3(NH) Amida III
1321 v CH, Lipideos
1452 8 (CH,) e & (CH3) Lipideos e Proteinas
1556 DNA
1660 v C=0 Amida I

A espectroscopia Raman oferece contribuicbes notaveis para o estado da arte
da fisica atdmica e molecular, da quimica e da biologia proporcionando informagdes
da estrutura molecular de modo minimamente invasivo, com alta resolugao espectral
e em tempo real. Apesar destas caracteristicas, unido ao efeito Raman se produz
também a fluorescéncia (fenbmeno de absor¢do da luz). A fluorescéncia ocorre
quando a radiagao incidente € absorvida pelo material e os elétrons passam para
estados eletrbnicos excitados onde permanecem algumas dezenas de
nanosegundos até saltarem para outro estado excitado de menor energia liberando
um féton de frequéncia mais baixa que o incidente. Nos espectros Raman a
fluorescéncia apresenta-se como uma suave curva na linha de base do espectro e a
intensidade pode ser alta a ponto de mascarar as bandas Raman. Outros fatores,
caracterizados como ruidos, podem interferir no espectro Raman tais como: fluxo de
fétons incidentes no detector gerando corrente elétrica com flutuagéo (ruido shot),
deteccdo de raios cosmicos por parte do detector, outras fontes de luz externas,
montagem e materiais do equipamento. A Figura 18 mostra o aparecimento dos

principais ruidos em um espectro Raman [66].
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Figura 18- Principais ruidos na espectroscopia Raman [66]

3.2.1 Espectroscopia FT-Raman X Raman Dispersivo

A espectroscopia Raman faz uso de duas tecnologias: Raman Dispersivo e FT-
Raman. Cada uma das técnicas apresenta suas vantagens e desvantagens onde o
comprimento de onda da fonte de excitagao precisa ser apropriado a cada uma. Em
estudos de sistemas bioldgicos o uso de radiagcado na regiao visivel do espectro (400
a 750 nm) induz fluorescéncia, devido a presenga dos fluoréforos, mascarando as
bandas e diminuindo a relacao sinal/ruido. O uso de radiag&o infravermelha (IR), A 2
1000 nm, poderia minimizar o efeito da fluorescéncia. A técnica Raman com
transformada de Fourier (FT-Raman) equipado com laser Nd-YAG com A= 1064 nm
proporciona espectro praticamente livre de fluorescéncia quando comparada a
espectroscopia Raman Dispersiva. Entretanto, demanda longo tempo de aquisi¢ao e
baixa sensibilidade [67]. No Raman Dispersivo a radiagcdo usada encontra-se na
regido do infravermelho proximo (700 a 1000 nm) que promove o aumento da

fluorescéncia no espectro, porém intensifica as bandas Raman (~ 1/A*), além de usar
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menor poténcia do laser quando comparada com a técnica FT-Raman e o uso de

cateteres de fibra 6ptica possibilitam medidas in vivo.

O sistema FT-Raman utiliza o método com transformada de Fourier baseado em
um interferémetro de Michelson com um espelho mével (Figura 19). O feixe de
radiacdo proveniente da fonte (F) €& separado por um divisor de feixes
semitransparente (beam splitter), DF, colocado a 45° em relagcao aos espelhos, Ey e
Er. Os dois feixes, Fr e Fy, apresentam praticamente a mesma intensidade e sao
refletidos pelos espelhos fixo € movel, respectivamente. Um dispositivo permite
reconhecer a distadncia X/2 relativamente ao plano O. Os feixes refletidos se
recombinam no divisor dando origem ao interferograma. A cada instante o espelho
movel encontra-se em uma dada posicao diferenciando os caminhos Opticos da
radiacdo entre os espelhos fixo e movel. Esta diferenga gera distintas fases dos
feixes resultando em variagbes na amplitude da interferéncia, ou seja, quando os
caminhos dos feixes Fr e Fy sao idénticos (mesma fase) a interferéncia é

construtiva; a interferéncia destrutiva ocorre quando os feixes estédo fora de fase.
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Figura 19- Esquema do interferémetro de Michelson usando um espelho mével sendo F a fonte, Ey
espelho mével, Er espelho fixo, DF divisor de feixes e D detector [68]

O sinal Raman é coletado utilizando-se filtros que eliminam o espalhamento
Rayleigh (filtro Notch) e transmitem o sinal inelastico para o espectrdbmetro que

contém um detector de Germaéanio refrigerado por nitrogénio liquido. As variagdes na
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intensidade, I(x), do sinal dependem da diferenca (x) entre Fr e Fy gerando o
interferograma. Considerando as vibragdes luminosas com numero de onda v, a

diferenca optica é dada por 27zvX . Considerando I(;)d\_/ como a intensidade da fonte

no intervalo dv tem-se a intensidade do feixe apo6s as combinacdes luminosas:
di (x) = Al [y v.(1+ cos 27vx) (11)

O termo “A” relaciona-se a eficiéncia do divisor de feixes e as perdas que ocorrem

nos espelhos. Entretanto, para o espectro todo, a intensidade do feixe resultante é:
1) = [ AL)d 1+ cos 2vx v (12)
0

Considerando que na expressao (12) ha termos constantes, experimentalmente

pode-se limitar a equacéo:
F(x) = [ 1(v) cos 2zvxdv (13)
0
A expressao (13) é a transformada de Fourier onde:

1(v) = TF(X) cos 27vXdx (14)

—00

Assim, o espectro obtido é a transformada de Fourier do interferograma [68]. As

medidas in vivo séo realizadas utilizando uma sonda com a fibra de excitacdo que
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direciona o laser na amostra e a fibra de coleta que captura o sinal espalhado

(Raman).

Na espectroscopia Raman Dispersivo, o uso de laser com A= 785 nm reduz
consideravelmente a fluorescéncia. A Figura 20 mostra uma possivel conFiguragéo
para realizacdo das medidas in vivo neste sistema. Uma fibra éptica é usada para
guiar o laser de excitagdo (porcdo de excitacdo) até a amostra, coletar o sinal
espalhado (porgao distal) e guiar este sinal (porgdo proximal) até o espectrémetro
equipado com uma camera CCD. O espectrdmetro € um instrumento 6ptico que
possui uma grade de difragdo, responsavel por separar a luz incidente em feixes

com comprimentos de onda (A) praticamente monocromaticos.

Figura 20- Instrumentagéo para medidas Raman in vivo: 1- laser, 2- fibra dptica (por¢cao de excitagio),
3- fibra oOptica (porgao distal), 4- amostra, 5- fibra dptica (por¢cao proximal), 6- espectrémetro, 7- CCD,
8-computador [69]

Os espectrometros podem seguir diferentes configuragdes. A mais comum é a
configuragcdo de Czerny-Turner onde o sinal, apds entrar no espectrémetro, é
direcionado até um espelho colimador que guia o sinal, agora paralelo, até a grade
de difrac&do. A grade de difracdo é composta por diversas ranhuras/mm que difratam
o comprimento de onda incidente em seus componentes. O sinal decomposto é
guiado até um espelho focalizador que o emitira até a saida do espectrémetro onde

sera lido pelo detector CCD (Figura 21).
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Figura 21- Espectrometro conforme conFiguragéo Czerny-Turner [70]

O detector CCD (dispositivo de carga acoplada) € um sensor ou detector, para
captacdo de imagens composto por uma matriz de células foto-receptora que
transformam sinal luminoso em sinal elétrico (corrente elétrica) enviado ao

computador para ser interpretado e transformado em espectro.

3.3 Anadlise Estatistica

A estatistica €, essencialmente, o estudo das propriedades de numeros
aleatdrios proporcionando o entendimento das medidas de forma a minimizar os
efeitos indesejados. A idéia da estatistica € baseada em extrair informagdes de
pontos individuais em um grande conjunto de dados. Os espectros de um conjunto

de amostras sdo organizados em uma matriz com variaveis independentes:

A técnica de Analise de Componentes Principais vem sendo largamente

utilizada para classificar tecidos com distintas caracteristicas bioquimicas [71, 72]. A
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PCA (principal components analysis) € uma poderosa ferramenta estatistica
multivariada que tenta explicar a covariancia da estrutura de dados, ou seja,
identifica padrbes nos dados e os expressa de maneira a evidenciar semelhancas e
diferencas. Além de encontrar padrboes nos dados, PCA pode ser usada para
comprimir ou reduzir a dimensionalidade dos dados [73]. Através da transformacgao
linear dos dados para um novo sistema de coordenadas, onde a maior variancia de
todas as projecdes sera posicionada como a primeira coordenada (PC1), a segunda
maior variancia (ortogonal a primeira) sera a segunda coordenada (PC2) e assim por
diante [74]. Cada componente possui um peso, ou seja, a contribuicdo de cada
variavel antiga. Os coeficientes da combinacdo linear sdo denominados de
“loadings" originando uma nova matriz de dados. O método PCA esta baseado na
correlagdo entre variaveis agrupando aquelas que estdo altamente correlacionadas.
Como a matriz de covariancia é quadrada, os autovalores e autovetores desta matriz
podem ser calculados fornecendo informagdes sobre os dados. As colunas da matriz
de "loadings" correspondem aos componentes principais da matriz de variancia -
covariancia, A'A, no qual A' é a matriz transposta, enquanto que os elementos da
matriz X (elementos contém informacao sobre a quantidade de variancia que cada
componente principal apresenta) sdo as raizes quadradas dos autovalores da
mesma, ordenados em ordem decrescente. Os dados experimentais originais podem
nao ter uma distribuicdo adequada para a analise, dificultando a extragdo de
informacdes uteis e interpretacdo dos mesmos. Desta forma € necessario um pré-
processamento dos dados como centra-los na média que significa calcular a média
total das intensidades para cada numero de onda (deslocamento Raman) e subtrai
cada intensidade do respectivo valor médio. Isto produz um conjunto de dados onde

a média é zero [75].

3.4 Utilizacdo da Espectroscopia Raman no Estudo da Pele

A espectroscopia vibracional, especificamente a técnica Raman, tem se
desenvolvido ao longo dos ultimos anos e atraido a atengdo na Medicina, uma vez

que pode ser empregada como método auxiliar minimamente invasivo no



51

diagndstico de doencgas, caracterizagdo e alteragcbes bioquimicas de células e

tecidos, sob a agao ou ndo, de medicamentos ou cosméticos [14, 20, 21, 22, 65, 67].

Caspers e colaboradores afirmaram que as técnicas nao invasivas, fornecem
informacbdes detalhadas sobre a composicdo molecular e estrutural e séao
importantes para compreender as alteragdes bioquimicas da pele, assim como a
penetracdo de produtos aplicados na transepidérmica. As evidéncias foram
alteragdes lipidicas e informagdes sobre o fator natural de hidratagdo (NMF- natural

moisturizing factor) [24].

Lieber e Jansen desenvolveram um sistema portatil e compacto Micro-Raman
para futuras analises clinicas dermatolégicas. Foram apresentados neste estudo os
principais componentes deste sistema tais como detector CCD, laser e fibra Optica.
O sistema fornece espectros Raman in vivo, com qualidade e em tempo real

clinicamente viavel [76].

Knudsen e colaboradores verificaram as variagbes dos espectros FT-Raman in
vivo na pele humana normal. Primeiramente 13 voluntarios compuseram o estudo e
verificaram-se as variagdes espectrais entre pessoas para diferentes pontos na
mesma regido. O segundo experimento contou com a presenca de 140 voluntarios
verificando as diferengcas espectrais entre distintas pigmentacées da pele. As
analises espectrais foram concentradas no numero de onda e intensidades relativas
da banda da agua em 3250 cm™, bandas de amida | e amida Il nas regies entre
1645-1680 e 1230-1300 cm™', respectivamente, além de numero de onda das
bandas em 1450 e 2940 cm™ que sdo usadas como referéncias. Os resultados
mostraram que houve variagéo interpessoal na intensidade da agua, amida I, amida
lll. Nao houve variacbes espectrais consideraveis na intensidade quanto a

pigmentacao [77].

Recentemente Lademan e colaboradores verificaram a distribuicdo dos
carotendides como poderosos agentes antioxidantes na pele humana. A pele de 4
voluntarios foi investigada através da espectroscopia Raman in vivo antes e depois
de aplicacdo topica de carotendides. Detectou-se a presenga de carotenodides
naturais em diferentes camadas do camada cérnea. Entretanto, depois da aplicagao
tépica houve aumento do potencial antioxidante, pois os carotendides penetraram na

epiderme aproximadamente 24 um [78].
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de ética

A execucdo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Vale do Paraiba seguindo as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, conforme Resolugao
n°® 196/96 do Conselho Nacional de Saude sob o protocolo n° H48/CEP/2008
(ANEXO A).

4.2 Delineamento do estudo

Este estudo apresentou as caracteristicas: 1) intervencdo terapéutica; 2)
controlado pois os grupos foram separados de acordo com o uso de cosméticos ou
nao por parte das voluntarias e 3) duplo cego com a revelagao das caracteristicas

dos produtos somente no término do estudo.

4.3 Populacéo do estudo

As voluntarias foram selecionadas na Faculdade da Terceira Idade da UNIVAP.
Para a selecao, elaborou-se um questionario (ANEXO B) a fim de analisar se as
mesmas encontravam-se aptas a participar do estudo. Nesta avaliagdo foram

considerados os seguintes critérios de inclusdo e exclusao:

Critérios de Exclusao

1. Menores de 60 anos e maiores de 75 anos;
2. Histoérico de dermatoses;

3. Histdrico de irritacdo ou sensibilidade a produtos cosméticos;
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4. Qualquer tipo de tratamento cutaneo;
5. Necessidade de alteragdo medicamentosa durante o periodo do estudo

6. Gravidas e/ou lactantes.

Critérios de Inclusao

Faixa etaria entre 60 a 75 anos;
Sexo feminino;
Auséncia de dermatoses;

Autonomia para comparecer ao local de analise;

o N~

Nao alterar o consumo de medicamentos durante o estudo;
6. Nao utilizar nenhum produto cosmético com excegcdo daqueles
fornecidos pelos pesquisadores;

7. Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C).

E importante ressaltar que o tipo de pele n&o foi critério de exclusdo, pois ndo ha
restricdo para o uso do produto. Com o preenchimento do questionario, seguido de
sua analise, deu-se inicio a convocagao das voluntarias selecionadas.

Os produtos utilizados pelas voluntarias foram fornecidos pelos pesquisadores.
Estes produtos comerciais consistiam de dois cremes: 1) placebo com ativos
hidratantes e 2) ativos antienvelhecimento, antioxidante e hidratante, além de um

sabonete liquido somente com acao de limpeza.

As voluntarias foram divididas aleatoriamente em trés grupos. Na primeira fase
houve desisténcia por parte de algumas participantes principalmente devido a

dificuldade de comparecerem ao agendamento das analises (Tabela 2).

* Grupo controle (codificado por CTR): nenhum produto cosmético foi

aplicado no rosto durante o estudo, com excecao de um sabonete liquido.

* Grupo Placebo (codificado por RT2): uso de creme facial com ativos

hidratantes e sabonete liquido.

* Grupo Creme (codificado por AF2): uso de creme facial contendo ativos
hidratantes, antioxidantes, filtros solares e molécula antienvelhecimento, além do

sabonete liquido.
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O periodo de 60 dias foi divido em trés avaliagcées a cada 30 dias, resultando em
trés tempos: TO, T30 e T60. A Tabela 2 apresenta o numero de voluntarias, para

cada grupo, nos trés tempos:

Tabela 2: Populagao do estudo

Grupos TO T30 T60
Controle 15 14 12
Creme (AF2) 17 17 17
Placebo (RT2) 19 15 14

A Tabela 3 mostra a classificacdo dos fototipos segundo a classificacdo de
Fitzpatrick. As células da Tabela preenchidas em vermelho indicam o maior numero
de voluntarias para cada fototipo.

Tabela 3: Distribuigdo dos fototipos das voluntarias segundo Fitzpatrick

Grupo Tipo | Tipo Il Tipo llI Tipo IV | TipoV | Tipo VI

CTR 0 2 1 3

RT2 1

AF2 3

4.4 Intervencao

Durante o contato e confirmacao da participagdo das voluntarias, foi esclarecido

que a mesma deveria ficar sete dias sem a aplicacdo de qualquer produto cosmético
na face antes da primeira avaliagao.
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Antes de iniciar a primeira avaliagcdo, no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, a voluntaria recebeu os esclarecimentos a respeito dos cuidados com a
pele durante a fase de estudo, quanto a suspensdo da pesquisa seguindo o0s

critérios de excluséo e sobre a ndo divulgagéo de sua identidade.

Antes de iniciar as medidas da pele, a voluntaria ficou em ambiente climatizado a
20° C durante 10 minutos. Logo apds fez-se a limpeza do local com algodéao
embebido em 1,5 ml de alcool etilico 70%. As medidas da pele foram realizadas
utilizando fibra optica em ambos os equipamentos: Espectrobmetro FT-Raman
modelo RFS 100/S, Bruker® (Alemanha), acoplado a fibra éptica (Figura 22 a) com
voluntarias em posig¢ao horizontal (Figura 22 b) e Espectrémetro Raman Dispersivo
modelo SpectraPro-2500i, Pl Acton ® (Estados Unidos) acoplado a fibra optica
EMVISION LLC (Figura 23 a) no qual as voluntarias permaneceram sentadas
(Figura 23b). Todas as medidas, em ambas as técnicas, foram realizadas na area
periorbicular na lateral ocular direita e a fibra foi posicionada na pele com angulagao

préxima de 90°.

Figura 22: (a) Equipamento FT-Raman; (b) Disposicao da Ram Probe para emisséo da luz laser e
coleta do sinal espalhado.
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Figura 23: (a) Equipamento Raman; (b) Disposigéo da fibra 6ptica para emisséo da luz laser e coleta
do sinal espalhado.

A poténcia do laser foi ajustada de forma que o sinal fosse extraido com melhor
razao sinal/ruido sem que houvesse aquecimento ou quaisquer danos a pele da

voluntaria.

4.5 Parametros para analise FT-Raman

A técnica FT-Raman possui um laser Nd:YAG com comprimento de onda igual a
1064 nm. Os espectros foram coletados por um detector de germanio e os
parametros das medidas foram: resolucéo espectral de 4 cm™, poténcia do laser na
pele igual a 190 mW (calibracdo do equipamento), varredura de 600 scans
equivalente ao tempo de exposigcdo de aproximadamente 18 minutos para cada

medida. A leitura foi realizada em dois pontos proximos na mesma regiao.

4.6 Par@metros para analise Raman Dispersivo

O laser de excitagdao, com comprimento de onda igual a 785 nm, foi guiado por

uma fibra optica (EMVISION LLC) acoplada a filtro passa-banda (785 nm) na porgao
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proximal e filtro Notch na porg¢ao distal. Os parametros das medidas foram: poténcia
do laser na pele igual a 78 mW (potencidmetro Coherent® modelo FM-GS), tempo
de exposicao igual a 10 s com 7 acumulagbes para cada ponto. A leitura foi

realizada em trés pontos proximos na mesma regiao.

4.7 Pré-processamento dos espectros

O pré-processamento dos espectros € uma etapa de adequacdo, para que
venham compor um conjunto de sinais com influéncias minimas de ruidos e
fluorescéncia. No FT-Raman os dados foram adquiridos pelo programa OPUS
(Copyright © Bruker Optik GmbH 1997-2002) e no Raman Dispersivo os dados
foram adquiridos pelo software WIN SPEC. Apds a aquisicdo, os dados foram
processados em uma rotina do software Matlab® 6.0 (Vanderbilt University,
Tennesse EUA) [62]. Neste programa escolhe-se a faixa de frequéncias a ser
analisada e ajusta-se um polinbmio de grau adequado ao espectro original. A linha
de base escolhida para subtrair o sinal de fluorescéncia dos espectros foi diferente
para as duas regides espectrais estudadas. Para a regiao espectral de 900 a 1800
cm’' foi escolhido um polindmio de grau 4 e para a regido de 2800 a 3500 cm™ foi
escolhida reta (grau 1). Nestas regides encontram-se o0s principais modos

vibracionais dos tecidos biolégicos conhecida como regido de “impresséo digital”.

Utilizando-se o software ORIGIN 7.5, fez-se separadamente a média entre os
pontos para os espectros dos sistemas FT-Raman e Raman Dispersivo. Para a
regidao de baixa frequéncia, os dados foram normalizados em relagdo ao modo
vibracional 1445 cm™ (referente & deformacdo angular, 8CH,, de lipidios e
fosfolipidios) ao passo que, para a regido de alta frequéncia, normalizaram-se os
espectros em relacdo a intensidade do pico 2936 cm™ (correspondente ao
estiramento vCH3 de lipideos) [79, 80]. Esta normalizagdo baseia-se na distribuicdo
normal (média zero e desvio padrao igual a 1) e os picos utilizados como referéncia
apresentam variagdo minima na intensidade e largura de banda entre os espectros.

Desta forma os dados foram analisados estatisticamente através do Minitab ®15.
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4.8 Analise Qualitativa

Foi definido um nivel de significancia de 0,05 %. Os resultados estatisticos foram
desenvolvidos utilizando uma analise multivariada conhecida como Andlise de
Componentes Principais (PCA) que corresponde ao calculo dos autovalores e
correspondentes autovetores de uma matriz de covariancia (matriz de coeficientes
de correlagédo entre variaveis). O objetivo da utilizacdo da PCA é obter um numero
reduzido de combinagdes lineares (componentes principais) de um conjunto de
variaveis que armazenem o maximo de informacéao [81, 82]. Primeiramente aplicou-
se a estatistica para as variagbes temporais dentro do mesmo grupo (intragrupo) e
posteriormente realizaram-se as analises entre grupos distintos (intergrupos). Para a
visualizagdo dos aspectos qualitativos dos grupos espectrais foram construidos
graficos de Boxplot através do software Minitab ®15, para a regido de baixa
frequéncia (900 a 1800 cm™) e para a regido de alta frequéncia (2800 a 3500 cm™)
para os trés grupos a fim de identificar as variagbes de intensidade relativa,
deslocamento e aparecimento de modos vibracionais durante o periodo de estudo.
Uma planilha foi montada com todos os dados normalizados através do pico de
maior intensidade para processamento da analise de PCA e estes dados foram
centrados na média. Foram obtidos dois resultados: (a) Os componentes principais
(PC) de 1 a 4, para realizagdo da analise discriminante que consiste em classificar
as caracteristicas dos grupos em uma amostragem de grupos conhecidos e (b) os
valores individuais dos componentes principais (PC1-PC4) que originaram a Matriz
Plot.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor analise dos resultados, os espectros do FT-Raman foram divididos
em baixa frequéncia e alta frequéncia visto que cada regidao espectral fornece
distintas informagdes. Para o Raman Dispersivo, o deslocamento espectral
concentra-se propriamente na regido de baixa frequéncia (fingerprint). Baseando-se
nestas informagdes os resultados foram inicialmente organizados pelas analises
intragrupo, em baixa frequéncia, onde o fator tempo (T0, T30 e T60) foi considerado
para diferenciacdo espectral. Com esta divisdo espectral os resultados obtidos
foram analisados em FT-Raman e Raman Dispersivo, considerando as variagcoes
bioquimicas referentes a lipideos, proteinas, DNA e agua. A regido de alta
frequéncia foi analisada posteriormente. Paralelamente comparou-se os diferentes
tratamentos analisando as diferengas bioquimicas relativas as alteragcdes na pele. A
primeira medida de todos os grupos foi nomeada como T0O, sem nenhuma distingao.
Este procedimento foi adotado para observar o espalhamento dos resultados no
inicio dos experimentos, pois antes das medidas as voluntarias ficaram sete dias

sem utilizar creme no rosto.

Um espectro Raman tipico das peles estudadas neste trabalho, na regido de
impressao digital, sem nenhuma aplicagdo cosmética, é apresentado na Figura 24,
como exemplo. Os espectros sao apresentados em funcdo da intensidade e

nimeros de onda entre 900 a 1800 cm™.
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Figura 24- Espectro Raman tipico da pele normal sem nenhum tratamento. A divisdo espectral
apresentada tem por objetivo facilitar a identificacdo das principais bandas.

A posicao dos picos, com suas respectivas estruturas quimicas e atribuicdes,
encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Atribuicdo Raman para os principais modos vibracionais da pele humana. 6= deformacéao,
v= estiramento, s= simétrico, a=assimétrico [24, 83,84].

Numeroda  Posi¢ao do pico Estrutura Atribuicao
banda (cm™)
1 937 vC-C a hélice-colageno (prolina e

hidroxiprolina)

2 1005 vCC (Anel Fenilalanina
aromatico)s
3 1063 C-C=0 Lipideos (acidos graxos)

trans(acyl)

4 1174 vC-C Tirosina

5 1262 vC=0, vC-N a hélice-Amida lll
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6 1302 vC=0, angular Amida Il
CNH
7 1445 O(CHs)a Lipideos e proteinas
8 1344/ 1544 NH, vC-C Triptofano, DNA, melanina
9 1654 vC=0 a hélice - Amida |
10 1747 vC=0 Triglicérides/ sebo (éster)

As bandas 1, 5, 6 e 9 centradas em aproximadamente 937, 1262, 1302 e
1654 cm™, respectivamente, estdo relacionadas a presenga das proteinas de
colageno e queratina na pele. Tu e colaboradores descreveram sete vibragdes
relacionadas com o grupo amida dentre as quais, quatro sdo observadas nos
espectros obtidos [85]. Segundo Gniadecka e colaboradores a amida | envolve
principalmente estiramento da ligacdo C=0O enquanto a amida Ill € um sistema
complexo que envolve estiramento das ligacbes C-R e C-N juntamente com a
deformacéao angular CNH conforme Figura 25 [86]. A banda associada a amida |, em
937 cm™', estd intimamente relacionada a estrutura a-hélice das proteinas; desta

forma, esta banda pode ser utilizada para indicar a conformacéo das proteinas.

0 R’

Figura 25- Representagdo esquematica de ligagado peptidica de proteinas, principalmente o grupo
amida | e lll, onde R e R indicam radicais [86].

As bandas de amida | e Ill originam-se das vibragbes das cadeias laterais de
prolina e hidroxiprolina, além da vibragcdo do esqueleto (cadeia central) de colageno,
vC-C. As moléculas de prolina e hidroxiprolina formam %2 dos aminoacidos do

colageno [24].
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A banda 2, préxima de 1005 Cm'1, relaciona-se as vibragdes do anel aromatico
da fenilalanina, um dos aminoacidos codificados pelo codigo genético. Esta
conformagao ndo apresenta instabilidade em tecidos normais. Contudo, em alguns
processos celulares e teciduais degenerativos este aminoacido pode apresentar
alteragdes visto que relaciona-se aos acidos nucléicos [87]. Esta regido espectral em

geral € livre de sobreposi¢des de outros modos vibracionais.

Préxima de 1063 cm™, a banda 3 ¢é atribuida & conformacao trans de C-C=0 da
cadeia acil de lipideos que indica o estado cristal para toda a cadeia. Os lipideos
apresentam diversas conformagdoes correspondendo a diferentes niveis de
organizacdo. A instabilidade do lipideo aumenta com a transicédo de cristal para
solugédo e o numero de ligagdes laterais da cadeia acil diminui a estrutura do lipideo
que se torna mais cadtica. Caspers e colaboradores compararam o espectro Raman
da pele com o espectro puro da ceramida e verificaram que os picos do lipideo na
pele coincidiam exatamente com os picos da ceramida que € a classe de lipideos
mais abundante na epiderme. O desaparecimento do pico 1063 cm™ caracteriza
transicdo da conformacéo trans (cristal) para a gauche (solu¢do) representando a

desorganizagao desta cadeia (Figura 26).

2 4 C1 C}
\?/C\g C (!) d)\c
¢, 4
trans gauche

Figura 26- Representagdo esquematica da cadeia principal acil em conformacéo trans e gauche [87].

Em 1174 cm™ relacionado aos modos da tirosina (Figura 7) encontra-se a banda
de numero 4. A presenga deste aminoacido revela um ambiente hidrofilico. Tfayli e
colaboradores encontraram outras 2 bandas da tirosina em regides espectrais néo
consideradas neste estudo, e associaram as variacbes de intensidade destas

bandas com o estiramento de polissacarideos [84].

A banda 4 localizada em aproximadamente 1445 cm™ é relacionada as vibracdes
assimétricas do grupo CHs tipo tesoura (Figura 16). A pele é composta em grande

parte por lipideos e proteinas com este tipo de conFiguragdo molecular levando a
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minima alteragao na intensidade deste pico. Outro fator ainda é que as bandas C-H
sobressaem fora da cadeia protéica e nao participam de fortes interagdes
intermoleculares visto que ndo sofrem alteragdes em sua estrutura secundaria. Por
este motivo os espectros foram normalizados com relacdo a banda de numero 7.
Contudo, qualquer deslocamento positivo na frequéncia desta banda poderia refletir
uma dobra ou um desdobramento das proteinas e da exposi¢ao da cadeia de

aminoacidos a moléculas de agua localizadas ao redor [86].

O triptofano, banda 8, € um dos aminoacidos codificados pelo codigo genético e
apresenta duas bandas respectivamente em 1344 cm’ e 1544 cm’. O
desaparecimento do primeiro indica que o anel de triptofano esta exposto na cadeia

e, portanto acessivel as moléculas de agua.

Um pequeno pico localizado em 1747 cm™, banda 10, foi atribuido as vibracdes
vC=0 de éster presentes abundantemente nos triglicérides. A presenga das
triglicérides € evidenciada na gordura, ou seja, no tecido subcutaneo. As gorduras
s&o sintetizadas pela unido de trés acidos graxos a uma molécula de glicerol,
formando um triéster. O triglicerideo refere-se ao estado solido desta gordura. A
presenca deste composto na epiderme e derme esta ligada a secrecdo sebacea
[24].

5.1 Andlises Intragrupo — FT-Raman

A Figura 27 (a, b, c) apresenta os espectros médios Raman obtidos para cada
grupo estudado. Estes espectros foram normalizados em relagdo ao pico mais
intenso, centrado em aproximadamente 1445 cm™ atribuido aos modos vibracionais
de deformagao angular (6), do grupo CH; de lipidios e fosfolipidios [88, 89, 90]. As
regides apontadas por numeros, seguindo a mesma sequéncia da Figura 24,

indicam as regides que apresentaram as principais variagdes visiveis.
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Figura 27- Espectros FT-Raman médios obtidos para cada grupo estudado. Todos os espectros sdo
apresentados normalizados pela banda centrada em 1445 cm-1, sendo esta associada a deformacao,
O0CH2; (a) espectros médio grupo AF2, (b) espectros médio grupo RT2 e (c) espectros médio grupo
CTR.

Todos o0s grupos mostraram variagdes praticamente nas mesmas bandas
caracteristicas. Entretanto, em alguns aspectos podemos diferenciar os grupos por
meio das alteragdes de intensidade (aumento ou diminuigdo) relativas de algumas

destas bandas.

Na Figura 27 (a) o pico 10 do grupo AF2, relacionado aos modos de triglicérides,
apresenta pequena diminuicdo na intensidade para T30 e para T60 possui
intensidade com perfil intermediario. O pico 3, acidos graxos, ndo mostrou
alteracbes consideraveis durante o periodo de estudo. Em 4, onde se encontra
presente o modo vibracional da tirosina, ocorreu formagao de dublete apds 30 dias
de uso do produto e manteve esta caracteristica para a medida em T60. Além disso,
ocorreu aumento na intensidade em T30 mantendo-se em T60. A regido 8
relacionada a presenca de triptofano, DNA e melanina no tecido, apresentou

pequena variagao na intensidade em T30 e em T60. Para 9, ocorreu nitido aumento
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de intensidade em T30 e declinio em T60, porém permanecendo mais intenso
quando comparado com TO. Em 10, houve diminuigdo na intensidade de TO para
T30 e posterior sensivel aumento para T60. Também pode-se verificar aumento
visivel na intensidade da banda centrada em 1654 cm™ relacionada aos modos
vibracionais de amida | em T30. Em menor escala, o grupo RT2 também mostrou
pequeno aumento na intensidade enquanto o grupo CTR ndo mostrou nenhuma
variagdo de intensidade nesta regido, porém apresentou alargamento de banda. A
amida | com conformagao a-hélice revela a presenga de moléculas de colageno e
queratina indicando que os grupos AF2 e RT2 tiveram alteragcbes nas ligagcoes

relacionadas a estas moléculas.

O grupo RT2 apresentou variagdes espectrais em algumas regides. As regides 1
e 3, relacionadas aos modos vibracionais da cadeia protéica de colageno e lipideos
(acidos graxos), respectivamente, mostrou aumento na intensidade em T60
mantendo-se constante em TO e T30. Na regiao 4 (tirosina), houve diminuicdo na
intensidade em T30, e em TO e T60 a intensidade permaneceu inalterada. Para a
regido 6, relacionada aos modos vC=0O, CNH de amida Ill mostrou que as
intensidades em TO e T30 mantiveram-se iguais, diminuindo para T60. Para a regiao
8, a intensidade aumentou em T30 e mais ainda em T60. A variagao na intensidade

em 9 sofreu sensivel aumento em T30 permanecendo igual em T60.

Para o grupo CTR, a regido 3 mostrou diminuicdo na intensidade do pico de
acidos graxos em T30. Entretanto, em T60 ocorreu aumento na intensidade ficando
acima da medida em T0. Para a tirosina, regiao 4, ocorreu diminui¢éo na intensidade
em T30 e posterior aumento em T60 igualando-se a intensidade de TO. Para a
regidao 5, houve pequeno deslocamento do pico em T30 mantendo-se em T60, além
de ocorrer diminui¢gdo na intensidade para ambos os tempos. Finalmente a regiao 8
mostrou visivel aumento na intensidade em T60 e evidéncia do “ombro” préximo a
1600 cm™.

A fim de entender melhor os resultados descritos acima, especificamente as
variagdes ocorridas na regiao do DNA, melanina e lipideos, descreve-se a seguir a
relacdo destas alteracbes com a formacao de radicais livres. Os radicais livres sao
moléculas produzidas pelas células durante o processo de oxidagado do oxigénio,

possuem um elétron desemparelhado e por isto sdo altamente reativos. De acordo
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com a teoria do radical livre, as espécies de oxigénio reativas (ROS) aumentam com
a idade devido a reducao na atividade das enzimas de defesa antioxidantes [91].
Processos metabdlicos naturais e também fatores externos, como por exemplo, a
radiacdo UV, contribuem para a producdo dos ROS. Os radicais livres, por
apresentarem atividade oxidativa, reagem com o meio e oxidam DNA, lipideos e
proteinas das células conduzindo a uma série de reagdes denominada estresse
oxidativo. Em relacédo as moléculas de lipideos, um dos principais danos do estresse
€ a peroxidagcdo dos acidos graxos constituintes da dupla camada lipidica das
células [91]. Esta reagdo ocorre com a interagdo do acido graxo com um radical
hidroxila ou oxigénio singleto (agente oxidante). Desta forma ocorre perda de um
atomo de hidrogénio e liberacdo de um radical lipidico que incorpora rapidamente
um atomo de oxigénio transformando-se num radical peroxido. Este efeito se
mantém em cadeia com mais um novo radical lipidico livre [92]. O aumento na
intensidade da regidao de lipideos, especificamente concentrando os modos
vibracionais de acidos graxos, tanto para o grupo placebo quanto para o grupo
controle pode ser explicado pela nao utilizacido de cosmético com ativos antioxidante
levando a maior liberagao de radicais lipidicos livres ao passo que o grupo AF2 nao
mostrou alteragdo nesta banda desde a primeira medida. Esta auséncia de variagao
na intensidade em TO pode estar relacionada ao habito do uso de cosméticos, por
grande parte das voluntarias, antes do estudo. Desta forma, o mesmo raciocinio leva
ao entendimento do aumento da banda relacionada ao DNA e melanina para o
grupo RT2 e principalmente para o grupo CTR. Este efeito torna-se mais evidente
com a presenga de um “‘ombro” na curva uma vez que as lesdes oxidativas levam a
fragmentacao e oxidagao das bases nitrogenadas. Conforme descrito no item 3.1.1 a
melanina é um pigmento com coloragéo parda a escura e esta intimamente ligada a
acao da radiagcao UV. Huang e colaboradores caracterizaram as distintas bandas
Raman da melanina em diferentes condicdes da pele e tecidos altamente
pigmentados. A fotopigmentacdo da pele pode ser acelerada pela exposigao
excessiva a radiacao solar [93]. Os cosméticos com ativos fotoprotetores tém a
funcao de prevenir os efeitos que levam a degradacao da pele e, portanto, podem

apresentar principios ativos que retardam a pigmentacao da pele.

As mudancgas relacionadas ao envelhecimento englobam desorganizagdes na

estrutura da matriz extracelular devido a ruptura de proteinas, além da diminui¢cdo na
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sintese do colageno pelos fibroblastos que permanecem em estado estacionario.
Muitas enzimas, conhecidas como metaloproteinases da matriz, sdo ativadas pela
radiacdo UV e possuem a acgdo de degradar fibras de colageno [94]. Chong e
colaboradores verificaram que a derme fotoenvelhecida de pessoas idosas expressa
intensamente a atividade das proteinas MMP-1 e MMP-2 quando comparada com a
pele protegida do sol. A presenga destas enzimas na derme degrada o procolageno
recém sintetizado pelos fibroblastos levando a redugao dos colagenos tipos | e lll.
Assim, foi demonstrado que a diminuigdo da sintese de procolageno e o aumento na
sua degradacao na pele fotoenvelhecida, podem causar deficiéncia acentuada dos
procolagenos [9]. Muitos produtos cosméticos propdem-se a aumentar a sintese e
reduzir a degradacdo do colageno e elastina e atuar na neutralizagdo dos radicais
livres [95, 96].

E possivel obter informacéo sobre a composicdo de algumas estruturas da pele
que sofreram maior variancia em relagao a curva média durante todo o periodo de
tratamento dentro do mesmo grupo. Todas as bandas vibracionais de interesse,
indicadas nas Figuras 28, 29 e 30 apresentam significativa variancia. Este fato pode
ser explicado pelo numero de voluntarias com tipos de pele diferentes quanto a
pigmentacao, hidratagéo, oleosidade e outros visto que as linhas pretas representam
todo o conjunto de espectros para os periodos TO, T30 e T60. As variagdes
espectrais encontradas entre os grupos estao relacionadas tanto a utilizagcdo de um
produto cosmético quanto aos fatores internos e externos. Dentre os diversos fatores
que alteram a composi¢cao da pele e suas caracteristicas bioquimicas os mais
conhecidos sao: a alimentagao, a genética, a exposigao solar, o tabagismo, os niveis
hormonais e o0 uso de medicamentos [97, 98]. Hirata e colaboradores afirmaram que
o uso de ABPM (antioxidantes de baixo peso molecular) pode previnir o
envelhecimento cutaneo. Estes compostos exdégenos podem ser fornecidos a pele

através da ingestao de frutas e vegetais ou ainda pelos cosméticos [91].
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Figura 28- Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo TO para cada

um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.
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Figura 30- Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo T60 para
cada um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.

Comparando-se o Boxplot das Figuras 28, 29 e 30 o grupo AF2 apresenta menor
variancia em T30 nas seguintes regides espectrais segundo a Tabela 4: 3 (acidos
graxos), 4 (tirosina), 5 (amida lll), 8 (triptofano, DNA), 9 (amida I) e 10 (triglicérides).
Entretanto, para os espectros na terceira medida (T60) a varidncia aumenta para as
mesmas bandas incluindo a regidao 6 (amida lll, deformagéo angular) e excluindo a
banda 8 (triptofano, DNA). No geral, todos os espectros em T30 mostraram
diminuicdo na variancia espectral. O grupo RT2 apresentou diminui¢do da variancia
nos picos relacionados a 3 (acidos graxos), 5 (amida llI- a hélice), 9 (amida I- a
hélice) e 10 (triglicérides). Em T60 houve, no geral, aumento da variancia em 1
(colageno), 3, 4 (tirosina), 5, 8 (triptofano) e 9. O grupo CTR apresentou em T30,
aumento da variancia nos picos 3 (acidos graxos) e 8 (triptofano, DNA) e alteragdes
no contorno da regido onde concentram-se as bandas 4, 5 e 6. Para os espectros
em T60 ocorreram maiores variancias em 8 e 10.

Para a regiao 8, os grupos CTR e RT2 que ficaram durante 60 dias sem o uso de

cosméticos e utilizando produto placebo, respectivamente, apresentaram aumento
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na intensidade tanto em T30 quanto em T60 ao passo que o grupo AF2 mostrou
comportamento praticamente constante na intensidade para os tempos TO, T30 e
T60 confirmando a observagcdo da Figura 27 (a). As areas integradas foram

calculadas para esta regido e encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Valores das areas integradas em unidades arbitrarias calculadas para a regidao 1505-

1574 cm’™

GRUPO/ TO T30 T60
PERIODO
AF2 3,36 4,20 3,92
RT2 3,41 5,26 5,37
CTR 4,81 4,44 6,83

O grupo RT2 em comparagédo aos outros grupos apresentou maior aumento de
area durante os 60 dias, ou seja, 57%, enquanto o grupo AF2 apresentou aumento
de 16% e 42% do grupo CTR.

Supde-se que estas variacdes bioquimicas podem estar relacionadas com o uso
de produtos que contém ativos antienvelhecimento uma vez que eles proporcionam
a reducado da sintese de radicais livres. Para efeito de protecdo contra estas
espécies reativas de oxigénios, a pele humana sintetiza um sistema de defesa com
substancias antioxidantes como vitaminas (A, C, D e E), carotendides, enzimas e
outras [99, 100, 101].

Com o objetivo de buscar um entendimento mais compacto e qualitativo do grupo
de dados, fez-se analise de PCA sobre todo o intervalo espectral para o total de
espectros Raman em cada grupo. Os resultados apresentaram-se mais definidos
utilizando-se 4 componentes principais. A Figura 31 mostra a matriz de distribuigao

destes quatro componentes principais para cada grupo.




72

Grupo AF2

0,4
1

04

0,3

0,0
1

-0,3

[}
Q (=]
T © on O
EE = &
on
° Y - °
[ ] " o O L
® o) LI
W&-o om o b 2 g
“o® o * 0" 0
° ° °
Soe [ ) o o
° » ° °
£ L& 3
° [ Y 2 e
AR I
- - m s
[ 4 [ ) o °
° ° °
@ e °© e °
coe ® ® P 9
),OOI m ’Qb b r.l n 3
oo v | ¥
ot i 3
“W”%Ou (7 S “’ p°®
s oo <s ° om. g
m o =% (%4 s 9%
o . H

0,0

-0,3

-0,6

03

-0.2

-0,7

(a)

Grupo RT2

g oo
T O on O
EEH E
[ I |
< S = < o <
s S < s S <
A-vl 1 1 1 1 1
< ] o = ue
l. | ] l.. [ 1] °
*° T o
== ﬁl‘, L .N‘LQ ° o5 o 3
33 T vy g
1Y ° °
(] [ ] | ]
ps ° ° °
' ° ° ° -
° ° qcs
L4 ° o © L)
oy (Wl | T |mehdls
f=1
o . o " @
° ° °
) L <
= [=)
[=) T
wﬁ ° ° “IQ I“ﬂl‘
° ¢
Hade . Dy | weels
Y T % o o" ¢
“_al o [ ]
| <«
S
L ] [ ] [ ]
*
dope | et Jor | o
g $.k\- Lo Ry [P (7
[ ] [ ] | ]
° ° ° L3
R L




73

Grupo CTR
04 00 04 04 00 04
mom, O.-. : .-.').‘. '. “ o [02 . _lrr(l)dex
Y n_0 [ J [ ] |
- L }. % . {. % |'m T30
°® [ ] L L4 [ ] 0,2 T60
s *® ° alm @
04
o u 0 ®" * o 9 °
o [ L) ° ) ® [ ®
00-¢ ® o 2" :l: PC2 * .: -.. ; ° '?
- ° n a L By | .
il ] ] 04
[ ] [ ] n
[ ~ . " .I.
N [ b 00
%, .:‘ ’? S .J.. PC3 i b.u R
o ® o ® ° e |04
04
° ° LN ] o o
001 ve 00 Ny |+ o "Labue P oca
° " ea P ° o n
041 m ] ]
02 00 02 04 00 04

(c)

Figura 31 - Matriz das componentes principais para o espectro total dos grupos: (a) AF2, (b) RT2 e (c)
CTR

Para o grupo AF2 os espectros em T30 e T60 encontram-se mais aglomerados
que os TO nas composi¢cbes das PC1 com PC3 e PC3 com PC4. O grupo RT2
mostrou praticamente o mesmo comportamento que o grupo AF2 indicando que
alguns espectros de TO mostraram maiores diferengas na classificagdo para as
combinagdes PC2 com PC3 e PC3 com PC4 uma vez que se encontram mais
espalhados. O grupo CTR por sua vez apresentou maior dispersao dos grupos para
todas as composi¢cdes das componentes permitindo melhor diferenciacéo entre eles.
No geral, esta homogeneizagao dos espectros, principalmente para os grupos AF2 e
RT2, dificultou qualquer analise em termos de classificagdo dos grupos nos
diferentes periodos de estudo. As variagdes espectrais, na Figura 27 (a, b, c) foram

analisadas com muito rigor uma vez que as mesmas séo bastante sutis.

Utilizando as quatro primeiras componentes principais (PC1, PC2, PC3 e PC4)
fez-se a analise discriminante linear para identificar o percentual de probabilidade

dos espectros pertencerem ou ndo ao seu grupo. A Tabela 6 mostra o percentual de
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discriminagao entre cada um dos periodos e o percentual total, ou seja, o percentual
de espectros que foram classificados corretamente em seu grupo. A analise de
discriminante para TO mostra que o grupo RT2 obteve a menor separagao, atingindo
apenas 50,0%. O grupo controle teve um percentual de 81,8% de discriminagcéo ao
passo que o grupo AF2 mostrou 52,9% sendo este valor esperado pela maior
variancia do espectro mostrado na Figura 28(a). Estes valores foram utilizados como
uma referéncia relativa para os demais tempos. Para o grupo CTR observa-se que
os valores dos percentuais mantiveram-se, em média, praticamente constantes
revelando que os espectros foram classificados corretamente em seus respectivos
tempos. Esta caracteristica pode indicar que as diferengas espectrais foram
marcantes e distintas em cada um dos periodos enquanto os espectros de cada um
dos grupos RT2 e AF2 mostraram-se mais homogéneos entre si, ou seja, as
variagoes espectrais foram sutis corroborando com os resultados observados nas

matrizes (Figura 31).

Tabela 6 - Resultados da analise discriminante linear em fungao dos tempos (T0, T30 e T60) e grupos
(AF2, RT2 e CTR)

Resultados da Analise Discriminante (%)
Grupo
T0 T30 T60
AF2 52,9 47,1 11,8
RT2 50,0 21,4 64,3
CTR 81,8 81,8 90,9

Ressalta-se que a analise discriminante foi realizada através de uma matriz

contendo todos os periodos para cada grupo, separadamente.

Um fator a ser levado em consideracao foi que entre os periodos T30 e T60, o
ambiente sofreu bruscas modificagdes climaticas e a média de umidade relativa do
ar apresentou um valor de 24,3 %, segundo estimativa feita pela Estacao
meteorolégica da UNIVAP-Urbanova. A transformacgao climatica do meio pode gerar
efeitos diretos na pele. A baixa umidade provoca o aumento da evaporagao de agua
da pele, uma vez que o manto hidrolipidico (camada de agua e lipideos) contém

falhas. Esta alteragcao é agravada por diversos fatores inclusive o envelhecimento.
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A Figura 32 apresenta a variagdo da area relativa das bandas da regido do
colageno e lipideos/proteinas para os trés grupos (CTR, AF2 e RT2) assim como a
curva de umidade relativa do ar. A banda de amida | com conformacao de colageno
encontrada em 1654 cm™ varia em intensidade para cada uma das voluntarias e
também na largura de linha e simetria ja citada anteriormente. Essa regido de
deslocamento Raman 1654 cm'1, relacionado aos modos de amida | conforme ja
descrito, apresenta o grupo vC=0 fracamente acoplado ao estiramento da ligagcéo
C-N e deformagdo no plano da ligagdo N-H. Deste modo apresenta alta
sensibilidade a alteragdo da geometria molecular e a formagdo da ponte de
hidrogénio do grupo peptidico. A Figura 32 (lado esquerdo) representa a area
relativa entre os picos 1445 cm™ e 1654 cm™. Os valores foram graficados em
funcdo do tempo de uso do cosmético. A curva que representa o grupo AF2 (cor
vermelha) apresentou maior variagéo de intensidade relativa da banda do colageno
entre os tempos TO e T30, quando comparado com os demais. No entanto, entre os
periodos T30 e T60 a curva apresentou um declinio. Este resultado pode ser
entendido através da variagdo da umidade do periodo, uma vez que os grupos RT2
e AF2 apresentam o0 mesmo comportamento. O grupo CTR apresentou
comportamento anémalo visto que durante o estudo nao fez, teoricamente, uso de

nenhum tipo de cosmeético.
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Figura 32 - Area relativa entre os picos do deslocamento Raman 1445 cm™ e 1654 cm™ e curva de
umidade relativa do ar.
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5.2 Analises Intragrupo- Raman Dispersivo

Embora a fluorescéncia do tecido seja minimizada pela utilizagcdo de um laser de
menor energia (785 nm), os espectros ainda sao influenciados, sendo necessaria
corregao da linha de base que praticamente elimina este efeito conforme ja relatado.
O pré-processamento dos dados é finalizado pela normalizacdo dos espectros,
dividindo cada espectro pelo seu pico de maior intensidade. A padronizacdo dos
dados possibilita aplicar testes estatisticos para encontrar as diferencas oriundas da

utilizacdo dos produtos estudados.

A Figura 33 mostra os espectros médios de cada grupo com o intuito de verificar
variagdes espectrais visiveis. Os espectros do Raman dispersivo apresentam
pequenos deslocamentos nos valores das frequéncias em relacédo aos espectros FT-

Raman devido as proéprias diferengas entre os sistemas.
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Figura 33 - Espectros Raman Dispersivo médio obtido para cada grupo estudado. Todos os espectros
sdo apresentados normalizados pela banda centrada em 1447 cm-1, sendo esta associada a
deformagéo, 6CH,; (a) espectros médio grupo AF2, (b) espectros médio grupo RT2 e (c) espectros
médio grupo CTR.
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Os numeros nos espectros estdo em concordancia com os da Figura 24 e
indicam as bandas que apresentaram maiores mudangas na intensidade e também

em seu contorno.

Todos os grupos apresentaram, na média, variagdes muito semelhantes inclusive
nas mesmas regides. Todos os grupos mostraram para a banda 3, relacionada aos
modos vibracionais de acidos graxos, diminuigdo na intensidade para T30.
Entretanto, a intensidade variou para o grupo placebo mostrando aumento posterior
em T60. Outro ponto a ser destacado € o aparecimento em T30 de uma saliéncia,
circulada em vermelho, centrada em 1131 cm™ tanto para o grupo placebo quanto
para o ativo. A regido 4, relacionada com a tirosina, centrada em aproximadamente
1278 cm™ mostrou aumento para T30 mantendo-se igual para T60 em todos os
grupos. O aumento da intensidade referente ao modo a-hélice da Amida Il (1308
cm’') foi unanime, porém visivelmente pode-se perceber maior escala para o grupo
AF2. Outros dois aspectos interessantes foram: o contorno desta banda que o
espectro médio em TO do grupo RT2 apresentou dando um aspecto mais fino na
extremidade e o desaparecimento em T30 e T60, do dublete que havia em TO para o
grupo AF2. A regido 6 localizada de 1336 a 1404 cm™, onde estdo atribuidos os
modos de amida lll, mostraram diminuigdo na intensidade apos 30 dias em relagao a
primeira medida mantendo esta intensidade para os grupos CTR e AF2 ja que o
grupo RT2 mostrou diminuigdo na intensidade em T30 e posterior aumento para
T60. Para a regiao de DNA, triptofano e melanina, o grupo CTR mostrou
comportamento semelhante ao grupo RT2. Os grupos AF2 e CTR, na regiao 9
(1662 cm™), amida |, mostraram diminuigdo na intensidade em T30 permanecendo
igual em T60. Além disso, ocorreu a diminuigdo na largura de linha desta banda ja
30 dias p6s a primeira medida. A desidratagdo do colageno prejudica fortemente a
estrutura do grupo amida |, perturbando a regularidade do empacotamento da
cadeia molecular do colageno nativo da pele, resultando num alargamento de sua
largura de linha [96]. O grupo RT2 apresentou diminuigdo na intensidade a partir de
T30, porém a largura de linha a meia altura da banda permaneceu constante. Os
trés grupos apresentaram comportamento médio semelhante na regidao 10,
aproximadamente em 1751 cm™ relacionada aos triglicérides (sebo) onde ocorreu

diminui¢do na intensidade em T30.
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As variagdes visualizadas nos espectros meédios revelaram comportamento

and6malo do grupo CTR tanto para os resultados do Raman Dispersivo quanto os do
FT-Raman.
As Figuras 34, 35 e 36 mostram a variancia espectral de cada um dos grupos

tendo como fator de separagao o tempo.
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Figura 34 - Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo TO para cada
um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.

Pode-se observar que a variabilidade espectral na primeira medida era intensa.
Isto se deve as diferengas genéticas quanto ao tipo de pele e estilo de vida entre os
grupos, proporcionando essa heterogeneidade. Durante o periodo de estudo,
constatou-se que a maioria das voluntarias comegaram a preocupar-se mais com a
alimentagao e exposicao ao sol visto que estes fatores refletem na aparéncia da
pele. E possivel verificar a diminuigdo da variancia espectral em torno da média para
T30 nos principais modos assinalados na Figura 33 enfatizando o grupo RT2. Esta
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diminuicdo da variancia pode ser explicada pela padronizagdo na utilizagdo do

produto e mudangas no comportamento relacionado aos cuidados com a pele.

Periodo T30
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Figura 35 - Varidncia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo T30 para

cada um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.

Observa-se que, mesmo com as influéncias climaticas, apdés a segunda medida,

a variancia espectral do grupo diminuiu mais ainda conforme observado na Figura

35. Entretanto, a banda correspondente aos lipideos (acidos graxos) mostrou maior

variancia para o grupo AF2 do que para os outros grupos. Este resultado mostra que

algumas voluntéarias apresentavam maior quantidade de lipideos na pele apos 60

dias de utilizagdo do produto que pode ajudar na hidratagdo da pele, pois a baixa

umidade provoca o aumento da evaporagao de agua da pele.
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Figura 36 - Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo T60 para
cada um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.

Com o objetivo de obter resultados mais qualitativos e comparar com os

resultados do FT-Raman,

realizou-se a analise de componentes principais

utilizando-se quatro componentes (PC1, PC2, PC3 e PC4). A partir da aplicagao

desta ferramenta estatistica multivariada é possivel perceber a separagao dos

espectros, segundo suas principais caracteristicas e analisar a dispersao dos dados.

A matriz plot (Figura 37) mostra a combinagao entre as PC’s.
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Figura 37 - Matriz das componentes principais para o espectro total dos grupos: (a) AF2, (b) RT2 e (c)
CTR

Diferentemente do que ocorreu com os resultados das PC’s para o sistema FT-
Raman, a Figura 37 mostra que, no geral, os espectros parecem mais agrupados
segundo suas semelhangas. A matriz do grupo AF2 mostra, para quase todas as
combinagdes das componentes, os espectros de T30 e T60 mais aglomerados
enquanto os espectros em TO encontram-se com maior aleatoriedade em sua
distribuicdo. A matriz do grupo RT2 mostrou melhor resultado para PC1 versus PC2
onde os espectros do T30 e T60 apresentam-se menos distribuidos do que os do
T0. Novamente o grupo CTR apresentou resultado ndo esperado, pois os espectros
em T30 e T60 encontram-se aglomerados, quando comparados com T0, para quase

todas as combinacgdes das PC’s.

A analise discriminante realizada com os valores das componentes principais foi
calculada verificando-se os indices de classificacdo correta do espectro conforme

indicado na Tabela 7. E importante salientar que nenhum dos espectros T30 e T60
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foram classificados como TO, indicando que houve variagao espectral nos modos

assinalados anteriormente.

Tabela 7 - Resultados da analise discriminante linear em fungao do tempo (TO, T30 e T60) e grupos
(AF2, RT2 e CTR)

Resultados da Analise Discriminante (%)
Grupo : :
T0 T30 T60
AF2 93,8 82,4 76,5
RT2 90,0 80,0 90,0
CTR 90,9 81,8 81,8

Pode-se notar que os valores da analise discriminante para os espectros do
sistema Raman Dispersivo foram mais bem classificados em cada periodo quando
comparado com os resultados do FT-Raman principalmente quando os grupos AF2
e RT2 sdo observados. Este resultado pode ser explicado devido a penetracdo da
radiacdo na pele uma vez que o laser 785 nm apresenta profundidade de
penetracao até a derme superficial enquanto o laser de 1064 nm penetra até a
derme profunda [102]. A maioria dos cosméticos penetra até, no maximo, a
epiderme indicando que a técnica Raman Dispersiva deteve-se na camada de
interesse onde houve agao dos ativos originando as variagdes bioquimicas. Desta
forma os resultados discriminantes para os grupos que utilizaram os produtos e
foram medidos com o Raman Dispersivo, mostraram melhor discriminagao enquanto

o grupo controle (CTR) apresentou valores semelhantes.

Neste trabalho, o principal grupo de interesse foi o AF2. Por esta razao, foi feito
particularmente uma analise das alteragdes em regides de interesse que ocorreram
no mesmo em fung¢do do periodo de estudo. Para T30 e T60 verifica-se que houve
aumento na intensidade do modo amida |lll enquanto para amida | houve diminuigao
de intensidade depois de 30 dias de utilizagdo do produto. A amida Il esta
relacionada ao precursor do colageno (procolageno) e, portanto, na presenca do

produto cosmético, apresentou-se maior, podendo corroborar a favor do tratamento.
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Para visualizar as principais mudangas em torno dos picos Raman de interesse,
calculou-se a primeira derivada dos espectros meédios para cada um dos tempos T0,
T30 e T60. A Figura 38 mostra as mudangas ocorridas para o grupo -CH;, de amida
Il identificada na regido assinalada que mostra dublete para TO. Esta caracteristica
diminui para T30 e praticamente desaparece em T60. Esta regido é composta por
vibragcdes da amida lll de regides polares e ndo-polares de prolina na molécula de

procolageno [103].

——T70
—— T30 \
—— T60

Intensidade (u.a.)

T T T T
1280 1300 1320

-1
Deslocamento Raman (cm™)

Figura 38 - Regido espectral de 1280 a 1325 cm’” para a primeira derivada. Os principais picos
relacionados a amida lll.

A Figura 39 mostra a regido de 1621 a 1725 cm™ referente as modificagdes que
ocorreram no grupo amida | e triglicérides. Nesta Figura estdo destacadas duas
regides, onde € possivel notar uma variagdo diferenciada de TO em relagdo aos
outros tempos. Esta alteragdo pode ser explicada pela modificagdo estrutural do
grupo amida apos a utilizagédo do cosmeético uma vez que a regido ao redor de 1659
cm” pode ser associada & estrutura do coldgeno com cadeia tripla hélice
estabilizada por grande numero de ligacdes intercadeia de hidrogénio [86]. Assim a
sensibilidade a alteragdo da geometria molecular e a formagdo da ponte de
hidrogénio aceitadora (C=0) ou doadora (N-H) do grupo peptidico é grande [85]. De
fato, estas alteragdes séo verificadas nas regides 1 e 2 da Figura 39 pela presenca
de dublete em TO, posterior diminuigdo em T30 e T60 (regido 1), aumento de

intensidade para TO e consequente diminuigdo para T30 e T60 (regiao 2). Entao,
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pode-se sugerir que a degradagao da cadeia do colageno tripla hélice resulta na sua
dissociagdo em outros dois componentes sendo o primeiro um cordao simples e o
segundo um cordao duplo [104], ou seja, alteragbes nas ligagdes peptidicas da

estrutura secundaria destas proteinas.

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T
1625 1650 1675 1700 1725

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 39 - Regido espectral de 1621 a 1725 cm™ para a primeira derivada. As regides selecionadas
relacionam-se a amida | e triglicérides.

A alteragao estrutural da molécula de colageno pode ocorrer devido a agao das
matrizes metaloproteinases (MMPs) consideradas as principais enzimas que
degradam a matriz extracelular constituida por moléculas de colageno e elastina.
Fedeman e colaboradores analisaram a ag¢ao enzimatica de dois tipos de MMPs
sobre matriz de matrigel composta por colageno tipo IV através de espectroscopia
no infravermelho (FTIR). Comparou-se a matrigel degradada e a n&o degradada
observando um deslocamento na frequéncia para a banda de amida |.
Provavelmente o deslocamento na freqliéncia pode ser conseqiéncia da quebra de
proteinas que compde a matrigel ou ainda a degradagao por MMP [105]. A auséncia
de dublete e deslocamento na frequéncia mostrado na Figura 38 podem estar
relacionados as modificagbes estruturais na matriz de colageno apdés o uso do

cosmeético levando a reestruturagao protéica.



87

5.3 Alta Frequéncia

O espectro Raman tipico para alta frequéncia das peles estudadas pode ser
visualizado na Figura 40. Os espectros sdo apresentados em fungéo da intensidade

e numeros de onda entre 2800 a 3500 cm™.

Intensidade (u.a.)

— T T T T T T T 1
2900 3000 3100 3200 3300 3400

Deslocamento Raman (cm'1)

Figura 40 - Espectro Raman in vivo no intervalo espectral 2800 a 3500 cm™.

A regido de deslocamento Raman de alta frequéncia possibilitou de maneira
direta a verificagdo da hidratagdo na pele. A posicdo dos picos, com suas
respectivas estruturas quimicas e atribuigcdes, encontram-se na Tabela 8 [65, 84,
88].
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Tabela 8 - Atribuigdo vibracional para o espectro da pele na regido de alta freqiéncia [65,84,88].

Numero da Posicéo do pico

] Estrutura Atribuicao
banda (cm™)
1 2890 v (CHa)s Fosfolipideos
Lipideos e
2 2937 vV (CH3)a
Proteina

3 3066 v (CH) Oleofinas
4 3230 v (OH)s Agua
5 3336 v (OH), Agua

v: estiramento; s: simétrico; a: anti-simétrico

A avaliagao da concentragao de agua proveniente do camada cérnea proporciona
informagé&o importante sobre a capacidade de reter agua e a propriedade de barreira
da pele. A evolugdo da concentragdo de agua no camada cérnea pode ser
determinada através do célculo da intensidade relativa entre as bandas 3220 cm™ e
2936 cm™' [65]. Para cada grupo estudado foi construido um grafico de variancia da
concentragdo de agua (Figuras 41, 42 e 43) apresentando a distribuicdo dos dados
em torno da curva média, durante os periodos TO, T30 e T60. As bandas que
apresentaram maior variancia em cada um dos grupos foram: 2890 cm™, 3060 cm™
e 3220 cm™. Em alta frequéncia, a banda 2936 cm'1, foi considerada como banda de
referéncia, normalizando todos os espectros em relagdo a ela, pois apresenta

insensiveis alteragdes na altura e largura [65].
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Figura 41 - Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo TO para cada
um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.
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Figura 42 - Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo T30 para
cada um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.
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Periodo T60
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Figura 43 - Variancia espectral (linhas pretas) em torno da média (linha cinza) no tempo T60 para
cada um dos grupos: AF2, RT2 e CTR.

Para T60, os grupos apresentaram a maior discrepancia de intensidade na banda
referente ao grupo OH, que esta correlacionada a presenga de agua na pele. Esta
banda apresenta-se alargada, provavelmente devido a formacédo de ponte de
hidrogénio intermolecular [106]. As maiores diferengas encontram-se entre os
periodos de T30 e T60. A regidao em analise do deslocamento Raman mostra
claramente como a umidade relativa do ar influenciou na hidratacdo da pele. A
relacdo existente entre o grupo CH; de fosfolipidio em 2890 cm' eo grupo OH em
3220 cm™' apresentou-se diretamente proporcional. Em todos os grupos esta relagao
pode ser observada. Quando ha aumento na concentragao de agua na pele também
ocorre aumento na concentragcao de fosfolipidio. As Figuras 44 a 46 mostram as
subtracdes espectrais entre os tempos com a finalidade de melhor visualizar as
regides onde ocorreu aumento ou diminuigdo da intensidade e consequentemente,
determinar quantitativamente esta diferencga, através do calculo da area integrada

sob as curvas.
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Figura 44 - (a) Espectro médio do grupo AF2 para os tempos TO, T30 e T60; (b) Espectro obtido para
a regiao de alta freqiiéncia e os espectros de subtragdo entre os tempos T30 (30 dias) e T60 (60
dias). Os espectros subtraidos foram deslocados na vertical para melhor visualizagdo. A linha
continua representa o zero de cada espectro.

A area integrada dos espectros subtraidos também foi calculada para a regido de
alta freqiiéncia entre 3100 a 3490 cm™ (regido da vibracdo de vOH) para nao
sobrepor a regidao de vibragdo do N-H. Na Figura 44 (a) pode-se claramente
observar que houve alteragdo no modo vibracional referente a estiramento OH da
molécula de agua. Desta forma foram realizadas as subtragbes entre a meédia
espectral do tempo AF2(30) — AF2(0) e AF2(60) — AF2(0) conforme mostra Figura 44
(b). As areas integradas destes espectros para a regidao de OH, apresentaram valor
positivo. Assim, 30 dias apds o uso do produto a area apresentou maior valor (10,55
u.a.) quando comparada com o periodo posterior (4,57 u.a.). Isto indica que a
quantidade de moléculas de OH aumentou, o que nos leva a concluir que o perfil de
hidratacdo da pele teve melhora significativa com a utilizagdo do produto. Além
disso, a largura desta banda apresentou aumento indicando alteragao na ligagao de

ponte de hidrogénio. Entretanto, para este mesmo espectro pode-se observar que a
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intensidade relacionada ao modo vibracional lipideos e proteinas (estiramento CHs)
mostra diminuicdo na intensidade. O valor da area em 60 dias, ainda que positiva,
apresentou menor variacdo que em 30 dias. Isto esta provavelmente relacionado
aos argumentos descritos para a regido de baixa frequéncia, ou seja, as alteragdes
climaticas que ocorreram durante o periodo de estudo na cidade onde o experimento

foi realizado.

As alteracdes climaticas, com diferengas muito elevadas em curto periodo de
tempo, afetam consideravelmente a barreira de prote¢cdo da pele gerando perda de

agua, alteracdées morfoldgicas e funcionais.

Tabela 9 - Valores das areas integradas sob as curvas subtraidas obtidas na Figura 44 (b)

Area Integrada sob a curva

AF2(30) — AF2(0) 10,55

AF2(60) — AF2 (0) 4,57
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Figura 45 - (a) Espectro médio do grupo RT2 para os tempos T0, T30 e T60; (b) Espectro obtido para
a regiado de alta freqiiéncia e os espectros de subtracdo entre os tempos T30 (30 dias) e T60 (60

dias). Os espectros subtraidos foram deslocados na vertical para melhor visualizagdo. A linha
continua representa o zero de cada espectro

As Figuras 45 (a) e (b) mostram a média espectral do grupo para cada um dos
tempos e a subtracdo entre os tempos T30 e T60. Para a regido relacionada a
hidratacdo da pele, as areas dos espectros de subtragdo apresentaram valores
negativos, ou seja, tanto para 30 dias como para 60 dias a regido do modo
vibracional OH (3100 a 3490 cm™) mostrou diminuigdo na intensidade. Da mesma
maneira o pico relacionado aos lipideos e proteinas (2945 cm™) teve intensidade
diminuida. A perda da hidratacao da pele durante toda a fase de estudo foi continua,
visto que as voluntarias se encontravam todas na mesma cidade do estudo, as
consequéncias da baixa umidade relativa do ar as afetaram e, na média, o produto

nao foi capaz de manter a barreira de prote¢ao da pele contra a perda de agua.
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Tabela 10 - Valores das areas integradas sob as curvas subtraidas obtidas na Figura 45 (b)

Area Integrada sob a curva

RT2(30) — RT2(0) -0,61

RT2(60) — RT2 (0) -1,25
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Figura 46 - (a) Espectro médio do grupo CTR para os tempos TO, T30 e T60; (b) Espectro obtido para
a regido de alta frequéncia e os espectros de subtragao entre os tempos T30 (30 dias) e T60 (60 dias)

Analisando a Figura 46 (a) € possivel observar, para a regido de hidratagéo, que
a faixa relacionada ao estiramento OH (3100 a 3490 cm™) em T30 apresentou
pequeno aumento na intensidade. No entanto, quando o efeito é observado para os
60 dias, esta intensidade apresenta diminuigdo em relagédo ao tempo de controle
(TO). Outra observagédo no espectro subtraido CTR(60)-CTR(0) € um aumento na

regido das oleofinas (3050 cm™) e diminuicdo na regido de modos vibracionais de

lipideos (2800 a 2900 cm™).
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Tabela 11 - Valores das areas integradas sob as curvas subtraidas obtidas na Figura 46 (b)

Area Integrada sob a curva

CTR(30) - CTR(0) 3,97

CTR(60) — CTR(0) -0,80

A Figura 47 apresenta a intensidade relativa entre os picos 3220 cm™ e 2936 cm’
para o espectro normalizado em relagdo a banda 2936 cm™. O grupo AF2
apresentou grande modificagdo na quantidade de agua na camada cornea e mesmo
com a diminuicdo da hidratagao apds T30 permaneceu mais elevado que os outros.
O RT2 nado manteve a hidratagdo da pele uma vez que sofreu declinio continuo

durante todo periodo de tempo.
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Figura 47 - Intensidade relativa entre os picos do deslocamento Raman 3220 cm™ e 2936 cm™ e
curva de umidade relativa do ar.

Egawa e colaboradores realizaram medidas da capacitancia da pele do rosto e
antebraco e observaram uma relagao linear entre o nivel de hidratagdo da pele,
medidas de capacitancia e umidade relativa do ar [20]. O uso continuo de produtos
hidratantes pode proteger a pele e manter um equilibrio hidrico mesmo sob

mudangas rigorosas do ambiente [107].
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6 CONCLUSAO

Para a regido de baixa frequéncia pode-se concluir que a espectroscopia Raman
€ uma técnica bastante sensivel para detectar pequenas variagdes bioquimicas em
tecidos vivos mesmo com inumeras variaveis. Além disso, o produto proporcionou
variagdes na pele relacionadas ao aumento do colageno, alteragcdes nos lipideos. A
regido atribuida as bases nitrogenadas mostrou que o produto com principios ativos
antienvelhecimento agiu de forma positiva diminuindo os radicais livres. Apesar do
grupo controle ndo fazer uso de nenhum produto durante o periodo de estudo,
houve comportamento anémalo mediante analise de algumas variagdes bioquimicas

como, por exemplo, aumento na regiao do colageno.

Para a regido de alta freqUéncia, destinada aos modos vibracionais relacionados
a hidratagdo da pele, o grupo controle e o grupo placebo ndo mantiveram a
hidratacdo da pele sob bruscas alteragcbes climaticas Entretanto, o grupo AF2

permaneceu com hidratacdo positiva quando comparado a sua fase inicial.
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