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RESUMO

A pele humana é composta por camadas, o estrato corneo e a epiderme, estas contém
biomoléculas, estrutura e funcbes préprias. A técnica de espectroscopia Raman,
permite a pesquisa da composi¢ao bioquimica de amostras bioldgicas in vivo, como a
pele, de suas biomoléculas e biomarcadores, de forma seletiva e ndo destrutiva,
possibilitando examinar as camadas dos tecidos in vivo, e explicar os vinculos
biofisicos entre as caracteristicas vibracionais e as alteracdes das composicdes
guimicas especificas. O objetivo deste trabalho foi usar a espectroscopia Raman
confocal para avaliar as alteracdes bioquimicas e espectrais relacionadas com a idade
no estrato cérneo e na epiderme humana, centrando-se especificamente nas
modifica¢des espectrais do fator natural de hidratacdo NMF, da queratina, dos lipidios
e das proteinas.

Os dados relativos a pele, foram adquiridos utilizando um sistema Raman confocal
com um laser de diodo de 785 nm, que consistiram em dois grupos etéarios definidos,
grupo |, 27+3 anos, e grupo ll, 55+4 anos, compreendendo 71 voluntarios. Analises
estatisticas multivariadas foram usadas para interpretar e classificar os dados
espectrais médios de cada camada da pele. As analises demonstraram a medicao de
dois grupos diferentes de pele e revelaram os picos mais representativos para o
estrato cérneo e epiderme. A amida lll e amida | ambas em conformagao a — hélice
exibiram sinais aumentados nos espectros da epiderme e do estrato cérneo do grupo
I, e observou-se que o aumento da reticulagdo dos filamentos de queratina com a
idade é um possivel contribuinte para o aumento da rigidez, o que consequentemente
levou a uma diminuicdo do sinal Raman no grupo Il. O oposto ocorreu com sinal dos
lipideos, pois as alteracbes no empacotamento lateral dos lipideos indicaram o
envelhecimento da pele com aumento do sinal Raman no grupo Il. A diferenca entre
as médias do NMF foi estatisticamente significativa entre as duas faixas etérias.
Assim, a presente pesquisa coopera com a atual literatura contribuindo sobre a
diferenciacao das caracteristicas da pele por faixa etaria, e por camadas, utilizando a

espectroscopia Raman confocal.

Palavras-chave: Epiderme. Estrato Cdrneo. Espectroscopia Raman. Andlise

Hierarquica de Cluster. Analise de Componentes Principais.



ABSTRACT

Human skin comprises layers known as the stratum corneum and the epidermis, each
possessing biomolecules, structure and functions. The Raman spectroscopy
technique enables research on the biochemical composition of biological samples in
vivo, such as skin, its biomolecules and biomarkers, in a selective and non-destructive
way, allowing for in vivo examination of tissue layers. This elucidates the biophysical
links between vibrational characteristics and changes in specific chemical
compositions. This study aims to use confocal Raman spectroscopy to evaluate age-
related biochemical and spectral changes in the stratum corneum and human
epidermis, focusing specifically on spectral modifications in the natural moisturizing
factor (NMF), keratin, lipids and proteins.

Skin-related data were acquired using a confocal Raman system with a 785 nm diode
laser, which consisted of two defined age groups, group |, 2713 years, and group I,
5514 years, comprising 71 volunteers. Multivariate statistical analyses were used to
interpret and classify the average spectral data from each skin layer. Analyses
measured two different skin groups and revealed the most representative peaks for
the stratum corneum and epidermis. Amide |ll and amide |, both in the a-helical
conformation, showed increased signals in the spectra of the epidermis and stratum
corneum of group |. It was observed that increased keratin filament cross-linking with
age is a possible contributor to the increase in stiffness, which consequently led to a
decrease in the Raman signal in group |l. The opposite occurred with the lipid signal,
as changes in the lateral packaging of lipids indicated skin aging with an increase in
the Raman signal in group II. The difference between the NMF means was statistically
significant between the two age groups. Thus, the present research fills an important
current research gap in differentiating skin characteristics across different age groups
and their layers using confocal Raman spectroscopy.

Keywords: Epidermis. Stratum Corneum. Raman spectroscopy. Hierarchical Cluster

Analysis. Principal component analysis

Keywords: Epidermis. Stratum Corneum . Raman spectroscopy. Hierarchical Cluster

Analysis. Principal component analysis.
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1 INTRODUCAO

Os avancos ocorridos nas ciéncias da saude nas Ultimas décadas,
conseguiram abrandar o processo de senilidade do organismo humano causado
por fatores ambientais ou genéticos, possibilitando o aumento da expectativa de
vida. Iminente a estes avancos, o estudo da pele humana, permitiu maior
entendimento sobre suas caracteristicas metabdlicas.

A pele é um 6rgao ativo com caracteristicas proprias e imunolégicas, 0s
estudos de caracterizagdo cutéanea tem sido cada vez mais objetos de grupos
cientificos para o entendimento da influencia de fatores como etnicidade, género,
idade e fatores externos como poluicdo, exposicao solar nas diferentes camadas
cutaneas.

A pele possui trés camdas principais, derme, epiderme, EP e estrato corneo,
SC, sendo esta ultima considerada a por¢cédo mais externa da epiderme.

Diversas pesquisas ja contribuiram com resultados atuais, porém ha uma
lacuna na literatura sobre estudos clinicos controlados, com métodos que permitam
a avaliacao da pele em suas condicfes in vivo, sem produtos tépicos, de suas
camadas, e de sua homeostase para as diferentes faixas etarias.

Os primeiros métodos empregados nas pesquisas da pele in vivo , ndo foram
capazes de caracterizar separadamente as diferentes camadas da pele (SHIM, et
al., 2007). Dentre as técnicas utilizadas, a espectroscopia Raman confocal, ERC é
uma técnica optica, que mantem a integridade e a composicao da pele durante sua
andlise (OLIVEIRA et al., 2012; CASPERS et al., 2003; ERMAKOV et al., 2010).
Ela é utilizada na caracterizacdo e no estudo da alteracdo de tecidos biologicos in
vivo, (BINDER et al., 2017), e em investigacBes como a cinética de penetracdo de
substancias hidratantes ou farmacos, em diferentes camadas da pele (ZARMPI et
al., 2023 GARVIE-COOK et al., 2022), além de ser uma técnica ndo destrutiva e
nao invasiva (FRANZEN et al., 2015; TOSATO et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2014;
TELLEZ et al., 2015), apresentando como diferencial a ndo realizacéo de biopsias.

Durante sua analise, utilizando como fonte de luz o laser no comprimento de
onda infravermelho, 785 nm, este alcanca as diferentes camadas cutaneas de
modo n&o destrutivo, ocorre a formacdo de bandas espectrais das vibracoes
moleculares, essas bandas sdo especificas de cada ligagdo molecular, com

informacgdes diretas sobre as moléculas do tecido cutédneo, sendo sensiveis a
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estrutura da conformag&o molecular e ao meio circundante (MOVASAGHI et al.,
2007).

Para o estudo da pele, a definicdo da concentracdo de a4gua nas camadas, €
feita pelo estudo do fator natural de hidratacdo, NMF — natural moisturizer factor,
que € formado principalmente por um conjunto de proteinas superficiais e
higroscoépicas de hidratacdo (OLIVEIRA et al., 2012).

Com a ERC, é possivel medir as concentracdes moleculares dos constituintes
da pele, como a concentracdo de agua no SC, avaliando os principais constituintes
do NMF, além de ceramidas, lipideos, monitorar nucleos de células epidérmicas e
membrana basal normais ou alteradas, por meio da observagcéo das diferentes
contribuicdes de acidos nucleicos, histonas e proteinas, com a possibilidade de
realizar diagndsticos dermatologicos (CASPERS et al., 2001; CHOI et al., SHORT
et al., 2006; LIEBER et al., 2008). Alem disso, informacdes estruturais, como a
espessura do estrato corneo, podem ser obtidas (FRANZEN et al., 2015). Bohling
et al., em 2014, validaram um sistema de ERC para determinacdo precisa da
espessura do estrato cérneo in vivo.

A termorregulacdo humana através da pele, ocorre em resposta a disturbios
metabolicos ou ambientais, e é diferente conforme a faixa etaria (LEE; KWON,
2023; CHOI et al., 2010). Fatores atuais relacionados as mudancas climaticas,
levam maior exposicdo da pele ao ultravioleta UV, e devido ao aumento do
aquecimento global, que afeta sua capacidade em manter homeostase, e aumenta
o seu fotoenvelhecimento (LEE; KWON, 2023; WILLITS-SMITH et al., 2023;
BELZER; PARKER, 2023).

Trés fatores principais regulam a evaporacao e difusdo da agua no SC: o
NMF, a proteina queratina, e a organizacao intercelular dos lipidios. O NMF
contribui significativamente para a hidratacdo e funcdo de barreira da pele
(O'REGAN et al., 2010). A organizacao intercelular dos lipidios, ICL, bem como o
arranjo ordenado de suas estruturas lamelares, possuem uma ordem de
organizacao lateral (FRANZEN et al., 2015; BOHLING et al., 2014), que pode ser
calculado com mais precisdo, considerando a influéncia da queratina, principal
proteina do estrato corneo, e terceiro fator importante de homeostase.

A amida | e a amida Ill sdo estruturas moleculares secundarias de proteinas
e lipidios, que podem ser identificadas pela espectroscopia Raman. Elas sdo

estruturas secundarias da queratina, e de lipidios presentes no SC, que tem funcéo
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proteica e hidratante, assim, as altera¢gbes nessas estruturas sao responsaveis por
alteracdes nas propriedades morfolégicas e mecanicas, manifestadas como rugas,
flacidez, perda de elasticidade ou ressecamento aparente (ENROTH et al., 2015).

Chrit, et al., em 2005, avaliaram a variabilidade dos espectros Raman
adquiridos do estrato cérneo, e as diferencas em regiées espectrais especificas
foram associadas a alterac¢des na distribuicao de proteinas, aminoacidos e lipideos.

Boncheva et al., em 2009, usaram medidas de condutancia de alta frequéncia
em comparacdo a técnica ERC, para determinar perfis de profundidade de
hidratacdo do SC, durante uso de tape-stripped, eles demonstraram que a
condutancia se correlaciona com o contetdo de agua do SC, desde que a funcao
de barreira do SC néo seja prejudicada, estas medidas foram Uteis para discriminar
diferentes estagios de hidratacdo do SC.

Tfayli, et al., em 2012, relataram variabilidade dos lipideos com o
envelhecimento, eles observaram que, as caracteristicas espectrais Raman da
pele, mudaram com a organizacéao lateral dos lipidios, e com 0 aumento da idade
dos voluntarios.

Mao et al., em 2012, usando a ERC, pesquisaram a selecdo de substancias
guimicamentre separadas dentro da pele, por perfil de profundidade, e o
mapeamento por imagens microscopicas, obtendo perfis de concentracdo de
substancias exogenas nha pele, obtendo informacbes sobre a interacdo de
permeantes e a pele.

Bakker Schut et al., em 2002, desenvolveram um sistema de software, que
permite discriminacdo automatizada em tempo real, entre diferentes tecidos
humanos durante a analise Raman, levando a classificacdo dos espectros, para
pele saudavel e em estados fisiopatologicos.

Assim, conforme as pesquisas citadas, a ERC tem aplicacbes na area
biomédica, pois propicia informacdes a nivel molecular, estrutural in vivo (BINDER
et al., 2017). Ela coleta dados, até varios micrdbmetros abaixo do superficie
(CASPERS et al., 2001; CHEN et al., 2010), principalmente na regido que varia
entre 400 e 1800 cm™, conhecida como regido de finger print ou impresséo digital,
devido as suas ressonancias vibracionais, correspondentes aos grupos funcionais

moleculares.
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Pesquisas mais atuais, utilizam a ERC predominantemente para quantificar e
avaliar a absorcgéo transdérmica de farmacos e cosméticos de uso tépico, avaliando
também sua absor¢éo desde o estrato corneo, conforme as citadas a seguir.

Alvarez-Figueroa et al., em 2020, utilizaram a microscopia Raman para avaliar
a penetracédo transdérmica de farmacos nas diferentes camadas da pele, avaliando
sua absorc¢éo cutanea.

Zarmpi et al., em 2023, utilizaram a espectroscopia Raman confocal, como
uma ferramenta para quantificar a taxa e a extenséo da absorcao de medicamento,
e sua eliminacdo das regides a serem tratadas, dentro da epiderme, abaixo da
barreira do estrato corneo.

Zhang et al., em 2020, utilizaram microscopia Raman para validar se géis
topicos de diclofenaco, podem ficar retidos nas camadas epidérmicas e dérmicas,
eles mostraram que 0s géis topicos estudados liberam diclofenaco atraves da
barreira cutanea do estrato corneo, e formaram um depdésito de medicamento
localizado na epiderme.

Garvie-Cook et al., em 2022, pesquisaram a aplicacdo de
microespectroscopia Raman confocal e imagem, para analisar o desempenho de
medicamentos topicos e transdérmicos na interface formulacao-pele, para elucidar
as principais propriedades quimicas de sua absorcdo através da pele, qual o
impacto de sua interacdo, e a maneira pela qual ocorre a transferéncia do
medicamento.

Wang et al., em 2023, utilizaram a ERC para monitorar a penetracdo dérmica
de ativos cosméticos para aplicacdes topicas, para avaliar a penetracéo epidérmica
da glabridina e dos componentes lipossomais contendo glabridina. Os resultados
indicaram que a glabridina transportada pelos lipossomas, penetrou no estrato
cérneo, e atingiu as camadas profundas da pele.

Liu e Lunter, em 2020, analisaram efeitos de dois tipos de emulsificantes nos
lipidios intercelulares da pele, usando espectroscopia Raman confocal, eles
analisaram os sinais lipidicos do SC quanto ao conteudo, conformacao e ordem de
organizacao lateral, e observaram os efeitos moleculares dos emulsificantes nos
lipidios da pele, ocorrendo aumento da penetracdo da substancias, quando
ocorrem propriedades reduzidas de barreira cutdnea e aumento da fluidez lipidica.

Matsumoto et al., em 2023, utilizaram espectroscopia Raman para medir

parametros de ceramidas, NMF e colesterol em pele de bebés com diferentes
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meses de idade, e mostraram que o estrato cérneo de recém nascidos é mais
espesso, e diminui conforme o tempo de vida.

O diferencial da presente pesquisa ocorre pois, estudos majoritarios atuais,
conforme os indicados anteriormente, se concentram na avaliacdo da absorcao de
farmacos e cosméticos, com poucos resultados sobre a alteracdo dos constituintes
da pele natural, nas diferentes camadas da pele de diferentes grupos etarios, e sem
produtos tépicos.

Muitos estudos usam a espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier, FTIR, porém esta contém limitacdes de resolucdo espacial, devido aos
seus longos comprimentos de onda infravermelha, e sua baixa profundidade de
penetracdo em tecidos biologicos, como resultado da forte absor¢cdo em agua. O
espalhamento Raman supera os problemas associados a longos comprimentos de
onda do FTIR (FOSTER et al., 2011). Diferentemente da FTIR, a ERC é uma
técnica atribuida ao estudo néo invasivo de tecidos biologicos in vivo, ela pode ser
usada para estudar a fisiologia da pele normal ou em condi¢cbes patoldgicas,
obtendo bases sobre sua composi¢cdo molecular, como teor de agua, hidratacao e
mudancas em sua funcdo de barreira, absor¢cado de lipideos, determinacdo da
espessura do estrato cérneo, estruturas de proteinas e de amidas.

O objetivo desta tese foi caracterizar constituintes moleculares da pele in vivo,
considerando as camadas, estrato corneo e epiderme, de voluntarios divididos em
duas diferentes faixas etarias, que serdo analisadas utilizando a espectroscopia
Raman confocal.

A fundamentacéo do presente trabalho estd em compreender as alteracfes
biolégicas que levam a diferentes espectros, e quais as principais diferencas
biofisicas que discriminam os diferentes tecidos cutaneos que resultam de
proteinas e lipideos. Devido a complexidade na determinacao dessas contribuicdes
obtidas pelos espectros Raman, métodos exploratdrios estatisticos como analise
exploratoria de componentes principais, PCA e analise hierarquica de cluster, HCA
sdo utilizados para reducao dimensional dos dados espectrais permitindo também
sua classificacao.

Pudlas et al, em 2010, analisaram a distin¢ao de tipos celulares identificados
por espectroscopia Raman utilizando analise estatistica multivariada, o que

possibilitou as diferencia¢des biquimicas celulares.
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Zuhayri et al, em 2023, estudaram o efeito da terapia fotodinamica em
cicatrizacdo de feridas de diabéticos utilizando a espectroscopia Raman para o
diagnéstico, para avaliacao da evolucao da cicatrizacdo eles utilizaram PCA.

Zhang et al, em 2020, usaram a espectroscopia Raman para diagnostico nao
invasico de melanomas cutaneos, a diferenciacdo entre melanomas e lesbes
pigmentadas foi feita utilizando PCA.

Assim, 0 uso da espectroscopia Raman permite monitorar o efeito das
alteracbes em lipidios, queratina e NMF in situ e in vivo nas camadas superficiais
da pele, e a separacdo dos diferentes sinais devido as diferencas biofisicas, podem
ser obtidas por meio de métodos estatisticos, contribuindo para novos resultados e
definigdes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desta tese € caracterizar constituintes funcionais primarios da pele,
considerando as camadas, estrato cérneo e epiderme, de 71 voluntarios
caucasianos saudaveis, divididos em duas faixas etarias, grupo | de 24 a 30 anos,
e grupo Il de 52 a 59 anos, que serdo analisadas utilizando a espectroscopia Raman

confocal, com o laser de comprimento de onda de 785 nm.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter espectros do estrato corneo e epiderme separadamente, e entédo
caracterizar principais regides de NMF, queratina, lipideos e
ceramidas e suas modificacdes espectrais nas diferentes faixas
etarias.

e Analisar os agrupamentos por similaridade dos modos vibracionais
moleculares, dos dados espectrais obtidos, considerando a diferenca

biofisica entre as camadas e entre as diferentes faixas etarias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pele

A pele é o 6rgdo mais externo do corpo humano, responsavel pela interface
com o meio ambiente, ndo € vascularizada, sendo atravessada por foliculos
pilossebaceos, onde chegam nervos sensoriais. A epiderme é a camada mais
externa, e 0 estrato corneo a delgada camada superficial, acima da epiderme
(HENDRIKS, 2005). Ela possui glandulas que se originam na derme e chegam até
a epiderme, essas glandulas sdo chamadas de apéndices da epiderme (DU
VIVIER, 1997). Ela apresenta diversas fun¢des, como a manutencéo da integridade
do organismo, protecao, absorcéo e secrecao de liquidos, controle de temperatura,
barreira a prova de agua, absorcéo de luz ultravioleta, metabolismo de vitamina D,
controle hormonal através de seus receptores hormonais, e funcdes estéticas e
sensoriais, estas ultimas ocorrem devido a presenca de terminacgdes de placas
nervosas na epiderme (HARRIS, 2003; DUVIVIER, 1997).

As alteracOes cutaneas, sdo caracterizadas neurologicamente pela perda na
regulacao do eixo hipotalamo-pituitario-gonadal, HPG, que ocorre ha menopausa e
andropausa, ocorrendo alteracdes nas concentracées de horménios HPG, com a
diminuicdo de sinalizadores hormonais, andrégenos e estrégenos, sendo
importantes na regulacdo da proliferacdo celular da pele, interferindo no ciclo
celular normal, e refletindo em alteracGes cutaneas superficiais no estrato corneo e

epiderme conforme a faixa etaria (HARRIS, 2003).

3.1.2 Estrutura e Composicéo da Epiderme

A epiderme € um epitélio pavimentoso estratificado, queratinizado sobre uma
membrana basal. Ela constitui a fase mais externa da pele e as sua espessura varia
de acordo com a regido do corpo. Apesar de estarem presentes varias terminacées
nervosas, a epiderme € avascularizada, e 0s nutrientes atingem este epitélio por
difusdo através de vasos sanguineos presentes na derme (SOUSA, 2017), sua

espessura varia entre 1,3 mm como na palma da mao, e 0,6 mm como na face.
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Ela é constituida por quatro camadas distintas, o estrato corneo, o estrato
granuloso, estrato espinhoso e camada basal (HARRIS, 2003; PULLAR et al.,
2017). As células que a compbe, sdo o0s queratinécitos, que sdo células
especializadas produtoras de queratina, estas se alteram conforme passam de uma
camada a outra, durante seu processo de maturagdo e estratificagdo, ocorrendo
renovacdo por meio de sua diferenciacdo terminal, até serem eliminados na
camada mais externa, o estrato cérneo, onde passam a ser chamados de
cornedcitos (HARRIS, 2003). Outros tipos celulares presentes em minoria sao as
células de Langerhans, células de Merkel e os melandcitos (SOUSA, 2017).

A diferenciacdo da epiderme é efetuada de acordo com a profundidade,
maturacdo e morfologia de suas camadas, assim, a taxa de sua renovacao, é
determinada pela taxa de proliferacédo celular na camada basal da epiderme, e a
perda do cornedcito na superficie (HARRIS, 2003). O processo de descamacao,
ocorre com a constante liberacdo dos cornedcitos, nas camadas mais superficiais
do estrato cérneo, que sao continuamente liberadas, resultando na aparéncia suave
da superficie da pele normal (HARRIS, 2003).

3.1.3 Estrutura e Composicao do Estrato Corneo

O estrato cérneo é formado por cornedcitos e lipideos. Sua formacao implica
em alguns eventos em série: com 0 aumento da permeabilidade da membrana
celular do queratindcito, este torna-se mais permeavel a ions, como o calcio, que
ativam peptidases que convertem a profilagrina em filagrina (SOUSA, 2017). Esta
proteina, a filagrina, esta presente nos granulos de querato-hialina, e € responsavel
por agregar a queratina e outras proteinas nas camadas mais superficiais da pele,
para a formacéo do estrato corneo. Com a degeneracdo do nucleo celular, estas
células se achatam, e ocorre o alinhamento de moléculas de queratina, criando o
envelope cornificado presente superficialmente na pele (SOUSA, 2017). Deste
modo, o envelope cornificado, forma-se na fase final de diferenciacdo dos
gueratinécitos, passando a ser denominados cornedcitos.

Durante a formacéo dos cornedcitos, as células da camada granulosa soltam
o conteudo lipidico dos corpos lamelares, para o espaco extracelular, formando a

matriz lamelar lipidica. Esta matriz € composta por ceramidas, acidos graxos livres
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e colesterol, importantes para homeostasia celular e manutencdo da
permeabilidade cutanea (SOUSA, 2017).

Os aminoéacidos resultantes da degradacdo da filagrina, sdo utilizados na
formacdo do fator natural de hidratagdo, NMF, que sao constituintes higroscépicos,
responsaveis pela hidratacdo da camada cornea, e pela manutencéo do pH acido
da pele (SOUSA, 2017).

Na pele saudavel, os cornedcitos possuem boas concentracées de NMF,
composto por moléculas higroscépicas e que se ligam a agua, prevenindo sua
evaporacao, além de absorver os raios ultravioleta (HARRIS, 2003). Assim, o NMF
€ um envelope proteico, e a conversao da filagrina em NMF ocorre no interior dos
cornedcitos, para que ocorra a queratinizacdo completa do estrato corneo. Porém,
nem toda filagrina é hidrolisada, algumas levam a formagdo de um complexo
filagrina-queratina.

Os cornedcitos, presentes no envelope cornificado, oferecem a coesao
necessaria a estrutura epidérmica, pois sao ligados entre si pelos
corneodesmossomos, evitando a perda de agua transepidermica, e a entrada de

alergenicos e agentes infecciosos (SOUSA, 2017).

Figura 1- Organizacao dos lipidios no espaco intercelular do estrato corneo
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Conforme visto na figura 2, o estrato corneo é a por¢cdo mais externa da
epiderme, sua principal funcéo € de atuagcdo como uma barreira protetora, ao
mesmo tempo em que retém agua, eletrdlitos e nutrientes (HARRIS, 2003), através
de um mosaico de varias camadas, com estruturas hidrofilicas, os cornedcitos, e
hidrofébicas, estruturas lipidicas lamelares intercelulares, e através dele, as
substancias quimicas que ndo sao agua, s6 conseguem permear na pele, pelas
camadas lipidicas intercelulares, e a agua ao passar pelos cornedcitos, € retida
pelas fibras de queratina hidrofilicas superficiais e pelo NMF (HARRIS,2003).

Durante a maturacdo dos cornedcitos, os lipideos intercelulares sao
enzimaticamente modificados, em seguida as for¢cas coesivas que mantem 0s
cornedcitos aderidos, sdo neutralizadas, rompendo a funcdo adesiva dos
corneodesmossomos, e ocorre a descamacéao da pele (HARRIS, 2003).

As ceramidas, assim como os lipideos, participam de processos diversos,
como proliferacdo, diferenciacdo ou apoptose, sendo responsaveis pela
manutencao da integridade da barreira cutanea, e pela reducao da perda de agua
transepidermica, e por regular as funcdes dos queratindcitos e de células do
sistema imune da pele (SOUSA, 2017).

Nas camadas mais externas do estrato cOrneo encontram-se maior
porcentagem de lipideos do sebo desordenados, em associa¢cdo com os lipideos
intracelulares sodlidos, organizados. Esse nivel de organizacédo interfere na
retencdo de agua no interior do sistema multilamelar sendo responsavel pela

manutencao do equilibrio homeostatico da pele (BERRY et al., 1999).

3.1.4 Estrutura geral da derme

A figura 2 mostra a estrutura geral da pele.

A derme é constituida por uma camada de tecido conjuntivo de suporte a
epiderme, e constituida por duas regidées principais, a derme papilar, mais externa,
na qual estao presentes as papilas dérmicas na divisdo com a epiderme, constituida
por tecido conjuntivo frouxo, e a derme reticular, mais profunda, constituida de
tecido conjuntivo denso. Suas principais células sao os fibroblastos, que tem a
funcdo de formacdo do colageno, e que estdo permeados de substancias
fundamentais (DUVIVIER, 1997), ela é vascularizada e assegura a nutricdo

sanguinea da epiderme (PULLAR et al., 2017), outras células presentes sdo 0s
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macroéfagos e adipdcitos. O tecido conjuntivo contém componentes essenciais para
a pele, como acido hialurdnico e proteinas tais como coldgeno e elastina, que

conferem resisténcia, firmeza e flexibilidade a pele (SOUSA, 2017).

Figura 2- Estrutura geral da pele.
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Fonte: (Autora).

3.2 Espectroscopia Raman

Para andlise dos tecidos e camadas da pele, muitos métodos requerem
preparacao inicial, porém as formas de preparacdo do tecido influenciam as
propriedades fisicas e mecanicas (GARO et al., 2007).

As camadas epidérmicas, sdo conhecidas por serem sensiveis as mudancas
guimicas e fisicas, decorrentes de preparo e do meio ambiente para andlise. Muitos
resultados estédo disponiveis a partir de técnicas de analise in vitro, no entanto a
condicdo do tecido nestes casos € diferente, sem estarem preservados o estrato
cérneo e a epiderme (KEARNEY et al., 2005). Assim, pesquisas tem buscado o
uso de técnicas oOpticas e espectroscopicas para analise de pele in vivo.

Diversas informacdes estruturais e composicionais podem ser obtidas pela
técnica de espectroscopia (AZEVEDO, 2016). A base da espectroscopia € a
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, assim, quando a radiacdo
monocromatica € incidida em sistemas como gases, liquidos ou solidos, ela pode
resultar em fendbmenos como luminescéncia, absorcéo, espalhamento eléstico e
inelastico (AZEVEDO, 2016).
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O espalhamento ineléstico, pode ocorrer em duas regibes, stokes e anti-
stokes. No espectro Raman na regido Stokes, o féton espalhado tem a energia
menor que a do foton incidente, na regido anti-stokes, o féton espalhado tem
energia maior que a energia incidente. Assim, no espalhamento inelastico, uma
parte da luz desviada tem um frequéncia diferente da luz incidente, porque a
energia é transferida durante o espalhamento, esta interacéo é a caracteristica da
espectroscopia Raman, onde o0s espectros resultantes sdo caracterizados por
mudanc¢as nos numeros de onda, e da frequéncia incidente (CAETANO et al.,
2017).

No espalhamento Rayleigh ou elastico, o féton espalhado tem a mesma
frequéncia do foton incidente.

Figura 3- Espalhamento de luz: espalhamento inelastico (stokes e anti-stokes) e
espalhamento elastico ou Rayleigh
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Fonte: (Adaptado de Larkin, 2011).

A figura 3, mostra ilustracdo esqueméatica do espalhamento Rayleigh,
espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes. A frequéncia do féton espalhado,

setas para baixo, permanece inalterada no espalhamento Rayleigh, mas é de
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frequéncia mais baixa ou mais alta no espalhamento Raman. As linhas tracejadas
indicam o “estado virtual de energia”.

A espectroscopia Raman, possibilita examinar tecidos in vivo, quanto as
alterac6es na composicao bioquimica da pele, que ocorrem conforme diferenca na
faixa etéria, ela permite explicar os vinculos biofisicos entre as caracteristicas
vibracionais, e as alterac6es das composi¢des quimicas especificas (PEZZOTTI,
2015).

Nas aplicacbes biomédicas, a luz laser incide sobre uma molécula, e a
espectroscopia Raman mede o espalhamento inelastico da mesma, cada molécula
gue compde a amostra biolégica a ser analisada, origina um espectro diferente,
dependendo de seu modo vibracional.

Este método utiliza fonte de laser na faixa do comprimento de onda
infravermelho, em 785 nm, e vermelho 660 nm, sendo portanto, possiveis de
interagir com o tecido cutaneo in vivo, de forma néo invasiva, e sem causar danos.

As multicamadas lipidicas intercelulares que compde o estrato corneo, contém
ceramidas, colesterol e acidos graxos livres, apresentando um polimorfismo de
diferentes fases solidas, no qual as cadeias sdo organizadas e iméveis, com
frequéncia de estiramento simétricas do grupamento CH», que ocorre devido o nivel
de ordenamento das cadeias (HARRIS, 2003).

Nas camadas superiores do estrato corneo, verifica-se alteracdo dos lipideos,
ocorrendo o acréscimo dos componentes do sebo, produzidos nas glandulas
sebaceas, que sdo desordenadamente depositados no estrato cOrneo, e séo
combinados com os lipideos intracelulares ordenados (HARRIS, 2003).

O teor de agua no estrato cérneo esta entre 10 e 20%, a retencao de agua
neste tecido, é essencial para manter sua flexibilidade e prover a hidratacao
necessaria as enzimas envolvidas em funcao e maturacéao do estrato corneo.

A guantidade adequada de lipideos é fundamental para reter agua livre e
prover a hidratacdo necessaria a pele (MILAN, 2006). A incapacidade de reter o
conteudo de 4gua necessario, e fornecer o conteudo adequado de lipideos, leva ao
desenvolvimento da xerose ou pele seca.

Na pele, aregido do espectro Raman da banda de amida |, esta compreendida
entre 1600 cm™ e 1700 cm, sendo esta, a regido espectral mais sensivel aos
componentes estruturais secundarios dessas proteinas. Balaz et al., em 2014,

estudaram o uso da espectroscopia Raman para geragéao de imagens no estudo de
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psoriase, e verificaram que na pele com psoriase, ocorreu a alteragdo dos
componentes da amida |, com a redugéo significativa da banda na regido de 1630-
1660 cm?, em relacdo a pele normal, esta alteracdo pode ser devido a
hiperproliferagédo dos queratindcitos, resultando em func¢des perturbadas do estrato
corneo, infiltracao de linfécitos e granulécitos da epiderme e derme, e vasodilatacao
dos vasos sanguineos dérmicos, levando a altera¢des de suas bandas de proteinas
(BALAZ et al., 2014).

Tabela 1- Representacdo molecular de grupos funcionais presentes na pele,
detectaveis no espectro Raman na regido de 800-1800 cm™.

Grupo Funcional Férmula
Carbonila C=0
Acido graxo (lipideo) RCO,0
Ester -0-C=0-R
Amida | (RCO)NH,
Amida lll (RCO);NH,

Fonte: (Autora).

3.3 Grupo das amidas e sua presenca nas biomoléculas funcionais

As amidas sdo compostos que possuem em sua estrutura um hidrogénio
ligado diretamente a um grupo carbonila, o carbono que faz dupla ligacdo com
oxigénio.

Sabe-se que o grupo funcional das amidas, esta presente em biomoléculas
presentes na pele, como proteinas e lipideos.

Com a espectroscopia Raman, varios sinais vibracionais dos modos de amida,
podem ser usados para a analise de estruturas peptidicas. A maioria das bandas
caracteristicas esta associada ao grupo CONH, referido como amida | e Il (I: 1600—
1690 cm 1, IlI: 1230 -1300 cm?) (KONG & YU, 2007). Os dois sinais sdo de
interesse principal para a identificagcdo de diferentes conformacgdes estruturais
proteicas e lipidicas: amida | (vibragcdo de alongamento de C=0), e amida Ill (ambos

associados ao alongamento C—N, e vibragdes N—H tipo flexdo do grupo peptidico)
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(SCHULZ & BARANSKA, 2007). O numero de onda da amida reflete a estrutura da
cadeia polipeptidica principal independentemente dos grupos laterais.

O principio da analise direcionado as amidas, € que estas sdo estruturas
secundarias em a—hélice de proteina.

Assim, a correlacdo das posicOes das vibragdes da amida | e amida Ill, com
fracdo cristalografica determinada como estruturas secundarias, estdo presentes
na proteina em conformacao o—hélice, com seus numeros de onda caracteristicos
(RYGULA et al. 2013).

A a-hélice é estabilizada pelas ligagcbes de hidrogénio entre os grupos

carbonila (—C = O) e o grupo NH de cada ligacédo peptidica dos aminoacidos.

3.3.1 Amida | — Queratina a-hélice: (1650 cm™) - principal vibragdo: C=0

Os modos de Amida I, sdo conhecidos por serem estruturas secundarias,
assim ao usar como medicdo a técnica espectroscopica, ocorre sensibilidade
derivada de seu deslocamento, dentro da molécula de proteina (GANIM et al.,
2008), sendo esta a mais intensa banda de absorcdo das proteinas.

Ela é expressa principalmente pelas vibragdes do alongamento C=0 e C-N,

e sua frequencia ocorre nas faixas entre 1600 — 1700 cm™.

3.3.2 Lipideos (acidos graxos) - (1450 cm™) - principal vibragdo: CH- tesoura

Os lipidios intercelulares no SC consistem em ceramidas, acidos graxos
livres e colesterol em uma razéao equimolar (CAUSSIN et al., 2008).

Eles desempenham funcdo na manutencéo da funcao de barreira da pele e
em seu estado de hidratacdo adequado (LIU;LUNTER, 2020).

A alteracdo da organizacao lipidica intercelular perturba a funcdo de barreira
levando a algumas doencas cronicas da pele (CHERMPRAPAI et al., 2018).

Devido a importancia de manter as propriedades de ordenacéo lipidica da
pele, as interacdes do lipidio molecular com substancias ao redor, mantém sua
barreira protetora para a otimizacao da homeostase da pele.

A banda de tesoura CH» em 1450 cm, reflete a caracteristica da ordenacéo

lateral entre as moléculas de lipidios. A mudanca desse pico para um numero de
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onda mais alto no espectro Raman significa um estado mais hexagonal de

organizacao lipidica.

3.3.3 Amida Ill - Ceramida a- hélice: (1230-1340 cm?) - principais vibracdes CH>
torcao; C-N e N-H.

A ligagdo de amida, pode ser facilmente clivada levando a formagéo da
amida Il (JAMIN et al., 2018).

A clivagem da ligagdo de amida, pode ocorrer por uma desprotonacéo no
carbono do grupo carbonila (C=0) que carrega protons moéveis. Assim, a
transferéncia de prétons, pode gerar um complexo ion-dipolo do CHy, responsavel
pela vibragdo molecular tipo tesoura em lipideos, ou tipo torcdo em ceramidas
(DAMIEN et al., 2010; MASUKAWA et al., 2008).

A banda amida Ill, também resultante da vibracdo C—N e flexdo N-H, da
origem as bandas Raman nas regides de 1230-1340 cm*(DUKOR, 2006).

O pico localizado em torno de 1300 cm é atribuido ao modo de torcdo CHo,
podendo ocorrer alteracdo do modo vibracional em sua molécula (TFAYLI et al.,
2010).

Sendo a ceramida um tipo especifico de lipidio intercelular, a variacao deste
pico pode indicar a ordem ou desordem das conformacdes lipidicas (TFAYLI et al,
2010). A mudanca para um numero de onda mais alto deste pico indica uma
tendéncia dos lipidios intercelulares se tornarem mais desordenados em seu estado
de conformacao.

Além da deteccdo da ordem conformacional nos espectros Raman, as
caracteristicas vibracionais também séo importantes para determinar o estado de
organizacao lateral (ordem ortorrébmbica, ordem hexagonal e ordenacédo de cadeia)
influenciado pelas interacdes intramoleculares (TFAYLI et al, 2010)..

Chan et al., em 2006, identificaram as vibracdes de amida, como a banda |
de amida (devido ao estiramento C=0) e a banda amida Il (devido ao estiramento
CN e flexdo NH) obtendo facil identificagcdo em proteinas e lipideos.

Assim, pode-se afirmar que a espectroscopia Raman, permite identificar
mudancas moleculares na pele humana, como a amida I, comprimentos de onda

proximos de 1600 e 1700 cm?, a amida Ill, comprimentos de onda préximos de
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1271 e 1255 cm, lipideos e proteinas, proximos de 1448 e1450 cm™ (GASIOR-
GLOGOWSKA et al., 2013). Abaixo a tabela comparativa dos principais grupos

funcioanais e suas alteragdes analisados pela espectroscopia Raman.

Tabela 2- Principais grupos funcionais, compostos formados por eles, suas regides

espectrais e alteragdes moleculares.

Resultados de

Estrutura Secundaria Regiao espectral de Vibragoes alteracoes
(grupo funcional) Composto identificagdo (cm-) moleculares ambientais, radiagao
caracteristicas e ultravioleta, idade
suas alteracgdes. cronoldgica.
Estiramento C=0 Alteragao na
Deslocamento proliferacédo e
Amida | Queratina a - hélice 1800 - 1700 anarmonico quantidade de
Dobramento de queratinécitos.
proteinas.
Alteragdes nos
CH, - Torgao constituintes a-hélice
Amida lll Ceramida a - hélice 1230-1349 NH — Flexao e diminuicdo da
CN-Vibragéo hidratagdo da pele.
Grau de organizagao
lipidica, ndo
Acido graxo Lipidios 1380-1450 CH; - Tesoura prevenindo a perda
de agua trans-
epidermal.

Lakshimi et al., em 2002, usaram espectroscopia Raman, e obtiveram uma
banda de média intensidade em torno de 1300 cm "tde CH2 em modo tor¢éo (amida
[ll), ceramida a-hélice, eles observaram que curva CH2 chegou em faixas de
intensidade moderada, e apareceram varias regiées de 1375-1100 cm™, com

alteracao na conformacéo da ceramida.

3.4 Fator Natural de Hidratacdo — NMF

O fator Natural de Hidratacdo ou Natural Moisturizing Factor NMF, é uma
mistura de aminoacidos presentes nos corneodcitos, com propriedades
higroscopicas como a treonina, citrulina, ornitina, fenilalanina e acido carboxilico,
além de conter lactato, ureia, agucares, sodio e potassio (OLIVEIRA et al., 2012;
CASPERS et al., 2003; SILVA, 2009), essas substancias previnem a evaporacao

hidrica por meio da ligagdo molecular com a 4gua (SILVA, 2009).
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Caspers et al., em 2003, monitoraram espectros de pele in vivo através da
profundidade do estrato cérneo. Comparando os espectros com dados do modelo
experimental, os autores determinaram as concentragbes semiquantitativas dos
constituintes do NMF na pele, estes aumentaram no estrato cérneo até 20 um, eram
constantes entre 20 e 50 um e, diminuiram drasticamente para perto de 70 pm
(CASPERS et al., 2003).

Teixeira em 2013, avaliou in vivo a pele humana por espectroscopia Raman
confocal, e verificou que o NMF tem como composi¢cdo aproximadamente 15
aminoacidos, e destacou o &cido urocanico, UCA, que tem a funcdo de absorver
radiacdo UV, e o acido carboxilico de pirrolidona, que tem funcdo umectante
(TEIXEIRA, 2013).

Quando o teor de agua esta associado as moléculas do NMF e as proteinas
da epiderme, a agua tem funcéo plastificante (MILAN, 2006). Esta acao plastificante
é importante para manter as propriedades mecéanicas do estrato corneo, e ocorre
pela existencia de membranas celulares e espacos intercelulares intactos, que
mantem os lipideos estruturados, e evitam a saida dos constituintes de NMF,
permitindo a presenca de agua em quantidade suficiente no interior do estrato
coneo, ocorrendo o equilibrio da agua fornecida a ele pela derme, e as perdas por
evaporacao (MILAN, 2006).

A quantidade de agua na pele ndo é distribuida uniformemente dentre as
camadas. A maior parte esta fixada a derme pelos glicosaminoglicanos, GAGs,
derme e epiderme sdo compostos por aproximadamente 70% de agua, e no estrato
cérneo segue um gradiente que vai diminuindo conforme se aproxima da superficie
(MILAN, 2006), sua agua localiza-se principalmente no interior dos cornedécitos com
auxilio do NMF, e em regides intercelulares.

Assim, a espectroscopia Raman traz melhorias como intrumento diagndstico
gue possibilita analise da distribuicdo ndo uniforme da agua e NMF. Esta
metodologia foi inicialmente implementada por Caspers et al., em 2001 e 2003.
Estes autores conseguiram utilizar a ERC como meio para aplicacfes e pesquisa
do conteudo de agua, analise de NMF e espessura do SC.

A presente pesquisa traz como relevancia, a analise de NMF, lipideos e
proteinas do SC e EP separadamente, e em diferentes grupos etarios, sendo esta
observacgéo possivel doravante a utilizacdo das andlises estatisticas multivariadas

gue permitiram seu discriminagao.
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O presente trabalho utilizou a regido espectral de finger print, citado
anteriormente, onde foi possivel obter valores médios para cada camada e para
cada faixa etaria identificando os principais picos de lipideos, proteinas e
componentes de NMF, mostrando justificativas, embasadas na literatura, de sua
alteracdo devido a idade ou camada.

A partir da obtencdo dos espectros, as caracteristicas de largura espectral e
area sob a curva destes foram analisadas, mostrando suas alteracfes referentes
as consequentes mudancas nas vibracdes das ligacdes moleculares das estruturas
celulares da pele, discerniveis pelos espectros Raman. Também, a partir das
analises espectrais Raman, foi possivel mostrar qual foi a biomolécula mais
marcante na diferenciacéo para o grupo | e para o grupo Il no SC e na EP.

O NMF juntamente com a queratina exercem principal funcdo de barreira da
pele e como fator hidratante. No presente trabalho foram estudados os
constituintes do NMF, acido carboxilico, citrulina e ornitina, obtendo também suas
analises espectrais de largura de banda e area sob a curva, com a comparacao

entre grupos etarios e camadas.

4 METODOLOGIA

Este trabalho utilizou como banco de dados, quatro (4) estudos anteriores
realizados pelo laboratdério da empresa Dermo Probes.

Estes estudos foram aprovados pelos seguintes comités de ética: CEP(1):
36818920.3.0000.5494; CEP(2): 39614820.0.0000.5494; CEP(3):
26075119.9.0000.5494; CEP(4): 39410020.8.0000.5599.

Este estudo também foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas com
seres humanos da Universidade Brasil - CEP 90452318.2.0000.5494.

4.1 Participantes do Estudo

Setenta e um (71) participantes caucasianos saudaveis integraram este
estudo, foram divididos em dois grupos etarios, sendo estes vinte e trés (23)
voluntarios com idades entre 24 e 30 anos, com as seguintes seis idades: 24, 25,

26, 28, 29, 30 (Grupo ), quarenta e oito (48) voluntarios com idades entre 52 e 59
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anos, com as seguintes seis idades: 52, 53, 54, 55, 58, 59 (Grupo lIl), participaram
deste estudo. O critério usado para escolher as idades foi dois grupos de idades
discrepantes, com diferenca significativa entre eles, independentemente dos limites
de idade. Foram usadas as médias de cada grupo de idade, ndo sendo avaliado
cada voluntario individualmente.

Os participantes foram recrutados de acordo com um formulario preenchido
por eles, este formulério incluiu critérios de inclusédo e excluséo pré-estabelecidos,
como idades e fototipos | ou I, usando a classificacdo da escala de Fitzpatrick
(FITZPATRICK, 1988). O género dos participantes ndo foi um critério avaliado no
estudo, no entanto, 65 mulheres e 6 homens participaram, com uma propor¢cao de
92% de mulheres para 8% de homens.

ApoOs selecdo dos participantes, e estes serem familiarizados com o estudo,
eles assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, TCLE, assinado
em papel. Nao houve desisténcia de nenhum participante durante o estudo.

Os critérios de inclusédo foram: auséncia de dermatoses, faixa etaria para o
estudo, fototipos | ou Il, sem historia de doencas prévias de pele, autonomia para
comparecer ao local de coleta e concordar em assinar o TCLE. Os participantes
foram avisados a ndo usar cosméticos ou medicamentos por 7 dias antes da
analise.

Os critérios de exclusdo foram: Tabagismo, diabetes, doenca do sistema

circulatorio, e paciente sob qualquer tipo de tratamento antienvelhecimento.

4.2 Local e Método da Coleta

Os estudos foram realizados no laboratério da Dermo Probes - Pesquisa
Inovacgéo e Desenvolvimento.

O antebraco volar dos participantes, area sem pélos, foi demarcado com
regido de 4 cm? e posicionado sobre a janela do espectrometro Raman. Essa
regido, o antebraco volar, foi escolhida por ser uma regido menos exposta a
radiacdo solar, ndo conter pélos, assim com menos parametros externos que
podem influenciar os resultados.

Os participantes permaneceram em condi¢cdes ambientais padréo por 30

minutos. A umidade foi mantida em 40-50%, e a temperatura ambiente em 23 *
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2°C. Foi realizada uma (1) medicdo continua, de 0 a 70 um de profundidade de
analise, durante 40 minutos, na pele intacta do antebrago. Essa andlise com o
espectrébmetro Raman, ndo exige nenhum tipo de preparacéo prévia, ocorrendo de

forma néo invasiva, e sem riscos ao participante.

Tabela 3- Profundidades das regifes analisadas usando espectroscopia Raman

confocal com laser 785 nm.

Regides analisadas e suas profundidades atingidas pelo laser 785 nm

Estrato Cérneo 0220 um

Epiderme 20260 um

Figura 4- Area demarcada analisada

Regido Estudada

4.3 Espectroscopia Raman Confocal

Dificuldades de amostragem decorrentes de condi¢des in vivo resultam de
movimentos do corpo e pele, alteracdes de batimento cardiaco, que afetam o ponto
focal do laser. Para essas interferéncias de desfocagem, o dispositivo de medicéo
foi estabilizado usando uma configuracao invertida.

As avaliacdes in vivo da pele foram realizadas usando o aparelho analisador da
composicdo da pele modelo 3510 (RiverDiagnostics, Rotterdam, Holanda) com
espectrometro confocal com microscopio invertido e com laser 785 nm polarizado
verticalmente.

A dispersdo Raman foi detectada usando um resfriamento Peltier (-70°C) com
dispositivo detector acoplado a carga e poténcia na amostra de 20 mW.

Para cada medida, os espectros foram coletados da superficie da pele, estrato
cérneo até a profundidade de 20 um, e a epiderme até a profundidade de 60 um,

usando incremento de 2 pm.
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A figura 5 mostra o equipamento Raman Confocal para coleta e o antebracgo

posicionado na janela do espectrémetro Raman.

Figura 5- (a) Equipamento Raman Confocal River Diagnostics. (b) Antebrago do
participante posicionado na janela do espectrdmetro Raman.

(@) (b)

Fonte: (Autora).

O intervalo espectral avaliado foi de 400 a 1800 cm™, com tempo de 5
segundos de aquisi¢cdo, o nivel de poténcia foi mantido em 20 + 2 mW, valor
considerado seguro sem nenhum efeito colateral associado. O sinal Raman foi
detectado por meio de um detector CCD, Charge Coupled Device, dispositivo de

carga acoplada.

4.4 Analise e pré-processamento de dados

Durante as medicbes usando espectroscopia Raman, ocorre alto nivel de
fluorescéncia do tecido biolégico, sobrepondo as bandas Raman. Para isso fazem-
Se necessarios pré- processamentos e ajustes iniciais dos dados espectrais
(WARTEWIG; NEUBERT, 2005).

O pré-processamento dos dados espectrais, € um procedimento realizado
pelo grupo desta pesquisa, o qual estabeleceu esta metodologia como modelo.

Conforme metodologia padrao utilizada por este grupo, e publicada no artigo
de Tippavhajhala et al. em 2017, o pré-processamento dos dados foi realizado no
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software LabsSpec 5®. Para reduzir os efeitos do ruido, a suavizacao foi realizada
usando um filtro Savitzky Golay. A correcéo da linha de base foi feita para remover
a fluorescéncia usando uma funcéo polinomial. Posteriormente, os espectros foram

normalizados vetorialmente pelo mesmo programa.

4.5 Anédlise de Constituintes do NMF

Os perfis espectrais dos derivados e componentes do estrato cérneo, foram
obtidos baseando-se na metodologia de Caspers et al., em 2001, as varreduras
Raman in vivo do estrato corneo, foram analisadas em um intervalo espectral de
400-1800 cm, até 20 um abaixo da superficie, com posterior normalizacdo da
intensidade espectral, considerando como tempo de coleta de 30 segundos por
espectro, utilizando o espectrdmetro Raman confocal com microscopio invertido,
usando incremento de 2 pm.

Para testar as diferencas dos valores médios de NMF de dois grupos, foi
aplicado o teste t de Student pareado, onde p < 0,05 foi considerado significativo.

Apés esta metodologia, os perfis de profundidade dos derivados e
componentes principais, foram adquiridos e calculados usando o software

SkinTools 2.0 (River Diagnostics, Rotterdam, Holanda).

4.6 Andlise Estatistica

A arvore hierarquica de grupamentos binarios pela analise de cluster, HCA,
€ um método exploratério, que permite o agrupamento dos dados espectrais
médios segundo seu grau de semelhanca, a cada conjunto de dados resultante,
da-se o nome de agrupamento ou cluster (CHRIT et al., 2005; TFAYLI et al., 2009).
Este estudo associado a ERC, permite separar as contribuicbes dos sinais das
diferentes camadas da pele e de seus conteudos bioquimicos especificos.

O estudo por andlise de componentes principais, PCA, é um método
exploratério, que permite analisar a discriminacdo quantitativa entre 0s grupos,
reduzindo dimensionalmente as variaveis dos dados, através de uma anélise de

covariancia entre os diferentes fatores, gerando um novo conjunto de variaveis
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chamado de componentes principais (FURUSE, 2006), o que facilita a interpretacéao
no estudo da diferenciacdo das camadas, assim ele agrupa os dados mais
parecidos, e mostra qual foi a fator dominate de agrupamento.

Neste trabalho, para diferenciar os espectros caracteristicos do estrato corneo
e da epiderme, a HCA foi realizada usando o software Minitab® para fazer a andlise
exploratéria, e fazer a separagcdo da amostra em diferentes clusters no
dendrograma. A distancia de Pearson foi usada para os dendrogramas.

A PCA foi realizada para fazer a andlise exploratéria dos dados, e depois
reduzir os componentes de baixa variabilidade dos perfis espectrais Raman, e
agrupar os dados em grupos menores com base na variabilidade da amostra. A
analise estatistica multivariada foi entéo realizada gerando gréaficos de disperséo
usando Minitab®, e gréaficos de carga usando OriginPro® (OriginLab Corp.,
Northampton, MA, EUA) para classificar os principais constituintes funcionais.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diferencas espectrais entre estrato corneo e epiderme e sua analise por HCA.

Esta primeira andlise, foi realizada considerando apenas as duas camadas

estudadas, independentemente da idade do participante.

Foram obtidas amostras espectrais das duas camadas.
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Figura 6- Amostra espectral das duas camadas estudadas seus picos estudados e

suas diferengas.
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A analise Raman, gera espectros e também dados numéricos, que podem ser
agrupados por caracteristicas comuns. Sua diferenciacdo pode ser vista pela
separacdo em dois grupos distintos no dendrograma, devido a presenca de
moléculas caracteristicas de cada camada, portanto, amostras semelhantes se
agruparam. Nesta andlise de dendrograma foram utilizados os mesmos dados do

espectro para diferenciacdo entre SC e EP desconsiderando as idades.



43

Figura 7- Dendrograma da separacao em dois grupos: epiderme (EP) (azul) e o

estrato corneo (SC) (vermelho).
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A Figura 7 mostra o dendrograma resultante, onde pode ser observada a
separacao em dois grupos, referentes ao estrato cérneo, SC, (vermelho a direita) e
epiderme, EP, (azul a esquerda).

Na figura 7, pode-se observar que houve pequena distancia entre as amostras
de mesma cor, 0 que nos leva a inferir que elas sdo semelhantes. No entanto, ao
observar a distancia entre os grupos SC e EP, houve maior distancia, o que reflete
a diferenca entre eles. Isso ocorre devido ao tipo biofisico presente em cada
camada.

O SC é a camada mais superficial da epiderme. Suas células ndo possuem
mais nucleo ou organelas, os cornedcitos (HARRIS, 2003). A membrana celular é
espessa, e sua superficie externa é recoberta por glicolipideos, o interior das
células é preenchido com queratina (HARRIS, 2003).

Na EP, existem outros tipos de células, os queratinécitos, com nucleo central
e citoplasma repleto de corpos lamelares, e granulos de queratohialina, onde
contém filagrina, para formacéo do NMF.

Os granulos de queratohialina sdo responsaveis por agregar a queratina, e

outras proteinas simples e reticuladas, nas camadas mais superficiais de pele. Os
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corpos lamelares, presentes entre 0s queratinécitos, contém glicolipideos, que sédo
secretados na superficie das células, formando a matriz lamelar lipidica, e mantedo-
as unidas (HARRIS, 2003), sendo importante para homeostasia e manutencéo da
permeabilidade cutanea (SOUSA, 2017).

As figuras 6 e 7 mostram essas distin¢cdes primarias pelas diferencas entre as
intensidades espectrais e 0s agrupamentos por caracteristicas semelhantes. Esses
resultados podem também ser atribuidos as diferencas nos arranjos e funcdes
celulares, enquanto que o SC e a EP tem células semelhantes, como a queratina e
os glicolipideos, mas que, dependendo da camada em que estdo, apresentam

diferenca em sua conformacéo e arranjo.

5.2 Anélise dos dados espectrais Raman

A analise espectral Raman pode compreender diversas frequencias,
abrangendo o total de 200 — 4000 cm™.

No presente trabalho, a regido analisada foi a regido de finger print, conhecida
como regido da impressao digital, que compreende 400-1800 cm, nesta regido
estao as principais biomoléculas funcionais da pele que podem ser caracterizadas
e analisadas para ambas as camadas.

Os espectros médios do estrato corneo e da epiderme, considerando as faixas

etarias dos grupos | e Il, sdo apresentados nas Figuras 8 e 9, respectivamente.
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Figura 8- Espectros Raman médios do SC. A linha azul corresponde ao grupo |

(mais jovem) e a linha vermelha representa o grupo Il (mais velho).
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Figura 9- Espectros Raman médios da EP. A linha azul corresponde ao grupo |

(mais jovem) e a linha vermelha representa o grupo Il (mais velho).
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As figuras 8 e 9 mostram que o0s espectros Raman apresentados
compreendem valores médios obtidos para cada camada e faixa etaria analisada.

Primeiro foram obtidos os espectros de cada camada, epiderme e estrato
corneo, separadamente, apés foram identificados os principais picos referentes as
biomoléculas caracteristicas de cada camada.

As principais diferencas no estrato corneo podem ser observadas no pico de
intensidade das bandas em 1340 (amida Ill), 1438-1450 (lipidios), e 1650 cm*
(amida 1), correspondendo a (a,b,c), respectivamente. Nos espectros da epiderme,
as diferencas ocorrem em 1340 (amida 1l1), 1450 (lipidios) e 1650 cm?, (amida I)
correspondendo a (d,e,f), respectivamente.

Na figura 8, o pico 1343 cm? e o pico 1650 cm? do SC se apresenta
intensificado para o grupo | e diminuido no grupo II.

Na figura 10, o pico 1343 cm™ e o pico 1650 cm™* do SC se apresenta
intensificado para o grupo | e diminuido no grupo II.
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Nas figuras 8 e 9, em ambos espectros, os picos em 1340 cm!, mostrado em
(a) e (d), estdo associados a ceramida hidratada em sua conformagao a-hélice
(CORDECH et al., 2003; PEZZOTI et al., 2015; OHNARI et al., 2023). O pico em
(a) apresentou maior intensidade do que (d), pois estes séo referentes a presenca
de ceramidas, e estas sao os principais lipidios do SC, assim o sinal foi maior para
esta camada (FOSTER et al., 2011).

As ceramidas de peles mais jovens apresentaram o sinal aumentado para o
grupo mais jovem, devido a menor degradacdo dos desmossomos com maior
adesdao dos cornedcitos com as ceramidas, ocorrendo a diminui¢céo do sinal Raman
nas ceramidas livres para o grupo mais velho.

Em 1650 cm, destacados em (c) e (f), estdo ligados a queratina em sua
conformacao a-hélice. A intensidade aumentada para o grupo |, pode indicar uma
funcdo de barreira da pele mais saudavel. Uma das principais razdes para isso, €
gue fatores ambientais, podem afetar os constituintes da conformagao a-hélice,
relacionados a hidratacdo da pele, principalmente em regibes mais expostas a
radiacdo UV (CORDECH et al., 2003; PEZZOTI et al., 2015).

Assim, como o grupo Il foi mais exposto a radiacédo UV ao longo da vida, €
plausivel que sua funcao de barreira cutanea seja mais afetada, do que as do grupo
l.

Conforme também observou Rygula et al., em 2013, e Carcamo et al., em
2012, os dados mostram diferenca de intensidade significativa entre as bandas de
amida | (1650 cm™) e 11l (1340 cm™t), sendo esta Ultima menos intensa que a amida
l.

Nas figuras 8 e 9, a banda em 1438-1450 cm?, fornece informacdes sobre a
guantidade de lipidios totais no estrato corneo e epiderme (TFAYLI et al., 2012;
CHOE et al., 2019), conforme verificado na distincédo entre as linhas azul e vermelha
em (b) e (e).

Na pele jovem, os lipideos presentes na composicdo do SC, formam
estruturas lamelares intercelulares, ICL, capazes de reter agua, mantendo a
superficie da pele com aparéncia saudavel e macia (LEONARDI, 2005). Porém sua
organizacdo lamelar se altera conforme faixa etaria. Os resultados
correspondentes, sdo evidentes neste estudo, conforme mostrado na figura 9, no

ponto (b), que resultou em um sinal Raman elevado no SC para o grupo mais velho.
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Apesar do estrato corneo ter menos conteudo lipidico total do que a epiderme,
a composicdo de 4cidos graxos e colesterol permanece consistente com o
envelhecimento (CORDECH et al., 2003), o que também é evidente nos presentes
resultados, com a menor mudanca observada para este pico em 1450 cm?, em
comparacao aos demais picos, o que foi observado com a diferenga entre as linhas
azul e vermelha, visto em (b) na figura 8, em (e) na figura 9.

Outro estudo mostrou que, os raios UV, afetam negativamente os lipideos
intercelulares, e a adeséo dos cornedcitos, levando a diminui¢cdo da integridade da
pele, diminuindo a fungéo de barreira do SC (BINIEK et al., 2012), sendo a
exposicdo a radiacdo UV, um contribuidor significativo para o envelhecimento,
exarcebando seus efeitos intrinsecos.

Nas figuras 8 em (c) e 9 em (f), o pico em 1655 cm™ é caracterizado pela
amida I, € a banda mais forte na regido da impresséao digital do estrato corneo
(CHOE et al., 2019). Ela se origina principalmente da queratina, com uma
contribuicdo muito pequena dos lipidios e agua (CZAMARA et al., 2015). Sua
intensidade esta relacionada a conformagao a-hélice da queratina. Essa estrutura
atua como um suporte protéico para a fixacdo de proteinas e lipidios do envelope
cornificado que, juntos, formam o estrato corneo (SANDILANDS et al., 2009).

A adesédo entre os queratindcitos e cornedcitos na superficie ocorre pela
presenca de estruturas de ancoragem, os desmossomos. O modelo tedrico, “tijolo
e cimento”, normalmente é usado para ilustrar essa estrutura. Os tijolos
representam o0s queratindcitos, envelopados e queratinizados. O cimento
corresponde a membrana lipidica intercelular que mantém os queratindcitos unidos
(MARKS & MILLER, 2017).

Biniek et al., em 2015, descobriram que o aumento da reticulacdo, ou ligacéo
cruzada, dos filamentos de queratina dentro dos corneécitos com a idade, é um
possivel contribuinte para o aumento da rigidez da pele. O SC é regularmente
exposto a agressdes oxidativas, e ha um aumento de gradiente na oxidacdo da
gueratina, com significativamente mais grupos carbonila presentes no estrato
cérneo do que na epiderme. Isso predispde a queratina a reticulacdo, o que diminui
o sinal Raman no grupo mais velho, conforme mostrado nas figuras 8 em (c), 9 em
(f). Acredita-se que isso seja responsavel pela perda de elasticidade da pele com a
idade (BAILEY et al., 2001; JEANMAIRE et al., 2001).



49

A inducao dessas altera¢fes, também ocorrem em dependéncia do tempo de
exposicdo ao UV, afetando degradacdo de filagrina e a textura superficial dos
cornedcitos composta de filamentos de queratina (BINIEK et al. 2012). Regibes
mais expostas a radiacdo UV, e a poluicdo ambiental sdo influentes sobre os
constituintes em conformacéo a-hélice, ceramida hidratada e queratina (CORDECH
et al., 2003; CHEN et al., 2010).

Essas diferencas espectrais sdo descritas na tabela abaixo.

Tabela 4 - VariacBes significativas no estrato cérneo e na epiderme e seus picos

correspondentes.
Estrato Pico (cm) Identificagao Epiderme Pico (cm™) Identificagao
Coérneo Vibracional Vibracional
Amida lll
(a) 1340 Amidal lll (d) 1340 Ceramida
Ceramida hidratada hidratada a-
a-hélice hélice
(b) 1450 Lipidios (e) 1450 Lipidios
Amidall
(c) 1650 Amida | ) 1650 Queratinaa -
Queratina a - hélice hélice

Figura 10- Picos em 1343 cm, 1450 cm™* e 1650 cm™ dos espectros Raman do
SC para médias das 4 idades extremas, 24,30,52,59 divididas em grupo | (24 e 30)
e o grupo |l (52 e 59), figuras (10.A), (10.B) e (10.C) respectivamente.
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Os espectros (10.A) e (10.C) em 1343 e 1650 cm, ceramida e queratina em

a-hélice, demonstram maior intensidade para idades 24 e 30, e intensidade
diminuida para idades 52 e 59 no SC. O oposto foi observado para o espectro

(10.B), em 1450 cm‘?, lipidios, em que o sinal se apresentou intensificado para as

idades 52 e 59.

Tabela 5- Identificacdo dos modos vibracionais e sua correlagdo com os sinais

Raman no SC e EP.

Estrato Corneo e Epiderme
Pico (Cm'1) |dentiﬁcaQéO Idades 24-30 ldades 52-59
Vibracional (Grupol) (Grupo 1)
Sinal Raman
Amida lll o
1349 Ceramida hidratada a- Aumentado Diminuido
hélice
1438/1450 Lipidios Diminuido Aumentado
Amidal
1650 Queratina hidratada a- o
hélice Aumentado Diminuido
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A banda em 1438-1450 cm™, fornece informacdes sobre a quantidade total de
lipidios no estrato cérneo e epiderme (TFAYLI et al., 2012; CHOE et al., 2019),
conforme verificado na distingdo entre as faixas etarias em (10.B). Embora esses
resultados estejam de acordo com o envelhecimento, pesquisas conduzidas por
outros autores também mostraram a diminui¢&o do conteudo lipidico em peles mais
velhas, com arranjos alterados de organizacao lipidica (BOIREAU-ADAMEZYK et
al., 2014a), bem como a regulacdo de agua, outro importante fator ligado a funcdo
de barreira da pele (OHNARI et al., 2023; BOIREAU-ADAMEZYK et al., 2014a;
LADEMANN et al., 2012).

A alteracdo da permeabilidade, € mais significativa nas fases lipidicas
desordenadas, em comparacao com as fases ordenadas (CORDECH et al., 2003;
BOUWSTRA et al., 2006), o que foi demonstrado pelo sinal Raman na figura (10.B)
com sua diminuicdo devido a desordenacdao lipidica, e a epiderme envelhecida é
anormalmente permeavel a uma variedade de drogas em sistemas in vitro
(CORDECH et al., 2003).

5.3 Calculo de area sob a curva e largura total a meia altura dos picos do estrato

corneo para os grupo | (24-30) e Il (52-59).

O valor da largura a meia altura, que é referida como FWHM, full width at half
maximum, € um parametro da curva, onde a largura da curva € dada pela diferenca
entre dois valores extremos na qual a funcédo atinge a metade de seu valor. Ela
pode ser utilizada para medida da largura espectral.

O diametro minimo do feixe de laser na superficie da amostra é dado como a
largura a meia altura, FWHM.

O método baseado na funcédo gaussiana € uma ferramenta que permite obter

informacdes sobre FWHM dos picos, a posicdo e sua intensidade.



Figura 11- Espectros do SC com area sob a curva e largura meia altura do pico
1340 cm para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais

que séo usados no calculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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A posicdo e largura do pico sdo dependentes das propriedades

cristalograficas da ceramida no SC (CHOE et al., 2015).

Figura 12- Espectros do SC com area sob a curva e largura meia altura do pico
1450 cm™ para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais

gue sao usados no calculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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Qualquer alteracao fisico-quimica dos lipidios no SC causada por qualquer
fator externo ou interno se refletira na forma e intensidade do pico de lipideo (CHOE
et al., 2015). A posicdo e largura do pico sdo dependentes das propriedades
cristalogréficas dos lipidios do SC (CHOE et al., 2015).

O presente estudo apresentou FWHM de 40 cm™ para os lipideos do estrato

cérneo. Liu e Lunter em 2020, obtiveram o mesmo resultado para o FWHM do pico
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de lipideos do estrato cérneo, eles observaram que este em 40 cm!, apresentou
boa sensibilidade de caracterizacdo (LIU;LUNTER, 2020). Assim as presentes
analises realizadas neste trabalho, complementam esses resultados obtidos, de
forma a discriminar o comportamento lipidico entre as camadas e entre 0s grupos

etarios.

Figura 13- Espectros do SC com valores de area sob a curva e largura meia altura
do pico 1650 cm™ para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos

espectrais que sao usados no calculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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A posicdo e largura do pico sado dependentes das propriedades
cristalograficas da queratina do SC (CHOE et al., 2015).
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5.4 Célculo de area sob a curva e largura meia altura dos picos da epiderme para

os grupo | (24-30) e Il (52-59).

Figura 14- Espectros da EP com area sob a curva e largura meia altura do pico
1340 cm para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais

que séo usados no calculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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Figura 15- Espectros da EP com area sob a curva e largura meia altura do pico
1450 cm para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que

séo usados no célculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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Figura 16- Espectros da EP com area sob a curva e largura meia altura do pico

1650 cm™ para grupo | e Il. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que

sdo usados no calculo de area sob a curva e largura a meia altura.
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Abaixo a tabela com os valores de &rea sob a curva e largura meia altura para

todos os picos das duas camadas e para as duas faixas etarias.

Tabela 6- Valores de area sob a curva e FWHM para estrato corneo e epiderme de
ambos grupos.

Estrato Cérneo

Grupos Grupo | (24-30) Grupo Il (52-59)
Pico (cm™) 1340 1450 1650 1340 1450 1650
Area 1,30 3,66 8,27 1,22 34 7,93
FWHM 23,21 42 40,71 24,81 41,06 45,57

Epiderme

Area 2,43 4,77 8,98 2,28 4,38 8,37
FWHM 26,77 39,54 53,47 22,79 40,26 55,53

Nas figuras 11 a 16, pode-se observar que a area sob a curva, foi maior para
o grupo | e menor para o grupo |l de ambas camadas para os constituintes a-hélice
ceramida (1340 cm?) e queratina (1650 cm™) e para os lipideos (1450 cm™) do
estrato corneo.

Resultado oposto foi observado apenas para o pico de lipideos (1450 cm?),
da epiderme, onde o grupo | apresentou area menor que o grupo Il.

Uma das razdes para estes resultados de area, € que com a idade, os
constituintes da conformacao a-hélice sdo afetados, relacionados a hidratacdo da
pele diminuindo o sinal Raman e a consequente area para o grupo mais velho
(CORDECH et al., 2003; PEZZOT]I et al., 2015).

Tabela 7- Comparacédo da area sob a curva dos picos analisados entre grupos | e

Il em ambas as camadas.
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Valor de area sob a curva
Pico (cm) Identificagao Idade 24 a30 | |dade52a59 | Idades24a30 | Idade 52 a 59
Vibracional (Grupo 1) (Grupo I1) (Grupo 1) (Grupo I1)
Estrato Cérneo | Estrato Cérneo Epiderme Epiderme
(Amida IlI)
Ceramida . .
1340 hidratada a- Maior Menor Maior Menor
hélice
1438/1450 Lipidios Maior Menor Menor Maior
(Amidal)
1650 Queratina Maior Menor Maior Menor
hidratada a-
hélice

10

~ 0

o

Area sob a curva
- wu

-
~ w

-

0

Esses

Comparacao de area sob a curva entre SC e EP e entre os grupos | e Il

Queratina |

Queratinal

Lipidios |
Ceramida |

Lipidios |

Ceramida I

Lipidios Il

Ceramida Il

Queratinall

Lipidios Il
Ceramida Il

M (SC) Ceramida Grupo | Ceramida Grupo Il
M (SC) Lipidios Grupo | Lipidios Grupo Il

M (SC) Queratina Grupo | Queratina Grupo Il
B (EP) Ceramida Grupo | Ceramida Grupo Il
m (EP) Lipidios Grupo | Lipidios Grupo Il

M (EP) Queratina Grupo | Queratina Grupo Il

resultados se mostram em concordancia com o0s

Queratinall

resultados

anteriormente apresentados, pois o valor da area sob a curva, reflete o sinal de

maior ou menor intensidade, considerando o0 mesmo eixo dx usado para cada pico.

Em relagéo ao pico de lipideos (1450 cm?), ocorreu pouca variagcdo no estrato

corneo e epiderme, o que pode ter ocorrido devido a sintese e liberagéo de lipideos

na EP, e sua deposi¢do no SC, ocorre de forma continua (TFAYLI et al., 2012;
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CHOE et al., 2019; LEONARDI, 2005), também a composi¢édo de acidos graxos e
colesterol exibe uma consisténcia com menor variagdo, o que influenciou na
intensidade para o pico de lipidios, e como consequencia sua area (CORDECH et
al, 2003).

Para o pico de queratina, (1650 cm?) ha um aumento do gradiente de
oxidacao da queratina com o tempo, isso predispde a queratina a reticulagéo, o que
diminui o sinal Raman no grupo mais velho, grupo Il, para ambas as camadas, e
como consequencia a sua area. Além disso, a queratina € a banda mais forte na
regido da impressao digital do estrato corneo e epiderme, 0 que aumentou seu valor

de area em relacéo aos demais (CHOE et al., 2019).

Tabela 8- Comparacdo dos valores de FWHM entre grupos | e Il dos picos

analisados em ambas as camadas.

Valor de area sob a curva
Pico (cm-1) Identificagéo Idade 24 a 30 Idade 52 a 59 | Idades 24 a 30 | |dade 52 a 59
Vibracional (Grupol) (Grupo ) (Grupo ) (Grupo I1)
Estrato Cérneo | Estrato Cérneo Epiderme Epiderme
(Amida lll)
Ceramida ) )
1340 hidratada a- Menor Maior Maior Menor
hélice
1438/1450 Lipidios Maior Menor Menor Maior
(Amidal)
1650 Queratina Menor Maior Menor Maior
hidratada a-
hélice
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Comparacao de FWHM entre SC e EP e entre grupos le |

60

Queratinall

Queratinnal

50 Queratinall
- Queratinal -
Lipidios | Lipidios| Lipidios Il Lipidios I
40
I Ceramida |
g 30 .
e Ceramida | Ceramida ll Ceramida |
20
10
0

M (SC) Ceramida Grupo | Ceramida Grupo Il
m (SC) Lipidios Grupo | Lipidios Grupo Il

M (SC) Queratina Grupo | Queratina Grupo |l
M (EP) Ceramida Grupo | Ceramida Grupo Il
W (EP) Lipidios Grupo | Lipidios Grupo Il

MW (EP) Queratina Grupo | Queratina Grupo |l

Nos resultados de FWHM do SC, em 1650 queratina a-hélice, foi maior no
grupo Il e menor no grupo I. Esses resultados sdo opostos aos resultados anteriores
de intensidade e area sob a curva do SC.

Nos resultados de FWHM da EP, o valor em 1450 cm, lipidios, e 1650 cm™,
queratina foram menores para o grupo | e maiores para o grupo Il, em oposi¢ao aos
resultados anteriores de intensidade e area sob a curva. Para o pico de 1340 cm™
o resultado ocorreu oposto, sendo maior para o grupo | em concordancia aos
resultados anteriores de intensidade e area.

Conforme visto nas figuras 11 a 16 e nas tabelas 6 e 8, houve tendencia de
aumento dos valores de FWHM para o grupo Il, com excessdo da ceramida na
epiderme e lipideos no estrato cérneo.

Quando a luz incide sobre o material a ser analisado, uma fracdo desta é
refletida e a outra é transmitida. Parte desta radiacdo pode ser absorvida,
espalhada e o restante passa através da amostra. Parte das ondas absorvidas
podem ser dissipadas e re-emitidas com frequencias diferentes, levando a
diferentes larguras no espectro, dependendo da cadeia estrutural do meio que esta
sendo analisado (CARRASCO, 2005).

Segundo observou Hofelmann em 2013, considerando as propriedades fisicas

do Raman, o valor de largura a meia altura, FWHM, de suas bandas, € sensivel a



66

desordem estrutural e arranjos moleculares e das cadeias, do meio que esta sendo
irradiado, provocando alteracdo em seu espalhamento.

Segundo Machado em 2007, em sua propriedade fisica, o valor de FWHM,
esta diretamente relacionado pela perturbacdo, ou interferéncia nas frequencias
das ondas Raman, ao entrarem em contato com o0 meio analisado. As imperfei¢cdes
do meio analisado, levam ao alargamento da banda, provocado pela alteracao de
seu espalhamento.

Ocaris em 2019, ao utilizar espectroscopia Raman na analise de compostos
de silicio em biomassa, observou que o estreitamento da largura das bandas
sugere o arranjo estrutural ou ordenamento nas estruturas analisadas.

O modelo tedrico tijolo-cimento, ilustra a estrutura da epiderme, ja explicado
anteriormente. Essa estrutura ao ser danificada, por fatores ambientais, a radiacéo
UV, ou etéarios, gera defeitos e desordem em sua estrutura. Isso pode ter provocado

maiores valores de FWHM para o grupo II.

5.5 Comparacéo entre as curvas gaussianas e seus coeficientes de correlacao dos

espectros do estrato cérneo e epiderme para os grupos | (24-30) e grupo Il (52-59).

Figura 16- Curva gaussiana do estrato cérneo de cada pico (a) em 1340 cm™; (b)
1450 cm?; (c) 1650 cm™* do grupo | (16.A), gaussiana resultante do grupo | (16.B),

e curva de ajuste do coeficiente de correlacdo de Pearson do grupo | (16.C).
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Figura 17- Curva gaussiana do estrato cérneo de cada pico (a) em 1340 cm; (b)
1450 cm?; (c) 1650 cm™* do grupo Il (17.A), e gaussiana resultante do grupo |

(17.B), e curva de ajuste do coeficiente de correlacdo de Pearson do grupo I (17.C).

Estrato Cérneo

0,151 M Vedia 52-59 (grupo 1)
Pico (a) (c)
Pico (b)
Pico (c)
= Soma dos picos (a);(b);(c)
S 0,104 (b)
S
()
3
S (a) (17.A)
‘»
c
2 005
£

i T T T T
1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™)



69

Gaussiana Resultante

Estrato Cdrneo
(c)
Pico (a)
Pico (b)
Pico (c)
/:?: 0,109 | — Resultante (b)
@©
N—r
(]
2 (17.B)
©
D (@
c
o 0,054
har
£
T T T T T T 1
1200 1400 1600 1800
Deslocamento Raman (cm™?)
0,12
) - 0,112
011 m  Ponto de convergencia 7
| Ajuste Linear 1653
0,10
— |
S 0,094
© ]
~ 0,079
% 0,08 Equagdo Y =a+b*
© ] r Pearson 0,98994
S 0,07 (17.C)
U) <4
c
D 0,06
c ]
0,05
L 0

— T T - T T T T T T T T T T T T
1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700

-1
Deslocamento Raman (cm )

Figura 18- Curva gaussiana da epiderme de cada pico (d) em 1340 cm?; (e) 1450
cmt; (f) 1650 cm™ do grupo | (18.A), e curva gaussiana resultante do grupo | (18.B),

e curva de ajuste do coeficiente de correlagéo de Pearson do grupo | (18.C).
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Figura 19- Curva gaussiana da epiderme de cada pico (d) em 1340 cm?; (e) 1450

cm?; (f) 1650 cmt

do grupo 1l (19.A), e curva gaussiana resultante do grupo I

(19.B), e curva de ajuste do coeficiente de correlacao de Pearson do grupo 1l (19.C).
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O coeficiente de correlagao de Pearson (r), mede o grau de relacionamento

linear entre as duas variaveis estudadas, deslocamento Raman, medido pela
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frequéncia em cm?, que se altera conforme alteragcdo das bandas energéticas das
diferentes ligacdes moleculares, e a intensidade do sinal Raman medido em
unidades arbitrarias (a.u.). Nos presentes resultados as correlagdes obtidas foram
diretas com r > 0, 0 que indicou que conforme o aumento da frequencia Raman
ocorreu também o aumento da intensidade do sinal. Os valores obtidos de r para o
SC de 0,99 e 0,98 para grupos | e I, e para a EP r de 0,92 e 0,82, foram préximos
de 1, indicando forte correlacéo direta entre as duas variaveis.

Esses resultados concordam com os obtidos anteriormente, ao observar o
espectro da figura 6, o pico da queratina para a EP foi menor do que no SC,
diminuindo a tendencia direta de aumento da frequencia com o aumento da
intensidade, isso fez seu coeficiente de correlacdo menor do que o do SC.

Sabendo que as curvas de todos 0s espectros sdo gaussianas conforme
verificado nas figuras anteriores 16 a 19, portanto foi realizada a comparacao entre
as areas de regido de pico para cada grupo de idade, para estrato corneo e
epiderme, com posterior analise do teste t de Student pareado, com p < 0,05

considerado significativo.

5.6 Comparacdo de area sob a curva dos picos do estrato corneo grupo |
(espectros azuis), para cada faixa de idade, 24,25,26,28,29 e 30 anos, e grupo ll,
(espectros vermelhos), para cada faixa de idade, 52,53,54,55,58 e 59 anos. As
areas cinzas destacam os intervalos espectrais que sédo usados no calculo de area

sob a curva.
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5.7 Comparacéo de area sob a curva dos picos da epiderme do grupo | (espectros
em azul), 24,25,26,28,29 e 30 anos, e grupo Il (espectros vermelhos) ,
52,53,54,55,58 e 59 anos . As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que

sao usados no calculo de area sob a curva.
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Tabela 9- Comparacao dos valores de area sob a curva entre os grupos | e Il para

cada faixa de idade, para estrato cérneo (SC) e epiderme (EP), conforme dados

dos itens 5.6 e 5.7, figuras A até L .

1340 cm™ (SC) 1450 cm™ (SC) 1650 cm™ (SC)

Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas Idades | Areas | Idades | Areas
24 1,441 52 1,003 24 3,611 52 3,995 24 8,08 52 8,117
25 1,366 53 1,911 25 3,589 53 3,667 25 8,406 53 8,197
26 1,509 54 1,056 26 3,598 54 3,731 26 8,159 54 7,898
28 1,348 55 1,081 28 3,47 55 3,564 28 8,739 55 8,765
29 1,478 58 1,021 29 3,363 58 3,95 29 8,524 58 7,467
30 1,28 59 1,248 30 3,687 59 3,83 30 8,414 59 7,882

BT e [ e Eel o

1340 cm! (EP) 1450 cm™ (EP) 1650 cm! (EP)

Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas | Idades | Areas
24 1,97 52 2,205 24 4,564 52 4,378 24 8,896 52 8,122
25 2,412 53 2,128 25 4,138 53 4,32 25 9,246 53 8,025
26 2,336 54 2,133 26 4,094 54 4,637 26 9,073 54 8,313
28 2,113 55 1,995 28 4,365 55 4,211 28 8,98 55 8,655
29 2,196 58 2,233 29 4,229 58 4,501 29 8,924 58 8,713
30 2,281 59 2,176 30 4,295 59 4,355 30 8,913 59 8,103

A A
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Os resultados de area sob a curva mostraram que o pico em 1450 cm® para
o estrato corneo e o 1650 cm? para epiderme, apresentaram diferencas
significativas entre os grupos | e Il, com p < 0,05. Estes resultados estéo de acordo
com os resultados ja obtidos, e serdo discutidos adiante com os resultados de

gréfico de peso no item 5.9.1.

5.8 Analise exploratéria para agrupamento hierarquico (HCA) - Diferencas

estatisticas entre diferentes idades.

Figura 17- Dendrograma da epiderme (17.A) e do estrato cérneo (17.B). Separacdo

em dois grupos de seis segmentos, azul e vermelho conforme faixa etaria.
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Na figura 17, os dois bracos indicam a medicdo de dois grupos diferentes de
pele. As assinaturas espectrais foram discernidas dentro das bandas
correspondentes a ceramida (amida Ill), lipidios, e queratina (amida 1), dentro
dessas regides (1340,1450,1650 cm™). Isso facilitou a diferenciacdo entre o grupo
| (azul) e o grupo Il (vermelho).

As alteracbes bioquimicas causadas pelo envelhecimento da pele sédo
resultado de fatores enddgenos, como processos genéticos, hormonais ou
metabdlicos, bem como de fatores exdgenos, como poluicdo ou radiacdo
ultravioleta (LEE, KWON, 2023; GANCEVICIENE et al., 2012). Os fatores
endogenos estdo relacionados ao envelhecimento intrinseco ou envelhecimento
natural, onde as alteracbes da pele ocorrem de forma progressiva e sao mais
moderadas, afetando a morfologia do tecido que € protegido da radiacéao solar.

Os fatores exdgenos estéo relacionados ao envelhecimento extrinseco (LEE,
KWON, 2023; GANCEVICIENE et al., 2012), onde as altera¢cdes sao mais intensas
e atingem areas desprotegidas ou expostas a radiacéo solar com mais frequéncia
(BELZER,PARKER,2023). O acumulo dessas alteracdes atua de forma sinérgica,
afetando as estruturas celulares do tecido cutaneo e resultando em alguns efeitos
visiveis como as rugas.

As alteracdes das estruturas celulares da pele, sédo discerniveis por meio das
consequentes mudancas nas vibracdes das ligagcdes moleculares mostradas nos
espectros Raman (MAKRANTONAKI, ZOUBOULIS, 2007), o que também foi
verificado por outros autores (CHOE et al., 2017a.; O'REGAN et al., 2010.; CHOE
et al., 2017b.; CASPERS et al., 2001 LADEMANN et al., 2012.; EGAWA et al.,
2008). Essas diferencas discerniveis permitiram a separacdo os dois diferentes

grupamentos etarios para o SC e a EP vistos nas figuras 17.A e 17.B.

5.9 Analise exploratéria de componentes principais - analise de discriminante linear,
PCA-LDA, na regido de 400 a 1800 cm?, grafico de matriz de disperséo e gréafico

de peso.
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Figura 18- Gréficos de matriz de dispersao para SC e EP considerando os dois

grupos etarios.
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Na figura 18, os pontos azuis mostram as seis idades mais jovens: 24, 25, 26,
28, 29, 30 e os pontos vermelhos as seis idades mais velhas: 52, 53, 54, 55, 58 e
59.

Utilizando os critérios estatisticos para agrupar 0s componentes principais 0s
seis componentes principais foram criados a partir de cada medi¢cdo Raman, CP_1
a CP_6, conforme também observou Lépez-Alonso et al., em 2002.

Na figura 18, o grafico de matriz da EP demonstrou que tanto o CP_1 quanto

o CP_2 resultaram em uma separagdo aprimorada entre 0s grupos etarios em
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comparacao com 0S componentes restantes, conforme visto nas figuras 18.A e
18.B. Isso mostrou que o CP_1 separou os dados de forma mais significativa.

Para validar e comprovar a eficacia deste teste de diferenciacdo entre SC e
EP, foi realizada andlise de discriminante linear, LDA, com valida¢do cruzada,
resultando em uma especificidade geral de separacdo de 83% do conjunto de
dados.

Semelhante ao presente trabalho, Gonzalez et al., em 2012, relacionaram o
dano fotoinduzido, com as caracteristicas cronoldgicas da pele, de forma néo
invasiva com base na espectroscopia Raman e na andlise de componentes
principais, PCA. Eles encontraram relacdo direta entre caracteristicas cronologicas
e as propriedades da pele fotoenvelhecida, usando medicbes nédo invasivas
baseadas em Raman e analise de PCA (GONZALEZ et al., 2012).

Philipsen et al., em 2013, usaram ERC com uma analise de PCA, permitindo
a discriminacdo de lesdes cutaneas malignas e benignas, com boa especificidade

e sensibilidade diagnostica.

5.9.1 Analise exploratéria de Componentes Principais - Gréafico de peso para estrato

corneo e epiderme
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Figura 19- Gréfico de peso do CP_1, sendo este o CP mais representativo

para o estrato corneo em (19.A) e para epiderme em (19.B).
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O grafico de peso, mostrado na figura 19.A mostra que este € o CP mais
representativo para o estrato corneo.

Os presentes resultados concordam com os resultados do teste t de Student
dos itens 5.6 e 5.7, estes mostraram p < 0,05 para 1450 cm™ no SC, e 1650 cm™
na EP, mostrando diferenca significativa entre os grupos etarios nesses picos.
Assim, pode-se confirmar que o pico mais representativo para o SC é o 1450 cm™,
lipideos, e o pico mais representativo para a EP é o 1650 cm™, queratina.

Na figura 19.A, a representacdo em 1450 cm?, ocorre porque a EP tem uma
sintese muito ativa de colesterol, &cidos graxos e ceramidas (PAPPAS, 2009). Os
lipideos de origem epidérmica dos queratindcitos, preenchem os espacos entre as
células, semelhantes a cimento (FEINGOLD, 2009), e desempenham papel
essencial na funcéo de barreira da pele (PEZZOTI et al., 2015; PAPPAS, 2009),
contra o movimento de agua e eletrolitos, bem como a invasao de microorganismos
(FEINGOLD, 2009), portanto este melhor representa o SC.

Na figura 19.B, indica que a queratina € o principal fator de diferenciacao entre
os grupos | e 1l para a EP, sendo importante para regulacédo de agua (CHOE et al.,
2017a; CHOE et al., 2017b; CHOE et al., 2019), esta € a banda mais forte na regiéo
da impresséao digital do espectro Raman (CHOE et al., 2019). Sua forma é sensivel
as estruturas secundarias e terciarias da queratina, como a a-hélice da queratina
(CHOE et al., 2017b).

6 NMF — Variacao entre duas faixas etarias

O Fator Hidratante Natural (NMF) é um conjunto higroscopico de aminoacidos
presentes no estrato corneo, essencial para a hidratacdo adequada, homeostase
da barreira, descamacéo e plasticidade (O'REGAN et al., 2010), ele € composto
dos seguintes constituintes, acido pirrolidona carboxilico, acido urocanico, arginina,
ornitina, citrulina, treonina, alanina, histidina e fenilalanina que estao presentes
predominantemente no estrato corneo (OLIVEIRA, 2011).

A espectroscopia Raman é capaz de medir informacg6es in vivo sobre a
composicdo destes aminoécidos na pele, incluindo teor de agua. Também pode

determinar assinaturas espectrais Raman especificas de NMF do estrato cérneo.
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Na interface entre o estrato corneo e a epiderme, ocorre aumento da
concentracdo de 4gua, ocorrendo uma rapida diminuicdo do teor de NMF na regido
de 1398 cm!, sendo esta regido um marcador alternativo para identificar a interface
entre o estrato cérneo e a epiderme (CASPERS et al, 2001).

A maioria dos componentes de NMF se concentram em 0 até 70 um abaixo
da superficie da pele, a conversédo da maior parte da filagrina em NMF, ocorre entre
50 e 70 um abaixo da superficie da pele, e a pele envelhecida tem niveis menores
de NMF, refletindo no aumento da conversdo de filagrina em NMF
(RAWLINGS;HARDING, 2004), como mecanismo compensatorio.

Oliveira et al., em 2012, Penteado, et al., em 2008 estudaram constituintes do
NMF da pele, utilizando andlise de espectroscopia Raman com fonte laser de 785
nm, obtendo modos vibracionais préximos de 874 cm, referentes a estruturas
proteicas constituintes do NMF.

Segundo Oliveira em 2011, diversos picos de NMF podem ser identificados
no estrato cérneo. No presente trabalho foram identificados o acido carboxilico de

pirrolidona, a citrulina e a ornitina.

Figura 20- Principais regides dos picos de aminoacidos constituintes do NMF,
acido carboxilico (20.A), citrulina e ornitina (20.B), para ambos grupos etarios | (24-
30) e 1l (52-59).
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A figura 20 mostra alguns picos de aminoécidos identificados dos constituintes
do NMF, acido pirrolidona carboxilico, regido entre 850 e 887 cm, citrulina em
1340 cm?, e ornitina em 1414 cm?, esses picos estdo representados na figura 20
acima, em (20.A) 850-887 cm, acido pirrolidona; (20.B) 1340 cm?, citrulina, e

1414 cm?, ornitina.

6.1 Calculo de area sob a curva e largura meia altura dos picos de NMF para
0s grupos | (24-30) e Il (52-59).

Figura 21-Area sob a curva dos constituintes do NMF, do grupo | (24-30) (21.A),do
grupo Il (52-59) (21.B), do acido carboxilico de pirrolidona (852-887cm™), regiéo
800- 1150 cm*. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que sdo usados

no calculo do acido carboxilico.
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Figura 22- Area sob a curva e FWHM dos constituintes do NMF, grupo | (24-30)
(22.A), e do grupo 1l (52-59) (22.B), do acido carboxilico de pirrolidona (852-887
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cmt), regido 800-1150 cmt. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que

sao usados no calculo do acido carboxilico.
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Figura 23- Area sob a curva e FWHM do grupo | (24-30) (23.A), e grupo Il (52-59)
em (23.B), do constituinte do NMF, a citrulina (1340 cm?), na regido de 1200-1375
cm. As areas cinzas destacam os intervalos espectrais que sédo usados no calculo

de area sob a curva do pico da citrulina.
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Figura 24- Area sob a curva do grupo | (24-30) (24.A), grupo Il (52-59) (24.B), da
ornitina (1414 cm™), na regido entre 1375 a 1500 cm™. As areas cinzas destacam
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os intervalos espectrais que sédo usados no calculo de area sob a curva do pico da

ornitina.
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Nos presentes resultados, a determinacdo dos aminoacidos do estrato
corneo, foram obtidos em diferentes profundidades abaixo da superficie da pele,
mostrando diferencas consistentes entre 0s grupos, dentro do intervalo analisado
de 1200 & 1500 cm.

Os compostos de NMF encontrados em concentragdes no SC, dentro dos
corneocitos, sao higroscopicos e atuam como umectantes (RAWLINGS;
HARDING, 2004).

Os compostos de NMF estudados neste trabalho, mostraram que SC de pele
do grupo Il contém quantidades menores de NMF do que do grupo |, a partir dos
resultados de intensidade e area sob a curva.

Mas, maior quantidade de NMF, ndo explica exatamente a maior capacidade
de absorcao de agua na pele pelo grupo I, podendo indicar que o grupo Il tem mais
NMF ligado a moléculas adjacentes, do que NMF livres, ocorrendo também maior
lixiviacdo deste do que no grupo |.

A distribuicdo de agua se apresenta de forma ndo homogénea dentro do SC
hidratado de grupos etarios mais velhos, como o grupo Il, com a formacédo de
defeitos ou rugas, e onde se concentram lacunas entre os cornedcitos. A funcao
de barreira cutanea e o transporte de agua através da pele, envolvem a interacéo
de diversos fatores como hidrofilicidade dos cornedcitos, quantidade de lipidios e
sua organizacgao, microrrelevo de superficie, bem como comprimento do caminho
de difusdo, que podem desempenhar papel nas diferencas entre as propriedades

da pele do grupo | e do grupo Il.
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Figura 25- Pico da queratina (1650 cm™?), principal proteina do estrato cérneo,
para ambos grupos etarios | (24-30) e Il (52-59). Regido de 1500-1800 cm™.
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Figura 26- Area sob a curva e FWHM, do grupo | (24-30) (26.A), e grupo Il (52-59)
(26.B), da queratina, (1650 cm™) na regido de 1500-1800 cm™. As areas cinzas
destacam os intervalos espectrais que sdo usados no calculo de area sob a curva

do pico da queratina.



= Queratina_24-30
= Queratina_52-59

(Gadget Integration
0,15
Area=7,98
—~ FWHM = 41’671 (A'?ri::)do grupo |
= dx=135,0
8, 0,104
)
gl
S
R
(2]
c
L 0,051
£
0,00 —5“,/ T T M \
1500 1600 1700 1800
Deslocamento Raman (cm™)
Queratina_24-30
= Queratina_52-59
Gadget Integration
0,15
Area=7,77 (26.8)
|FWHM = 45,289 Area do grupo Il
~ dx=135,0
3
S 0,104
)
ko]
@©
E=)
n
c
L 0,05
£
T s !
1500 1600 1700 1800

Deslocamento Raman (cm™)

103

A queratina, proteina mais abundante no estrato corneo, juntamente com o

NMF, exerce a principal funcdo de barreira da pele, sendo este pico também

importante durante analises de funcédo de barreira e fator hidratante (CHOE et al,

2017a).

As regides das figuras 21 a 24 e 26, mostraram aumento da area sob a curva

da regido do NMF e queratina para o grupo | (24-30) e sua diminuicdo para o grupo

II (52-59). Esses resultados estdo de acordo com os resultados de intensidade

apresentados anteriormente, mostrando a reducédo do NMF e reducé&o da queratina

para o grupo Il.
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Para os valores de FWHM os resultados tenderam ao oposto, com aumento
da largura meia altura para o grupo Il e diminui¢géo para o grupo I.

A estrutura da queratina e o NMF s&o importantes nas func¢des reguladoras
da agua no estrato corneo SC. Nas camadas mais superiores do SC os filamentos
de queratina sdo dobrados limitando sua capacidade de ligagdo com a 4gua, entao
o NMF sendo o responsavel pela ligacdo com a 4gua esta mais livre. Nas camadas
intermediarias mais préximas da EP, os filamentos de queratina sdo desdobrados,
tem mais ligacdo com a dgua e sdo mais propensos a inchar. A ligagdo com as
moléculas de agua pode ser explicada considerando a estrutura molecular da
queratina e a contribuicdo do NMF como um sistema abrangente (CHOE et al.,
2017).

O processo semelhante ocorre quando os filamentos de queratina ao se
tornarem mais rigidos com a idade (BINIEK et al, 2015), ndo se ligam a agua,
resultando em maior NMF livre, alterando a estrutura superficial da pele, e alterando
o espalhamento Raman, e consequentemente levando ao maior valor de FWHM
dos espectros do grupo Il.

Para comparar os mesmos constituintes entre os grupos | e Il foi feita a

comparacao de area sob a curva para cada constituinte do NMF.
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Figura 27- Valores de &rea sob a curva de cada constituinte de NMF, &cido
carboxilico, citrulina, ornitina, e a comparacéo destes entre os grupos | (24-30) e Il
(52-59).
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Figura 28- Valores de FWHM de cada constituinte de NMF, acido carboxilico,

citrulina, ornitina, e a comparacéao destes entre os grupos | (24-30) e Il (52-59).
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A figura 27 e 28 comparam os valores totais de area sob a curva e FWHM de
cada constituinte encontrado, para cada grupo, mostrando valores similares de area
sob a curva para ambos grupos com tendencia de aumento para o grupo |, e valores
maiores para o grupo Il de FWHM, com excec¢éao da citrulina.

Figura 29- NMF total com média e desvio padréo, e box splot de comparacéo

entre os grupos | e |l, para os valores totais de NMF.
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As figuras 28 e 29 mostra que tanto os valores de constituintes individuais
de NMF, quanto o NMF total foram maiores para o grupo | e menores para 0 grupo
.

Nas figuras 28 e 29, a expressao de NMF diminui com a idade, e observa-se
uma disparidade entre os grupos, alinhando-se com os achados de outros
pesquisadores (BINIEK et al.2012; BINIEK et al., 2015).

Na auséncia de NMF, a capacidade de retencdo de agua do SC diminui na
pele envelhecida, e as forgas intermoleculares entre as cadeias de queratina se
intensificam, resultando na redugdo da mobilidade desta cadeia, e,
consequentemente, no aumento da rigidez no grupo mais velho (NAKAGAWA et
al., 2004), além dos fatores extrinsecos mencionados anteriormente, como a
radiacdo UV (BINIEK et al., 2015), que também leva ao aumento da rigidez da
gueratina com o passar do tempo.

Na figura 29, em concordéancia ao box splot apresentado, outro estudo
mostrou que os niveis de NMF diminuem na pele bem hidratada, como ocorre na
pele jovem (ENGEBRETSEN et al., 2018).

Quando o nivel de hidratacéo da pele € baixo, a sintese de NMF € aumentada
para ampliar a capacidade de retencédo de agua da pele, elevando a hidratacdo a
niveis adequados (MUKHERJEE et al., 2015), mostrando que a producdo de NMF
ocorre de forma a corrigir o nivel de hidratacéo.

Em concordancia a isso, em outro estudo, demonstrado por analises imuno-
histoquimicas, os niveis de filagrina foram reduzidos e a quantidade de
aminoéacidos do estrato cérneo foi aumentada na faixa etaria mais velha, sugerindo
maior degradacédo da filagrina e consequente nova sintese de NMF (MUKHERJEE
et al., 2015). Uma maior variacdo de NMF na pele mais velha, foi também
observado em outros estudos feitos na bochecha e antebraco volar (EGAWA &
TAGAMI, 2008), o que foi visto no box splot da figura 29.

O aumento observado na variacdo de NMF na pele mais velha, pode ser
explicado pelo maior tempo de andlise e por areas superficiais maiores, conforme
observou Gorzelanny et al., em 2006, utilizando a microscopia de forca atémica,
eles observaram que o SC da pele envelhecida, € caracterizado por um aumento
de area de superficie unicelular, lacunas intercelulares proeminentes, e maior
rugosidade superficial (GORZELANNY et al., 2006), o que sugere diminuicao da

renovacao epidérmica e a presenca de células mais maduras (MOHAMMED et al.,
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2012). Isso resultaria em maior necessidade de expressdo da filagrina, para
aumentar os niveis de NMF em numeros absolutos, como mecanismo
compensataorio.

Na figura 29, esses resultados podem ser observados, maior variacdo de NMF
€ observada no grupo Il (mais velho), devido sua maior sintese, mas com menor
intensidade, em comparagdo com o grupo mais jovem.

Para testar diferencas entre os valores médios de NMF de dois grupos, foi
aplicado o teste t de Student pareado, onde p < 0,05, foi considerado significativo,
como visto nos resultados da figura 29.

Nouwen et al., em 2020, avaliaram o NMF, como um novo biomarcador clinico
na dermatite atdpica, examinando a associacdo de valores de NMF medidos
clinicamente, com gravidade da dermatite atopica. O método fez medi¢cbes nao
invasivas de NMF por espectroscopia Raman como uma abordagem para melhorar
a analise clinica da dermatite atopica. Eles encontraram que a percentagem de
pacientes com dermatite atopica grave, € significativamente maior no grupo com
NMF diminuido, do que no grupo com NMF normal (P < 0,05) (NOUWEN et al.,
2020).

Em 2017, Choe et al., investigaram a relacao entre os estados de ligacdo de
hidrogénio da agua com moléculas de NMF, dentro do SC usando microscopia
confocal Raman in vivo. Seu estudo revelou que as moléculas de agua no grupo
mais velho, exibem hidrogénio em estados mais fortes de ligacdo com moléculas
circundantes, incluindo moléculas de NMF adjacentes, em contraste com o grupo
mais jovem, assim, 0 grupo mais jovem, apresentou maior concentracdo de
moléculas de NMF livres, em uma profundidade variando de 60% a 90% da
espessura do SC, guando comparado ao grupo mais velho (CHOE et al., 2017a).

Células do SC, os cornedcitos, protegem a pele contra ressecamento e efeitos
de agressfes ambientais, regulando o fluxo e retencdo de agua, e cornedcitos de
individuos idosos liberam seu NMF mais facilmente (RAWLINGS et al., 2004), e ha
menor nivel de lipidios intercelulares em SC de peles envelhecidas, com maiores
lacunas, fornecendo uma barreira de agua menos eficaz, e teoricamente, levando
a uma maior lixiviagdo de NMF (CHOE et al., 2017a). Isso poderia piorar 0s niveis
ja baixos de NMF, em SC de peles envelhecidas.

A figura 29 explica os fatores mencionados acima também com a diminuicédo

do NMF total para o grupo Il.
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A manutencao do nivel ideal de hidratacdo do SC, depende de alguns fatores.
Primeiro, os lipidios lamelares intercelulares, organizados predominantemente em
uma fase de gel ortorrombico, fornecem uma barreira eficaz para a passagem de
agua pelo tecido. O segundo fator € o NMF, e o terceiro a queratina.

Cada passo da maturagdo dos cornedcitos, leva a formacdo de uma barreira
de umidade eficaz, que inclui fortalecimento de cornedcitos, processamento lipidico
e geracédo de mais NMF, formando a matriz lipoproteica superficial com as fibras de
gueratina.

O avanco desses fatores mencionados, € influenciado pelo nivel de hidratacdo
anterior, se este ja for alto, entdo esses fatores sdo atenuados. Esses processos,
bem como a corneodesmalise final, passo em que ocorre a esfoliagdo, devido a
guebra das ligacdes dos corneodesmossomos, que sdo estruturas que ligam um
cornedcito a outro, sdo frequentemente perturbados por agressbes ambientais,
resultando em condicdes de pele seca e escamosa, e estes efeitos se tornam mais
proeminentes com a idade (FLUHR & ELIAS, 2002).

Outras técnicas analiticas para NMF, tém limitacdes devido ao processo de
isolamento do SC, e do estresse induzido pela preparacao da amostra, envolvendo
imersdo em agua, o que pode levar a lixiviagdo dos componentes hidrofilicos do
NMF (CHOE et al. 2017a).

7 Contribuicbes do presente trabalho para literatura atual

O conhecimento das estruturas proteicas e de hidratacéo utilizando a ERC,
contribui com a literatura atual, pois elucida questdes para estudos futuros sobre
pele e as diferencas da pele jovem e envelhecida, bem como a sua homeostase, e
sua funcédo como 6rgao de protecéo e termorregulacao.

Conforme observou Lee e Kwon em 2023, questdes atuais que impactam o
meio ambiente, causam o0 aumento da exposi¢cao da pele ao ultravioleta, UV, e a
poluicédo do ar, elevando os riscos de problemas dermatolégicos como dermatites
e fotoenvelhecimento, principalmente para a populacdo que tem se tornado cada
vez mais longeva. O presente trabalho apresenta novos resultados para a literatura,
sobre as diferencas de pele entre faixas etarias, bem como entre as camadas,

considerando o que ocorre em sua estrutura a nivel molecular, com um diagndstico
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mais simples mantendo as condi¢bes do tecido natural, sem a necessidade de

biépsias.

Tabela 10- Contribuicdo do presente trabalho para a literatura usando ERC.

CONTRIBUIGOES DO PRESENTE TRABALHO PARA ATUAL LITERATURA USANDO ERC

Resultados de pesquisas anteriores

Contribui¢des desta pesquisa

Caspers et al, 2001 e 2003
Obtiveram perfis de profundidade dos componentes do SC, do NMF,
comegaram a desenvolver instrumento Raman de varredura de
profundidade automatizada, e mostraram que variacdes na concentragdo
de NMF contribuem para as diferencas nos espectros Raman obtidos em
diferentes profundidades.

Perfil de profundidades e componentes do NMF,
lipidios e proteinas usando o software SkinTools para
diferentes grupos etérios e para o SC e EP.

Bakker Schut et al, 2002

Desenvolveram um sistema de software para discriminagdo, entre
diferentes tecidos humanos durante a andlise Raman para pele saudavel
e patoldgica.

Raman atual usa medigdo continua até 70 pum na
pele in vivo, utilizando espectrbmetro com
microscopia confocal obtendo espectros em tempo
real das biomoléculas de SC e EP.

Chrit, et al., em 2005

Obtiveram variabilidade dos espectros Raman do SC, e as diferengas
espectrais associadas a alteragdes na distribuigdo de proteinas,
aminoacidos e lipideos.

Variabilidades dos espectros Raman do SC e EP
associadas a alteragBes na distribuicdo e arranjo de
proteinas e lipideos, para diferentes grupos etarios e
camadas da pele.

Short et al., 2006; Lieber et al., 2008; CHOI et al., 2010
Observaram as diferentes contribui¢des de acidos nucleicos, histonase
proteinas para analise do NMF ceramidas e lipideos.

Variabilidades dos espectros Raman do SC e EP,
associadas a alteragdes na distribuigdo e arranjo de
proteinas e lipideos, para diferentes grupos etarios.

Boncheva et al., 2009

Usaram medidas de condutancia de alta frequéncia em comparagdo a
técnica ERC, para determinar perfis de profundidade de hidratagdo do
SC, discriminagdo de diferentes estagios de hidratagdo do SC.

Comparagdo do fator de hidratagdo NMF, em
diferentes grupos etérios e diferentes camadas
usando software Skintools e discriminagdo entre
faixas etarias e entre camadas.

Ermakov et al, 2010; Oliveira et al, 2012

Utilizaram ERC na caracterizagdo e no estudo da alteragdo de tecidos
bioldgicosin vivo. Defini¢do da concentragdo de dgua feita pelo estudo
do NMF.

Perfis de profundidade dos componentes do NMF
em diferentes grupos etdrios e em diferentes
camadas.

Tfayli, et al. 2012, relataram variabilidade dos lipideos com o
envelhecimento, organizacdo lateral dos lipidios com o aumento da
idade dos voluntariosusando ERC.

Analise das estruturas secundarias de lipideos e
proteinas, as amidas | e lll, e sua alteragdo em
diferentes faixas etarias e camadas.

Bohling et al, 2014; Franzen et al, 2015; Binder et al., 2017.
Validaram um sistema de ERC para determinagdo da espessura do
estrato coérneo in vivo. Obtiveram informacdes a nivel estrutural e
molecular in vivo.

Atualmente as profundidades das camadas sdo
conhecidas podendo ser analisadas até 70 pm com
ERC.

Anadlise molecular de lipideos e proteinas e sua
comparagdo em diferentes camadas e grupos
etarios.

Zarmpi et al, 2023; Zhang et al, 2020; Liu e Lunter, 2020;Garvie-Cook et
al., 2022; Wang et al., 2023; Alvarez-Figueroa et al, 2020.

Estes autores avaliaram absorg¢do de farmacos e cosméticos na pele
utilizando ERC.

Andlise de alteragdo dos constituintes da pele
natural, nas diferentes camadas da pele de
diferentes grupos etérios, e sem produtos topicos,
utilizando ERC com microscopia confocal e
discriminagdo dos resultados por métodos
estatisticos.
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Tabela 11- Resumo das principais moléculas funcionais e seus fatores de

alteracao estudados.

FATORES IMPORTANTES DE ALTERAGAO
ORGAMZAQAO E NIVEL Barreiras lamelares para a passagem de agua pelo tecido — lixiviagao de NMF.
DE LIPIDEOS
INTERCELULARES
Inclui passo da maturag@o dos cornedcitos, processamento lipidico e geragao de
NMF novo NMF.
O avanco desses dois fatores € influenciado pelo nivel de hidratagédo anterior.
CORNEOCITO.S E Protegem contra efeitos de agressdes ambientais, regulando o fluxo e retengao
CORNEODESMOLISE
FINAL de agua, liberam NMF, esfoliagéo por agressoes ambientais, resultando em
condigbes de xerose, proeminentes com a idade
- degradagao de desmossomos
QUERATINA Constituinte dos queratindcitos na EP, complexo filagrina-queratina no SC, atua
como suporte proteico e regulagao de agua.
CERAMIDA Constituinte da estrutura lipidica lamelar na EP, auxilia manutengao do nivel de
hidratacao.

8 CONCLUSAO

A microscopia confocal Raman foi utilizada para determinar os perfis de
profundidade de principais parametros biofisicos do estrato cérneo e da epiderme,
incluindo a concentracdo de NMF, queratina e ceramida. Determinadas bandas
Raman, como 1340 cm, 1450 cm™ e 1650 cm?, foram analisadas para obter as
intensidades desses parametros.

O aumento da rigidez relacionado com a idade, dentro da matriz de queratina
do estrato corneo, pode ser atribuido a fenbmenos analogos a reticulacao.

Assinaturas espectrais dentro da banda amida Ill de ceramida, bem como a
banda amida | de proteinas (queratina), foram evidentes tanto no estrato corneo
guanto na epiderme, portanto, essas moléculas neste estudo, funcionaram como
biomarcadoras.

Este estudo ressaltou o potencial da ERC para monitorar o envelhecimento, e
efeitos sobre lipidios e NMF in situ e in vivo, na superficie das camadas da pele.
Observou-se que apesar da diminuicdo do NMF com a idade, existe um mecanismo
de compensacgéao para que ele retorne ao nivel de equilibrio ideal, o que aumentou
sua variagao no grupo mais velho, assim, o NMF pode ser um bom biomarcador

analisado pela ERC.
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As variacdes em intensidades entre faixas etérias, facilitaram a diferenciagao
entre os grupos de voluntarios, através dos dendrogramas, para ambas as regides
da pele: SC e EP. Além disso, o acumulo de alteragfes associadas a idade,
impactou as estruturas celulares dentro do tecido da pele, em nas distin¢cdes
vibracionais de moléculas através de espectros Raman.

Perspectivas futuras para este trabalho de pesquisa em pele, podem se
concentrar a partir na analise da distribuicdo dos componentes fisiol6gicos, no
diagnéstico de estados patoldgicos de doencas de pele, e implementacéo de perfis
de profundidade do contetdo de agua da pele.

A ERC também pode ser usada, para avaliar testes cutaneos in vitro, e para
estudos sobre engenharia de tecidos, com modelos baseados em perfis lipidicos.

Dispositivos microscopicos Raman podem melhorar detecgcédo de cancer de
pele, também poderao identificar areas malignas in vivo de forma segura e nao

invasiva, avaliando a evolucao de proteinas, lipideos e NMF.
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