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Resumo

Nesta pesquisa, utilizou-se a técnica de Espectroscopia Raman Confocal (ERC) ez
vivo para investigar as alteracoes bioquimicas na pele humana resultante da exposicao
excessiva a radiacao solar. A ERC é uma técnica nao invasiva e de alta sensibilidade que
permite detectar modificagoes conformacionais nas estruturas das proteinas resultante
da exposigao a radiacao ultravioleta (UV), infravermelha (IV) e visivel que podem causar
alteragoes no DNA, colageno e fibras elasticas. Foi utilizado um sistema Raman dispersivo
com laser de excitagdo em 785nm. As medidas foram realizadas em amostras ez vivo, de
tecidos da pele dos voluntarios do sexo masculino entre 50 e 60 anos com fototipo II e
III retirados através de uma biopsia de duas regioes distintas, uma da face interna do
braco e a outra do dorso da mao. Esses voluntarios foram divididos em dois grupos, um
com exposicao solar excessiva e outro com exposicao solar reduzida. O objetivo deste
trabalho é diferenciar os grupos através de uma andlise estatistica usando PCA (principal
component analysis) e loading plot que em conjunto permitem identificar os constituintes
bioquimicos que sao alterados devido a exposicao solar e ao envelhecimento natural. As
medidas dos espectros Raman foram feitas nas regides da derme mais externa até a mais
interna (derme papilar e reticular) e através do HCA (Hierarchical Cluster Analysis) os
espectros foram classificados em trés clusters: estrato cérneo, camada basal e derme em
que a analise de dados do trabalho foi realizada na derme. Os resultados obtidos através de
uma analise de loading plot neste trabalho evidenciam que os voluntarios do grupo II que
tem exposicao solar reduzida apresentam uma maior quantidade de prolina, hidroxiprolina
correspondente & banda observada em 855 cm™!, coldgeno do tipo I e amida III quando
comparado com os voluntarios com exposicao solar excessiva. Portanto, é possivel concluir
que a espectroscopia Raman é uma técnica promissora para este tipo de comparacao
auxiliando no entendimento da acao da radiagao solar em diferentes tipos de exposicao.

Palavra chave: Espectroscopia Raman, pele, alteracoes bioquimicas.



Abstract

In this research, the Confocal Raman Spectroscopy (ERC) technique was used to in-
vestigate biochemical changes in human skin resulting from excessive exposure to solar
radiation. ERC is a non-invasive, high sensitivity technique which allows the detection
of conformational changes in the structures of the proteins resulting from exposure to
ultraviolet (UV), infrared (IV) and visible radiation that may cause changes in DNA,
collagen and elastic fibers. A dispersive Raman system with excitation laser at 785nm.
Measurements were performed on ex vivo samples of skin tissues of male volunteers aged
50-60 years with phototype II and III taken through a biopsy of two distinct regions, one
of the inner side of the arm and the other of the back of the hand. These volunteers were
divided into two groups, one with excessive sun exposure and one with reduced sun expo-
sure. The objective of this work is to differentiate the groups through a statistical analysis
using PCA (main component analysis) and loading plot that together allow to identify
the biochemical constituents that are altered due to sun exposure and natural aging. Me-
asurements of the Raman spectra were made in the outermost to the innermost dermis
(papillary and reticular dermis) and through the HCA (Hierarchical Cluster Analysis) the
spectra were classified into three clusters: stratum corneum, basal and dermis in which
data analysis of the work was performed on the dermis. The results obtained through
a loading plot analysis in this study show that group II volunteers who have reduced
sun exposure have a higher amount of proline, hydroxyproline corresponding to the band
observed at 855 cm ™!, type I collagen and amide III when compared to volunteers with
excessive sun exposure. Thus, it can be concluded that Raman spectroscopy is a promi-
sing technique for this type of comparison aiding in understanding the action of different

types of exposure. Palavra chave:Raman spectroscopy, skin, biochemical changes.
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Capitulo 1
Introducao

Diferentemente dos outros sistemas epiteliais, a pele tem a funcdo de proteger as
estruturas internas dos efeitos externos nos quais ela esta exposta, haja vista que é um
6rgao intermedidrio entre o ambiente e o organismo[l]. Em virtude das suas propriedades
fisicas, biologicas e quimicas, ela atua na manutencao do organismo, principalmente, com
a secrecao sebacea na camada cornea que impossibilita a perda de dgua e é relevante
na manutencao eutroéfica e no controle da temperatura (termorregulagdo). Além da pele
ser uma barreira de protecao contra agentes externos como a radiagao solar, ela também

mantém a integridade das estruturas internas ao impedir a desidratacao[l, 2.

1.1 Epiderme

Um dos tecidos epiteliais mais extensos é a epiderme com 40um, que possui a im-
portante funcdo de proteger a parte interna contra agentes externos (microorganismos),
penetragao de agentes quimicos (téxicos e drogas), radiagao ultravioleta e diminuigao do
contetdo hidrico como mostrado na figura 1.1[1]. Ela é constituida por cinco camadas dis-
tintas: estrato corneo, estrato licido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal
ou germinativo. Essas camadas citadas anteriormente sao formadas por queratinocitos,
responsaveis pela producao de queratina, enquanto que as melaninas sao constituidas
pelos melandcitos, responséveis pela pigmentagao da pele[3].

A constituicao bioquimica da epiderme possui 40% de proteina responséavel pela hidra-
tacdo, predominando a queratina, que é formada por 40% de dgua, 15% a 20% de acidos
graxos livres, lipideos polares, lipideos neutros, esterdides livres e colesterol. Na figura 1.2
encontra-se a descricao das camadas da epiderme. E nas subsegoes seguintes a discussao

da sua composi¢ao bioquimical2].
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1.1. EPIDERME

Figura 1.1: Representacdo da barreira epidérmica de dentro para fora e fora para dentro.

Fisico(lesGes mecanicas, irradiacio UV)

ol i) Quimico(irritantes.alérgicos)

Estrato comeo

agua € — -

| |

Prevencdo de perda excessiva de agua e
dessecacio; A barreira interrompida leva ao
aumento da perda de agna transepidérmica

' Epiderme

Fonte: Adaptado da referéncial[4].

1.1.1 Estrato Cdrneo

Essa ¢ a parte mais externa da epiderme, possuindo entre 10um e 20um de espessura,
formada principalmente por cornedcitos hidrofilicos[4]. Sua constitui¢ao bioquimica é 80%
de queratina, 5% a 10% de dgua, 5% a 10% de lipideos, na maioria ceramidas, e pelo fator
de hidratagdo natural (FHN)[6] que é composto por queratina, alguns sais (para manter
a hidratagdo da epiderme), quinze aminoécidos (a alanina, histidina, glicina, ornitina,
citrulina, serina, fenilalanina e arginina), adcido urocénico, acido pirrolidona-carboxilico,
lactato e uréia.

Com o passar do tempo, ha uma diminuicdo do FHN e da queratina, que é uma das
principais proteinas do estrato corneo, constituida por 21 aminoacidos ligados por pontes
de hidrogénio e por lipideos que no estrato corneo tem a funcao de formar uma barreira de
protecao para epidermel7, 8]. Esses dois fatores, em conjunto, tornam a pele desidratada
e aparentemente opaca, evidenciando o envelhecimento cronoldgico cutaneoll].

Os efeitos da radiacao solar no estrato céorneo podem levar a graves danos a pele,

como alteragoes das propriedades mecénicas, cortes, fissuracao, cicatrizagao e infec¢ao|9].
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1.1. EPIDERME

Figura 1.2: Camadas da pele, em que abaixo é enfatizado a regido da epiderme.

Estrato Estrato corneo
Hacid
Estrato granuloso
Estrato
espinhoso
Estrato germinativo
Glandula sudoripara apocrina
Glandula sebacea
Corpusculo meissner Nivel da
Haste docabclo  PeI®
Poro
Epiderme
— Nervos(em torno
dos cabelos)
Corpisculo
paciniano Derme
L Musculo do cabelo
Glandula
sudoripara
apécrina Foliculo capilar
Nervos ___ Tecido subcutaneo
Veias de Musculo
sangue

Sem cabelo Com cabelo

Fonte: Adaptado da referéncia[5].

Esta exposicao a radiacdo UV causa também efeitos de coesao celular, envelhecimento
de células e lesoes no Deoxyribonucleic Acid DNA que podem manifestar-se na forma de

cancer|[10].

1.1.2 Estrato Lucido

-

E uma camada apds o estrato cérneo, que se localiza em regioes como o solado dos
pés, e auxilia na prote¢do mecanica originada pelo atrito[1], geralmente esta regiao pos-

sui células que sao anucleadas e achatadas que detém de células mortas ou em fase de

degeneracao.

1.1.3 Estrato Granuloso

As células desse estrato existem em grande quantidade nas células de granulos de

queratina achatadas e medem, aproximadamente, entre 100nm a 500nm, sendo conhecidas
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1.2. DERME

como corpos lamelares[1]. E por excitose! o estrato granuloso libera lipidios na regido

intercelular do estrato cérneo, criando uma barreira a prova d’agual2].

1.1.4 Estrato Espinhoso

Os queratinodcitos tém forma espinhosa, onde ao ocorrer o processo de queratinizacao os
filamentos pequenos de queratina (desmossomos) permeiam para o citoplasma das células.
Essa camada da epiderme tem a interface esponjosa devido aos poros que permitem a

passagem de nutrientes existentes entre as células espinhosas|[1].

1.1.5 Camada Basal ou Estrato Germinativo

Essa camada é formada por células proliferativas e matrizes. Quando as células eu-
cariéticas dividem seus cromossomos entre duas células metade ajuda na renovacao da
epiderme. A camada basal possui células alongadas, (os queratinécitos) e estruturas en-
carregadas de fixar a membrana que é constituida por fibras de queratina (os hemides-
mossomos) a camada basal. Além disso, nessa camada existem outras células com fungoes

diferentes como as Langerhans, Merkel e melandcitos[11].

1.2 Derme

A derme é formada por uma camada conjuntiva responséavel pela elasticidade, sus-
tentagao e estrutura da pele, encontrando-se mais fina nas mulheres e cada regiao do
corpo apresenta espessuras diferentes entre 0,5mm a 3,0mm chegando até uma espessura
de quarenta vezes da epiderme. Na derme existem: glandulas sebaceas, glandulas sudori-
paras, nervos, pelos, vasos e células como leucécitos, fibroblastos, mastocitos, linfocitos,
macrofagos, plasmocitos e miofibroblastos. A termorregulacao, a defesa imunologica e o
suporte da rede vascular sdo as fungoes da derme[11].

Ela é constituida principalmente por proteina de coldgeno do tipo I, dispostas em uma
rede ortogonal na derme reticular formada por fibras espessas sendo de 80% a 90% do
colageno da derme e o colageno do tipo I1I que é composto por fibrilas de didmetro pequeno
de 8% a 12% do colageno da derme, e em menor quantidade as proteinas encarregadas

pela elasticidade cutanea, as elastinas.

1.2.1 Derme Papilar

E a camada que fica entre a derme reticular e a epiderme, nesta regiao como é mostrado

na figura 1.3 encontra-se um fina fibra elastica, dispostas perpendicularmente a superficie

1Processo ativo em que um material intracelular é transportado através de vesiculas para o meio
extracelular.
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1.2. DERME

onde elas sao denominadas de oxitalanas, tendo como papel a fixagdo da membrana basal,
além disso a derme papilar é composta por duas glicoproteinas e elastina imatura [7]. Nessa
regiao ha maior sensibilidade da pele devido aos vasos sanguineos, linfaticos, fibroblastos
e nervos com maior quantidade de coladgeno do tipo II, 111, IV, V e VII[1].

Nos estudos realizados por BERNSTEIN et al[12] é mostrado que o coldgeno é da-
nificado pela exposicao solar ocorre nesta regiao acompanhada da degradacao de outros

componentes da matriz celular e fibras elasticas.

Figura 1.3: Estrutura da derme e suas divisoes.

Fonte: Adaptado da referéncia[7].

1.2.2 Derme Reticular

Nesse tecido existe principalmente o colageno do tipo I que ajuda na forga, estru-
turacao e resisténcia da pele com as fibras dispostas paralelas a superficie, e essas fibras
elasticas proporcionam a flexibilidade cutanea que evita danos a pele. E toda a resisténcia,
estrutura, elasticidade e for¢a da pele é dado pelo coldgeno|7].

A radiacao solar nesta regiao pode levar ao envelhecimento cutdneo, podendo ha-
ver danos no DNA e desencadeamento de células cancerosas na pele. A radiacao so-
lar também pode ocasionar alteragoes benignas na pele, dermatites, sardas, neoplasia e

queimaduras[13].
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1.3. HIPODERME

1.3 Hipoderme

E uma camada que fica abaixo da derme e é composta principalmente por lobos
gordurosos tendo 150um de didmetro, algumas fibras de colageno que conectam-se a 0ssos
e musculos e em menor quantidade por células adiposas que servem como reserva de

energia, isolante mecanico e térmico funcionando como modeladora corpéreall].

1.4 Fototipos da pele

A melanina é responsavel pelas diferentes tonalidades da pele do rosto, eretina, pre-
senca de sardas, exposicao a radiagao solar e coloracao dos pelos e cabelos, portanto, a
pele humana é classificada conforme a producao de melanina. Abaixo na tabela 1.1 temos

os fototipos da pele humanal2].

Tabela 1.1: Classificagdo dos fototipos da pele humama segundo Royden e Fitzpatrick.

Classificacao Cor da pele Caracteristicas apos exposicao solar
I Branca Sempre queima
I1 Branca Bronzeia com dificuldade
111 Branca Bronzeia moderadamente
v Castanho claro Bronzeia com dificuldade
\Y% Castanho escuro Bronzeia muito facilmente
VI Negra Nunca queima, s6 bronzeia

Fonte: Adaptado da referéncia[l].

1.5 Efeitos da radiacao na pele humana

1.5.1 Efeitos da radiacao UV

A exposicao a radiagao UV ¢é classificada como cronica e é originada pela exposicao
excessiva a radiacao solar, que ocasiona o fotoenvelhecimento, perda de elasticidade, atro-
fia, pigmentacao excessiva de cores, ressecamento da pele e rugas, sendo os raios UVA os
principais responsaveis por essas alteracoes pois penetram até as camadas mais profundas
da pele. O céancer de pele também ¢é proveniente de uma exposi¢ao cronica que pode ser
do tipo nado-maligno, ndo-melanoma e neoplasia maligna[14].

A exposigao a radiagdo UV pode ser também do tipo aguda em que as reagoes sao

queimaduras, bronzeamento e producao de vitamina D provocadas pelos raios UVB[14].
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1.5. EFEITOS DA RADIACAO NA PELE HUMANA

1.5.2 Efeitos da radiacao IR

Estudos anteriores relatados por SOYUN CHO et al., mostraram que a exposi¢ao a
radiacao IR e ao calor induz um angiogénese cutanea e inflamatoria celular que interrompe
a matriz extracelular dérmica induzindo uma metaloproteinases, alterando as proteinas
estruturais na derme que por sua vez aumentam o envelhecimento da pele humana.

Pesquisas recentes mostram que a radiagao IR pode danificar o contetido no colageno
ocasionado por um aumento da matriz metalloproteina(MMP)[15].

A radiacao IR pode causar dois tipos de efeitos, o térmico que pode ser benéfico
dependendo da exposicao, e o dano oxidativo que fica na regiao do IR-A entre 760-1500nm,
que atinge a pele mais profundamente com 35% na epiderme, 48% na derme e 17% no

tecido subcutaneo[16].

1.5.3 Efeitos da radiacao visivel

Segundo MANPREET RANDHAWA et alt.,[17] em estudos ex vivo investigando a
formacao de melanina na pele, mostra que uma tinica exposicao a luz visivel induz pouca
pigmentacao e exposicoes multiplas fornecem aumento na pigmentacgao, fazendo com que
ocorra uma producao irregular de melanina na pele humana que é um dos fatores principais
do fotoenvelhecimento. E a luz visivel pode induzir dano ao DNA pela geracao de oxigénio
reativo que é uma série de processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou

gerarem radicais livres[18].
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Capitulo 2

Espectroscopia Raman e suas

aplicacoes

2.1 Tratamento classico para o efeito Raman

Uma luz monocromatica de frequéncia w incide sobre um material, como por exemplo
uma molécula. Entao, a influéncia do campo elétrico da luz incidente ird ocasionar uma
modificacao nos centros de distribuicao das cargas positivas e negativas que nao irdo mais
coincidir, fazendo com que as moléculas passem a ter um momento de dipolo induzido,

em que este momento de dipolo induzido ¢ dado por P [19].
P=aFE (2.1)

Ao considerar o sistema de dispersdo como uma molécula que é livre para vibrar, mais
nao girar, ou seja, para simplificar o tratamento, a aproximagdo harmonica é adotada e
despreza-se termos anarménicos como é mostrado na figura 2.1 [20].

Portanto, as vibragoes moleculares em torno de seu ponto de equilibrio fazem com que
ocorra uma variagao da polarizabilidade e que este tensor possa ser expandido em uma
série de Taylor em relagao as coordenadas normais de vibracao.

82052‘]‘

0 ij 1
Qp = (aij)o + Z (822;) Qk + 5 Z (W)O Qle + ... (22)

0 kil

Para que ocorra o efeito Raman ¢é necessario que as componentes «;; (ou pelo menos
uma delas) varie com os movimentos de vibragao da molécula. Onde o valor de (o), é
o termo da posicao de equilibrio, e que @} e Q; sdo as coordenadas normais de vibracao
associado com as frequéncias de vibragao molecular wy e w;[22]. O Q) tem a representa-
¢ao de um movimento harménico simples, o qual é dependente do tempo e expresso como

Qr = Qp, cos(2mwyt) e a polarizabilidade fica:

22



2.1. TRATAMENTO CLASSICO PARA O EFEITO RAMAN

Figura 2.1: Estrutura da derme e suas divisoes.

i
|

| ! Potencial
. J«— harmonico (lei de
! {  hooke)

Potencial
anarmonico (tipo
morse)

—wr) =

Fonte: Adaptado da referéncia[21].

=g+ Y oy, cos(2mwp,t) (2.3)

em que « € a polarizabilidade estatica e w,, é a frequéncia dos modos normais de vibragao

da molécula, onde substituindo a equacao 2.3 na 2.1, e usando o campo incidente como
E = Ejcos(2mwit):

P = apEy cos(2mwnt) + E, > ap cos(2mwi,t) cos(2mwit) (2.4)

usando uma identidade trigonométrical a equacio 2.4 pode ser reescrita da seguinte forma:
— — ]_ —

P = agEy cos(2mwit) + §E0 D an[cos 2 (wy, + w1 )t + cos 2 (wy, — w1 )] (2.5)

pode-se observar que na equacao 2.5 o momento de dipolo induzido tem trés componentes
distintas de frequéncias, o primeiro termo que é o espalhamento Rayleigh, o segundo
espalhamento Raman Stokes (w,, — w;) e o terceiro o anti-Stokes (w, + wi), em que
a relacao destes espalhamentos podem ser observados na figura 2.2 em um diagrama de
energia, onde isto ocorrera se a,, # 0, dai teremos uma reemissao de luz com as frequéncias
(Wi —w1) € (wm+wi). Ao observar o momento de dipolo da equagao 2.1 pode-se representa-

la em termos de suas componentes e reescrevé-la na forma matricial[23].

1 1

cos(a) - cos(b) = 3 [cos(a + b) 4 cos(a — b)]
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2.1. TRATAMENTO CLASSICO PARA O EFEITO RAMAN

Figura 2.2: Representagao do espalhamento elastico e inelastico da luz.
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Fonte: Acervo do autor.

Px = axwa + axyEy + aa:zEz
P, =y, E, +o,E, +a,.F, (2.6)
Pz = aszx + azyEy + azzEz

Py | =] oo 0y 0y E, (2.7)
PZ aZfC azy aZZ EZ

Na equagao 2.7 os nove termos de «;;, sao componentes do tensor polarizabilidade «;,
se a;; = ay; o tensor polarizabilidade por ser expresso por uma matriz real e simétrica,
tendo seis componentes independentes. E a condigdo para que a matriz seja simétrica é
que o espalhamento Raman nao seja ressonante[20]. Como existe a simetria as seis com-

ponentes sao:

gy = Oy Qgy = Qg Quyy = Qyy (2.8)

A partir dos campos elétricos unitarios pode-se escrever uma elipsbéide com o vetor P,

da seguinte forma:
P,=o,E, ; P=0oyE, ; P,=qa,F, (2.9)
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2.2. ESPECTROSCOPIA RAMAN APLICADA EM SISTEMAS BIOLOGICOS

E a condicao para que o efeito Raman seja ativo é que g—g # 0[24].

2.1.1 Limitacoes da Teoria Classica

Se a espectroscopia Raman for usada apenas para obter frequéncias de moléculas e
também como uma analise qualitativa, a teoria classica pode ser considerada adequada
[25]. Mas, como toda teoria tem suas peculiaridades a teoria classica também tem suas
limitagoes, haja vista que nao pode-se aplicar as rotagdoes moleculares utilizando uma
descricao classica, pois nao é especificado discretamente as frequéncias rotacionais para

as moléculas,

1,
"™ = S0, Qu (2.10)

onde existe na expressao anterior o tensor do espalhamento Raman que é parcialmente
correto.

Com isso o uso da mecanica quantica é importante pois pode-se fazer descrigoes mais
completas sobre as vibragoes moleculares, onde a amplitude classica () é substituida por
um quantum de amplitude mecéanica. Além disso, a teoria classica nao pode fornecer infor-

~ / ’ . N . . ~ 7/
magoes sobre como um «, esté relacionado as propriedades de dispersao da molécula[25].

2.2 Espectroscopia Raman aplicada em sistemas bi-
olégicos

Nos ultimos anos com os avangos da tecnologia, a espectroscopia Raman passou a ter
aplicagoes em diversas areas do conhecimento, como na fisica, quimica, biologia, ciéncias
dos materiais, farmacologia, paleontologia, ciéncia forense, arqueologia, e biomédica[26].

Em particular na area biomédica muitos trabalhos vem sendo realizados, pois tem
despertando a atencgao de pesquisadores da area da satide por ser uma técnica nao invasiva,
nao destrutiva e que por fornecer informagoes em nivel molecular, permite uma descri¢ao
sobre a composigao bioquimica do material estudado[27].

A Espectroscopia Raman se trata de uma técnica que possui varios campos de atu-
acoes, como ja citado neste trabalho, portanto é valido salientar pesquisas ja realizadas
que utilizaram a referida técnica[28].

Como uma alternativa para a deteccao de alguns tipos de cdncer a espectroscopia
Raman vem sendo utilizada como biopsia 6ptica no tecido humano em amostras ex vivo
ou in vivo. Através de mudancas observadas nas bandas dos espectros Raman pode-se
determinar a natureza do tumor se é benigno ou maligno, alguns exemplos do uso da
técnica sao: um estudo feito na mucosa estomacal maligno e normal, a analise do Thyroid-

Stimulating Hormone (TSH) no sangue, o estudo das camadas mais externas (estrato
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2.3. ESPECTROSCOPIA RAMAN APLICADO EM PELE HUMANA

corneo) e internas da pele (derme), além de analisar a permeagao de produtos cosméticos,
poluentes, drogas transdérmicas, melhorar as drogas tipicas na pele, supersaturacao e
verificar os diagnosticos de pele saudavel e doente[26].

Ademais, a espectroscopia Raman é utilizada também para entender as propriedades
fisicas das unhas, que mudam de acordo com o conteiido de hidratacao, e pela interacao
dgua - proteina nas bandas v(OH)/v(CH3)[29]. Além de ser utilizada em tecido renal
tumoral e normal que apresentam alto grau de células renais e carcinomas, e com a dimi-
nuicao da cisteina ocorre a formacao de calculo renal podendo a diminuicao ser detectada
pelas mudangas entre os espectros dos dois tecidos[30]. Além das informagoes sobre teci-
dos vivos, pode-se fazer analise em osso através da técnica de Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy SERS? para a identificagdo de biomarcadores como o anthrax[26].

A evolucao possibilitou 6timos resultados dos equipamentos Raman na parte de bioa-
nalise, que oferecem informagoes de quase todas as biomoléculas, possibilitando informar
lesbes precursoras ou tumores malignos como o human papiloma virus (HPV), um tipo
de infeccao que pode levar ao desenvolvimento de neoplasia cervical uterina, e pesquisas
jé feitas mostraram que o espectro Raman apresenta mudancas nos picos de proteinas e
DNA, que é consistente com o gene do HPV([31].

Estudos que também utilizaram a mesma técnica analisaram as interagoes hidrofébicas
em proteinas de soro de leite com a lisozima que foram verificadas pela mudanca da
frequéncia de vibragdo disulfeto e reducao dos niveis R-helix e a-sheet atribuidas pelas
vibragoes do CHy e CH[32].

2.3 Espectroscopia Raman aplicado em pele humana

Estudos recentes, realizado por VAMSHI et al., sobre a penetragao de alguns tipos
de filtros solares na pele humana investigados por espectroscopia Raman confocal, confir-
maram que a penetracao desses produtos testados na pele humana in vivo foi restrita a
camada do estrato corneo, provando que a espectroscopia Raman confocal é uma técnica
analitica semiquantitativa simples, rapida, nao destrutiva e nao invasiva para estudos in
vivo envolvendo o efeito de agentes externos na pele humana[33].

Recentemente, PEREIRA et al., relatou a aplicagao da espectroscopia Raman confocal
in vivo como um sensor importante para a deteccao de produtos avancados de glicagao
em processos a nivel molecular, mostrando que os produtos finais de glicacao avangada
tém incidéncia na progressao de doencas relacionadas a idade, principalmente a diabe-
tes e Alzheimer. Neste estudo, foi possivel identificar marcadores de bandas Raman da

pentosidina e glucosepano na pele humana na regidao da derme[34].

20 espalhamento Raman Intensificado por Superficie é conhecido pela sigla em inglés SERS(Surface-
Enhanced Raman Scattering) é um fenémeno em que é observado os espectros de moléculas adsorvidas
em superficies metalicas rugosas chamadas de substratos SERS-ativos, em que geralmente se utiliza como
base de preparacao substratos metalicos com alta refletividade éptica como: ouro, cobre e prata.
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2.3. ESPECTROSCOPIA RAMAN APLICADO EM PELE HUMANA

CLAUDIO et al., em uma pesquisa realizada em jovens saudaveis, idosos saudaveis
e com diabetes mostrou através da espectroscopia Raman confocal in vivo na pele na
regiao da derme que a area da banda da prolina, hidroxiprolina e a intensidade da banda
de amida I variam de acordo com a idade e estado de saide[35].

MONICA et al., fizeram uma analise in vivo dos efeitos da radiacdo infravermelha da
derme da pele de voluntarias com fototipo I e II usando espectroscopia Raman Confocal
e observaram que os voluntarios de pele do fototipo I na média nao tiveram alteracoes
significativas do colageno enquanto os voluntarios com fototipo II tiveram uma reducao.
Assim mostraram que esta técnica é uma potencial ferramenta para a analise in vivo das
diferentes condigoes metaboélicas em relagdo a diferentes partes da pele[36].

Pesquisas recentes realizadas por LIN et al., sobre diagnéstico in vivo e em tempo
real de carcinomas usando espectroscopia Raman, apontam que os espectros Raman na
regiao de impressao digital /alta frequéncia apresentam diferengas espectrais entre o tecido
nasofaringeos normais (na endoscopia) e cancerosos, que sao atribuidos a alteragoes da
proteina, lipideos, acidos nucléicos e contetido de agua ligada, mostrando que a técnica de
espectroscopia Raman de fibra éptica é promissora para melhorar o diagnodstico de cancer
in vivo e resultado em tempo real[37].

Estudos mostram que a microscopia Raman confocal estd sendo utilizada na carac-
terizagao para o transporte de drogas na pele. Como exemplo, tém-se a penetragao do
anestésico na pele, onde a microscopia Raman confocal fornece informacoes sobre a pe-
netragao da droga na pele e até qual regiao ela atinge[38].

Recentemente, GUALERZI et al., realizou um estudo com vesiculas extracelulares
(VEs) das células do estroma mesenquimatosas (MCS) que estdo sendo usados como
agentes terapéuticos para a regeneracao de tecidos, em que é atribuido um Raman da
VEs a partir de células nao diferenciadas e de diferentes origens de tecido que fornece
informagoes sobre as caracteristicas bioquimicas da VEs[39).

Estudos recentes realizados por INES et al., mostram as diferencas espectrais na regiao
CH dos espectros Raman com lesdes melandcitos benignas em melanoma clinicamente sus-
peita, utilizando espectroscopia Raman devido a baixa precisao do diagnéstico clinico do
melanoma. E os resultados demonstram um estiramento do CH que descriminam mela-
noma de lesdes melandcitos benignos que sao mal diagnosticados clinicamente[40].

Pesquisas realizadas por GIUSEPPE et al., mostram o uso da espectroscopia Raman
para examinar tecidos moles para investigar a idade humana através das alteragoes bioqui-
micas, em que esta abordagem espectroscépica fornece informagoes sobre a composicao
das proteinas e cristalizagdo das estruturas lipidicas, que leva a identificacao da idade de
lactantes para adultos[41].

Estudos também reportam que a entrega de farmacos no estrato corneo pode ser
analisada através de microscopia Raman que fornece informagoes sobre a integridade

quimica da droga e também da pele[42].
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Capitulo 3
Analise Multivariada

A andlise multivariada é um conjunto de métodos que podem ser utilizados quando
existem diversas medidas feitas em uma ou mais amostras organicas, inorgénicas, animais
ou humanas (in vivo, ex vivo e in vitro)[43]. Cada medida realizada ¢ uma varidvel e
as suas unidades, de acordo com o problema no qual o pesquisador esta trabalhando,
sao as observagoes que podem ser do tipo: experimentais, de amostragem e de pesquisa.
Os métodos que foram utilizados nesse trabalho sao: Anélise de Componentes Principais
(PCA) e Analise de Agrupamento Hierdrquico (HCA).

3.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A teoria mostra que quando ha um conjunto de P varidveis correlacionadas, deve-se
substituir esse por novas variaveis P’ nao correlacionadas e que sao expressas como uma
combinagao linear das variaveis principais, desde que as P variaveis iniciais nao sejam
independentes, objetivando a redugdo da dimensionalidade[44], sem perdas de informa-
¢Oes significativas. Além disso, essa transformacao em novas varidveis tende a eliminar as
originais que possuem poucas informacgoes, e nas novas variaveis, procura-se a variancia
maxima da combinagao linear[43].

O PCA é um dos métodos de reconhecimento de padroes nao supervisionados, os
quais sao usados para examinar similaridade ou diferencas entre amostras. E um método
matematico usado para maximizar as informacoes que podem ser extraidas de um conjunto
de dados, reduzindo o niimero de variaveis da matriz original de dados envolvidos no
modelamento[45].

Ja de forma geométrica obtém-se um novo conjunto de eixos ortogonais, no qual as
coordenadas das observacoes relacionadas a cada um dos mesmos geram valores para
as novas variaveis[46]. A primeira componente principal explica a varidncia maxima nos
dados, a segunda explica a varidncia maxima que nao foi contabilizada pela primeira
componente e assim sucessivamente, gerando uma quantidade P’ de novas varidveis (PCs)

nao correlacionadas[47].
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3.1.1 Teoria geométrica

A andlise de componentes principais trata-se de n observacoes com vetores i, i,

, Up que forma um conjunto de pontos em uma dimensao P do espaco, onde sua
visualizacao é mais facil de ser observada geometricamente se o conjunto de pontos for
clipsoidal. Caso haja y1, y2, ... , ¥yp, as varidveis no y serao correlacionadas, e formarao
um conjunto de pontos da elipsdide que nao estarao orientados paralelamente a nenhum
dos eixos representados por yi, ya, ... , Yp[43].

Com isso procura-se obter os eixos naturais do conjunto de pontos da elipséide com
a origem em 7 e os vetores médios 71, ¥, ... | Up, ademais é valido ressaltar que gi-
rando os eixos e mudando sua origem para ¥ sdo encontradas as novas variaveis nao
correlacionadas[48]. Logo, a rotagdo nos eixos pode ser multiplicada por uma matriz or-

togonal A e um vetor i/, onde obtém-se:

-

d;= Ay, (3.1)

no qual esse vetor ortogonal A édo tipo A A=1 , entdo nao ha alteracao na distancia

da origem, se:

di -d; = [AT)AG]) — d; -d; = [ A AG, — d; -d; = 4. (3.2)

Ao encontrar a matriz ortogonal obtém-se os eixos da elipsdide que se alinham com as
extensoes do conjunto de pontos das novas variaveis que sao as componentes principais
dy, day, ... , d, com d = A -y nao correlacionado. Se tivermos as constantes ay, as, ... , a,

havera a combinacao linear abaixo:
d=aay +ays + ... + apy, = a - i (3.3)
Aplicando o vetor @ em y;, fica:
di = ayyi + Aoz + .. + apyip = @ - G i=1,2,3, ..., n. (3.4)

E a média dos valores de d podem ser obtidos pela média de dy = @71, do = @ o,
. d, = d,, ou a combinacdo linear de 7 dos vetores médios ¥, ¥, ... , Y. Que é

representada por:

n J
di=d-y (3.5)
Similarmente a d; = @ §; pode-se encontrar a varidncia para dy, ds, ... , d, ou direta-
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mente de @ e S, onde S a matriz de covariancia de 1, a2, ... , Yn:

i(di—d)? g
83 = ('ln,T =aoa (36)

Na equagao 3.6 se a variancia for nao negativa, entao s* > 0, logo @ Sa@ > 0. Definindo

uma nova combinacao linear do tipo J = l;/y_'l = biy1 + baya + ... + bpyp, em que b =
(by, ba, ..., by) ¢ um vetor com constantes diferentes de @, com isso a covariancia entre d

e J fica: ( 7)( 7)
mo(d; —d)(J; — J -
— =1 1 1 — - b .
SdJ = 1) as (3.7)

Se considerarmos os vetores @ ¢ b como a; e ds de forma a ter um vetor A relacionado

aos dois anteriores e também com a equagao 3.1, obtém-se:

B X - @ B}
A=) vd=| L Ji=Ag (3.8)
2 2

A média de d é obtida da mesma forma que na equacao 3.8, que fica:

QL

d=A. (3.9)

<Yy

Agora usando as equagoes 3.6 e 3.7 pode-se construir a matriz de covariancia para d.

2 =/
Sa = ( S Sdids ) — Sq = ( (il, ) S(a@, d) = ASA (3.10)

2
Sdy,dy Sds a2

Usando a expressao (3.10) a matriz de covaridncia para d resulta em:

[ ~— [ -/
a,Sa, a,;Sas LaySay a,
S N - A= S N -
- Ay Say  AySas oS ay, - a’' | - . .
Sd: . . —>Sd: S(Cll,ag, ,ak):A A
~ G- Oz G- =
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. N . g —»/ - — ,
Portanto, a matriz de covariancia d com S; = A S A é expressa por:

sz, 0 ...0

- ey 0 sz -..0

i=ASA = _ (3.13)
0 0 ...sflp

Com S a matriz de covariancia de {1, G, ... , §n, e H = C'SC sendo H = (A1, Ay ooy A)
os elementos da diagonal principal e \; os autovalores de Ae S com as colunas da matriz
ortogonal S com autovetores normalizados. Logo, a matriz ortogonal A que normaliza S

é a transposta da matriz C:

N

oy
|
Q
|

(3.14)

L ...

p

. . — al s e ~
em que d@; é o autovetor normalizado (@,d; = 1) de S. E suas componentes principais sao
sz . . - - - = - -
transformadas em variaveis do tipo: di = @¥y,dy = @yY, ..., G,y que pode ser expressa

Comocf:/_l‘-gj.

3.2  Anailise de Agrupamento Hierarquico (HCA)

Essa andlise é uma técnica usada para combinar observagoes em grupos, diferindo-se
da analise de classificacao que ¢é dada pela separagao de grupos e caracterizada por fungoes
discriminantes. Quando o objetivo é separar elementos em grupos, a analise utilizada é a
de cluster, de forma que em um mesmo grupo os elementos sejam homogéneos e em outro
heterogéneos[43].

O HCA é uma analise nao supervisionada, que é baseado na medida da distancia entre
os objetos por uma determinada métrica, e tem como objetivo agrupar os dados de forma
a permitir identificar semelhangas entre os objetos[49].

A anédlise procura maximizar a homogeneidade dos individuos dentro dos grupos e
ainda a heterogeneidade entre eles como pode-se observar na figura 3.1, buscando uma
grande variagdo dos mesmos e, como resultado, ha uma separagao aceitavel dentro deles
que geram distancias minimas (alto grau de similaridade). E vélido ressaltar ainda que,
para agrupar clusters muitas das técnicas iniciam com a semelhanca entre todos os pares

de observagoes, e que de modo geral a similaridade é baseada na medida da distancia[43].
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Figura 3.1: Maxima homogeneidade de individuos dentro de grupos e maxima heterogeneidade entre
0S grupos.

<+—— = Minimiza a variagdo dentro do cluster

<———® =Maximiza a variag&o entre clusters

Fonte: Acervo do autor.

3.2.1 Similaridade

Muitas técnicas utilizam a proximidade ou similaridade como indice para cada par
de observagoes, tentando identificar os vetores que tém semelhanca e representa-los como
clusters, sendo que as distancias entre esses clusters aumenta a medida que as unidades
ficam mais separadas. A distdncia mais comum utilizada é a euclidiana, que é medida

. N ’ N ’ .
entre dois vetores ¥ = (y1, %2, ..., Yp) € T = (21,22, ...,xp) , definido como:

(3.15)

Também podemos utilizar a distancia estatistica para poder ajustar as covariancias e

variancias entre as p variaveis, que é representada da seguinte forma:

A7) = (@ — 957 - §) (3.16)

Apoés obter os clusters, S pode ser considerado como a matriz de covaridncia dentro
do cluster agrupado. Mas como S as vezes apresenta distor¢ao na covariancia e variancia

devido a algumas amostras que tem cluster naturais, utiliza-se por isso geralmente a
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3.2. ANALISE DE AGRUPAMENTO HIERARQUICO (HCA)

distancia euclidiana. Ha também outras medidas de distancias utilizadas que é a métrica
de Minkowski.

T

d(Z,9) = [i |z —y; |T] (3.17)

onde tem-se que para o r = 2 a métrica de Minkowski se reduz a distancia euclidiana.
Essa métrica é a menos afetada pela presenca de outliers do que a distancia euclidiana.
Agora explanaremos alguns métodos para se construir clusters, que sao as técnicas
aglomerativas mais abordadas em analise multivariada, em que ha duas formas o hierar-
quico que é responsavel por identificar agrupamentos e o provavel niimero g de grupos e,
ainda, o nao hierarquico quando esse g é pré-especificado.
A primeira técnica aglomerativa é a Single Linkage que mede a distancia entre dois

clusters A e B definida pela distancia minima entre dois pontos A e B, delineada como:
D(A, B) = min{d(§i, )} (5 — A 1§ — B) (3.15)

A distancia euclidiana entre os vetores ¥; e ; ¢ d(¥;, ;) que determina o vizinho mais
proximo. No método de Single Linkage a distancia 3.18 é encontrada para cada par de
clusters, e aqueles com a menor distancia sao agrupados, reduzindo o nimero de clusters
a um.

Outra técnica hierarquica é a Complete Linkage definida como a distancia maxima

entre dois clusters distintos em um ponto A e B, determinada a seguir:
D(A, B) = maz{d(ji. 7;)} (3.19)

Existe, ainda, o método de Avarage Linkage, no qual a distancia entre dois clusters A
e B é dada pela média das distancias nanp entre seus respectivos pontos A em ny e B

em npg, expressa da seguinte forma:

1 napa nNp L.
D(A, B) = > A7) (3.20)
nANB ;=1 j=1

onde essa soma ¢ sobre y; em A e y; em B.
O Centroide é um método baseado na distancia entre dois clusters A e B definido pela

distancia euclidiana dos vetores médios, como é mostrado abaixo:
D(A, B) = d(y4,7p) (3.21)

Através da equacdo 3.21 constata-se que 7, e § 5 a0 as médias dos vetores de observa-

naA Yi

cao A e B, respectivamente e define-se os vetores médios para g, e Yz comoy, = >, e

Apoés obter dois agrupamentos A e B, o centréide do novo cluster é dado pela média pon-
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derada: . .

ﬁAB _ NAY A + nNBYp (322)
nag+ng

Dispoe-se, ainda, do método Median em que tem-se dois clusters A e B que sao
relacionados utilizando o método de centrdide, e quando A contiver um maior nimero
de itens que o de B podemos concluir que o novo centréide 3.22 estd mais proximo de
74 do que de 7, dessa forma, para evitar que ocorra a ponderacio dos vetores médios,
relacionado ao tamanho do agrupamento, pode-se utilizar o ponto médio na linha que une

A e B que é a mediana , apresentada a seguir:

- 1 = =
map = 5(?/,4 +p) (3.23)
Essa 3.23 nao é uma mediana no sentido estatistico, mas sim relacionada a mediana de
um triangulo que é a linha de um vértice para o ponto médio do lado oposto.
E, por fim, um outro método é o de Ward, também conhecido como soma dos qua-
drados, que utiliza a distancia entre os clusters e dentro dos clusters, em que a soma das

distancias dentro do cluster relacionado aos seus vetores médios é dada por:

SSEs= > (4 — Ua) (G — Ta) (3.24)
i=1
n=B o, .
SSEp = Z (Ui —Ys) (Ui — Up) (3.25)
i=1
n=AB . , N
SSEap = Z (Ui = Yap) (Ui — Yan) (3.26)

i=1
Hé, ainda, este termo 7,5 que é dado pela equacio 3.22, e o método de Ward que une

dois clusters A e B minimiza o aumento da SSE definido como:

Iig = SSEup — (SSE4 + SSEp) (3.27)
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Capitulo 4

Metodologia e Procedimento

Experimental

4.1 Comité de Etica

O projeto foi aprovado pela Comissao de Avaliagao de Projetos e Pesquisa (CAPP) do
Hospital Universitéario (HU-UFPI) e em seguida submetido ao Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) de n’ 64503316.6.0000.5214 da instituicdo para a aprovacio conforme a resolucio
466/16 do Conselho Nacional de Saude (CNS), érgao responséavel pelas pesquisas e normas

regulamentadoras envolvendo seres humanos.

4.2 Populacao de Estudo

Os pacientes foram submetidos a uma triagem no ambulatério do HU-UFPI, e aqueles
que atenderam a todos os critérios de inclusao tornaram-se voluntarios da pesquisa.

A relagao dos critérios de inclusdo sdo: sexo masculino, auséncia de dermatoses (auto
informado), faixa etdria entre 50 a 60 anos, fototipo II e III, sem histérico de doengas
de pele prévia (auto informado), autonomia para comparecer ao local de coleta, assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e preencher um questionério sobre
seu modo de vida e exposi¢ao solar.

Os critérios de exclusao sao: tabagista, diabético, doenga do sistema circulatério (auto
informado), histérico de irritagdo ou sensibilidade a produtos cosméticos e luz solar (auto

informado) e paciente sob qualquer tipo de tratamento contra o envelhecimento.

4.3 Preparo dos Voluntarios

Para a analise espectral foram utilizados 4 voluntarios, em que 2 sao do grupo I com

exposicao solar excessiva e 2 do grupo II com exposi¢ao solar reduzida, como mostra na
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4.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

figura 4.1 a cidade de origem dos voluntarios de cada grupo.

Figura 4.1: Regiao em que foi selecionado os voluntarios para a pesquisa.
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Fonte: Acervo do autor.
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Todos os voluntarios foram esclarecidos sobre a pesquisa e cuidados que deviam ter

com a pele no decorrer do estudo quando assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Antes do inicio das analises os pacientes ficaram por 15 minutos em uma sala com a

temperatura controlada em (23 °C £2°C) e uma umidade relativa do ar entre 40% e 50%.

Em seguida foi realizado uma assepsia com algodao embedido com &lcool etilico 97%, e

retirados dois fragmentos de pele de cada voluntario de aproximadamente 2mm uma do

dorso da mao e outra da face interna do brago utilizando um punch.

O critério usado para a escolha dessas regioes foi que se tenha exposicao solar excessiva

e exposicao solar reduzida, respectivamente. As amostras foram mantidas refrigeradas em

torno de -80°C para a manutencdo e conservacao das propriedades do material a ser

estudado. A coleta dos fragmentos foi feita por uma cirurgia dermatologista Prof.* Dr.

Ana Lucia Franga da Costa com registro junto ao seu conselho regulamentador.

4.4 Analise das amostras

Apos obter os tecidos bioldgicos foram feitos dois cortes na mesma pele usando um

criostato como mostra na figura 4.2, ambos foram realizados na vertical de forma que

contivessem todas as camadas da pele.
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4.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

Figura 4.2: Criostato utilizado para corte dos tecidos biolégicos.

Fonte: Acervo do autor.

O primeiro corte com 16um foi colocado em uma lamina de CaFy (Fluoreto de Célcio)*
para as medidas de Espectroscopia Raman Confocal, e o segundo corte com 5um foi colo-
cado em uma lamina patolégica para fazer a coloracdo com Hematoxilina-Eosina (H&E)
2 como é mostrado na figura 4.3, para poder identificar as camadas do tecido em um

Figura 4.3: Tecido de pele humana colorada com H&E de voluntario com exposicio solar excessiva
(ESE), em que é destacado a regido do estrato cérneo.

Estrato corneo

Fonte: Acervo do autor.

1Sua utilizacdo no experimento é devido a um pico caracteristico somente em 321 cm™! que ndo faz
parte da regido em que medimos que é de 400-1800 cm ™! e depois foi usado para fazer a medida Raman,
coletando apenas picos caracteristicos do tecido.

2Coloracao de Hematoxilina-Eosina H&E ¢ a principal técnica de coloracio de tecidos em histologia.
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4.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

microscopio e comparar com a amostra da ldmina de CaFy para auxiliar na identificagdo
das suas respectivas camadas na realizacao do experimento.

As medidas nos tecidos bioldgicos foram feitas no Laboratorio de Pesquisa da Der-
moProbes Ltda-Me em Sao José dos Campos-Sao Paulo, utilizando um sistema Raman
confocal da Rivers Diagnostics (Model 3510 Skin Composition Analyzer).

As figuras 4.4 e 4.5 apresentam o sistema Raman dispersivo confocal com laser de
excitacao de A=785 nm e uma objetiva de 40x invertida, localizada sob uma janela de
quartzo, onde o sinal Raman foi coletado por uma camara CCD e registrado por um
computador acoplado ao sistema. A poténcia de chegada nas amostras foram de 22mW,
com 12 acumulacoes de 5 segundos em cada ponto feito, resolucio espectral de 4 cm™! e
de um ponto a outro utilizando um passo manual com 15 a 17 espectros em média por

cada amostra.

Figura 4.4: Equipamento Raman confocal utilizado.

Detector CCD (Charge

Lasers com comprimentos de N
Coupled Device)

ondas diferentes

Amostra de pele edidor de poténcia de

hegada na amostra

Fonte: Acervo do autor.

As analises de dados realizadas nas amostras foram a linha de base dos espectros
utilizando uma fungao polinomial de 7° grau através do software LabSpec (Horiba Jobin
Yvon) e normalizacio vetorial de cada espectro entre 400-1800 cm™' . Foi feita uma

andlise de agrupamento hierarquico para poder identificar os espectros de cada camada

Por meio desta técnica, podemos diferenciar partes baséfilas (pela hematoxilina) e acidéfilas, ou eosinéfilas
(pela eosina). A hematoxilina tem atragdo por substancias dcidas (baséfilas) dos tecidos, como os niicleos
e o reticulo endoplasmatico rugoso e acidos nucleicos. Ja a eosina, sendo acida, cora predominantemente

o citoplasma, as fibras de coldgeno e outras estruturas compostas por substancias com carater bésico
(acidéfilas).
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Figura 4.5: Representagdo do caminho éptico do laser do equipamento.
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microscopio

Amostra ——

Fonte: Adaptado da referéncia [26].

da pele através de uma analise de similaridade, em que foram divididos os espectros em
trés grupos e representados através de um dendograma.

Com todos os espectros divididos em grupos e normalizados vetorialmente foi calcu-
lado a varidncia, e através destes valores foi feito a PCA (usando software Minitab 17)
usando seis componentes, que através delas foram calculados a matrizes plot e scatterplot
com as duas principais componentes, destas duas componentes utilizou-se a que melhor
diferenciou os dois grupos para poder plotar o grafico de loading plot, usando software

OriginPro 8.

39



Capitulo 5
Resultados e Discussoes

Neste capitulo serao mostrados os resultados obtidos e suas respectivas discussoes.
Inicialmente sao apresentadas as medidas Raman nos tecidos biologicos ex vivo do grupo
I com exposicao solar excessiva (ESE) com quatro amostras e do grupo II com exposigao
solar reduzida (ESR) também com quatro amostras.

Em seguida, realizou-se a analise multivariada para discriminagdo entre os grupos.
A figura abaixo apresenta o espectro Raman de um tecido de pele com os principais

constituintes que sao Raman ativos.

Figura 5.1: Espectro Raman caracteristico da pele humana da face interna do brago com seus
respectivos constituintes bioquimicos que sdo Raman ativo.
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Fonte: Adaptado da referéncia [50, 51, 52].
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CRONOENVELHECIDA

Tabela 5.1: Principais picos dos constituintes bioquimicos que sdo Raman ativo. Com intervalo de

confianca de £4 cm ™!,

Posi¢ao (cm™!) Estrutura Atribuigao
618 Torgao(C-C) Proteinas
643 Torgao(C-C) Tirosina
815 v(C-C) Colageno
855 v(C-C) Prolina e tirosina
874 v(C-C) Colageno
920 v(C-C) anel Prolina, glicose e acido latico
937 v(C-C) esqueleto do coldgeno Prolina e hidroxiprolina
1002 v(C-C) anel aromatico Fenilalanina
1032 d(CHz)(CHjs);v(C-C) esqueleto  Fosfolipideos e coldgeno;fenilalanina
1127 v(C-C) esqueleto Lipideos
1246 Oscila¢ao(CHy); v(C-N) Amida IIT do coldgeno
1274 v(C-N);6(N-H) Amida IIT a-helix
1317 Guanina bases(RNA/DNA,CHj) Amida IIT a-helix
1340 Oscilagaod(CHy)(CHs) Colageno
1451 d(CHs) Lipideos e proteina
1665 vs(C=0) Amida I(coldgeno)

Fonte: Adaptado da reférencia [50, 51, 52, 53].

5.1 Comparacao do grupo com ESE e ESR da regiao

cronoenvelhecida

Primeiramente realizou-se o pré-processamento dos espectros de cada amostra (sub-
tragao da linha de base e normalizacao vetorial). Posteriormente a andlise de HCA como
é mostrado na figura (5.2,5.3,5.4,5.5) foi feita a fim de discriminar os espectros correspon-
dentes de cada camada da pele. Foi realizada também uma analise estatistica nao super-
visionada para diferenciar as amostras através da PCA, em que comparou-se o grupo com
ESE versus ESR (face interna do brago).

Por componentes principais foi feito uma matriz plot como é mostrada na figura 5.6,
que expoe um diagrama de dispersdo para cada combinagdo de variaveis. Na PCA fo-
ram considerados valores de p<0,05 em que as PCs com maior relevancia foram PCj e
PC; gerando um grafico scatterplot das duas como é dado na figura 5.9(a), e a partir
deste resultado elaborou-se o grafico de loading plot usando a principal PC para ter uma
discriminacao entre as amostras.

Nota-se que através da matriz plot figura 5.6 e da tabela 5.2 que a primeira componente
principal tem variancia de 0,59708 (igual ao maior autovalor) e representa 0,474 (47,4%) da
variacao total dos dados, a segunda componente principal apresenta variancia de 0,39514

e representa 0,314 (31,4%) da variagdo dos dados, da mesma forma, a terceira componente
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Figura 5.2: Dendograma do voluntario 1 com ESE da face interna do brago com todos os espectros
feitos linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.3: Dendograma do voluntario 2 com ESE da face interna do brago com todos os espectros
feitos linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.

principal apresenta uma variancia de 0,09526 e representa 0,076 (7,6%) da variacao total
dos dados. Entao, observou-se na tabela 5.2 que as trés primeiras componentes explicam

adequadamente a variacao nos dados com 86,3%.

Na figura 5.7 sdo expostos os resultados dos espectros da derme, onde as maiores
alteracoes sao observadas nas regioes dos ntiimeros de onda entre 800-1000 cm™!, 1000-
1200 cm™!, 1200-1400 cm ™! e 1600-1800 cm™*

Na primeira regido entre 800-1000 cm™!, observou-se intensidade maior na banda de
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Figura 5.4: Dendograma do voluntario 1 com ESR da face interna do brago com todos os espectros
feitos linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.5: Dendograma do voluntario 2 com ESR da face interna do brago com todos os espectros
feitos linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.

815 cm™! dos voluntérios com ESR devido & atribuicio do v(C-C) do coldgeno como é
mostrado na figura 5.8.

Em 874 cm ™! observa-se que o grupo com ESR tem banda com maior intensidade que
é caracteristica de fosfolipideos e coldgenos, j4 na banda de 920 cm™! observa-se a que o
grupo com ESE possui uma banda mais intensa que é a regiao de colageno atribuida ao
v(C-C) da prolina e hidroxiprolina.

Outra regido em que apresentou-se alteracoes espectrais foi entre 1000-1200 cm ™!, onde
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Figura 5.6: Matriz plot de todas as amostras da face interna do brago normalizadas vetorialmente
tanto do grupo de ESE e ESR.
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Fonte: Acervo do autor.

Tabela 5.2: Autovalores do PCA de comparagio entre os tecidos da face interna do brago dos
voluntéarios com ESE wversus ESR.

PCs autovalores proporcao acumulativo

PC,  0,59708 A7 4 AT A
PC,  0,39514 31,4 78,7
PC;  0,09526 7.6 86,3
PC,  0,05079 4,0 90,3
PC;  0,04331 3,4 93,8
PCs  0,02344 1,9 95,6

Fonte:Acervo do autor.

em 1032 cm ™ referente ao grupo de ESE com bandas intensas de prolina e fenilalanina do
colageno, e 1103 cm ™! sao observadas bandas com maior intensidade de proteina no grupo
com ESE. Na regido de amida IIT entre 1200-1400 cm ™! observa-se que os voluntarios do
grupo com ESR apresentaram bandas mais intensas de amida ITI (coldgeno) em 1268 cm™!
e bandas mais intensas referente a 6(CHy) de lipideos e proteinas. E na regido de amida
I ocorreu um deslocamento para altas frequéncias situado em 1665 cm~! dos voluntarios
com ESE.

Na figura 5.9 sao expostos a diferenciacao dos grupos com ESE wversus ESR da face
interna do brago, que apresentam o loading plot referente a PC; com a finalidade de verifi-

car as areas mais especificas que contribuiram para uma melhor separacdo e discriminacao
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5.1. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
CRONOENVELHECIDA

Figura 5.7: Média dos espectros de amostras da face interna do braco dos voluntarios com ESE e ESR
todos normalizados vetorialmente entre 400-1800 cm ™.
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Fonte: Acervo do autor.

das amostras. No eixo y positivo do grafico de loading plot temos os picos em (853, 920,
1002, 1032, 1241, 1440, 1637 e 1672 cm™') que sdo caracteristicos dos voluntarios com
ESE.

Os picos situados no eixo y negativo sao (770, 1080, 1302, 1437 e 1654 cm™!), que como
é representado pelo scatterplot na figura 5.9(a) sao picos caracteristicos dos voluntarios
com ESR. As respectivas atribui¢oes de cada pico sao apresentadas na tabela 5.1.

Através dos resultados obtidos na analise de loading plot, conclui-se que os voluntérios
com ESE tem uma maior quantidade de colageno, prolina, hidroxiprolina e amida I, isso
porque eles apesar de serem mais irradiados no dorso da méao, na face interna do braco
a radiacao que eles recebem esta fora do visivel, que ¢ a infravermelho, onde dependendo
da dosagem ela pode ser benéfica ou maléfica, e a radiagdo que os voluntarios com ESE
estao recebendo esta fora do limiar maléfico, funcionando assim, como benéfico para a pele
fazendo com que haja uma modulacao na sintese de fibroblasto que aumenta a quantidade

de colageno.
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5.1. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
CRONOENVELHECIDA

Figura 5.8: Média dos espectros de amostras da face interna do brago com com maiores mudangas
espectrais do grupo I e grupo II.
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Figura 5.9: (a) Scatterplot de amostras da face interna do brago de voluntarios com ESE e ESR. (b)
Loading plot de amostras da face interna do brago dos voluntarios com ESE e ESR, normalizado
vetorialmente entre 400-1800 cm ™.
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5.2. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
FOTOENVELHECIDA

5.2 Comparacao do grupo com ESE e ESR da regiao

fotoenvelhecida

Foi realizado o pré-processamento dos espectros de cada amostra (subtragao de linha
de base e normaliza¢ao vetorial). Posteriormente realizou-se a HCA a fim de diferen-
ciar os espectros correspondentes a cada camada da pele, como é mostrado nas figuras

(5.10,5.11,5.12,5.13).

Figura 5.10: Dendograma do voluntario 1 com ESE do dorso da mio com todos os espectros feitos
linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.11: Dendograma do voluntario 2 com ESE do dorso da mao com todos os espectros feitos
linha de base e normalizado vetorialmente.
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Fonte: Acervo do autor.
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Figura 5.12: Dendograma do voluntario 1 com ESR do dorso da m&o com todos os espectros feitos
linha de base e normalizado vetorialmente.
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Figura 5.13: Dendograma do voluntario 2 com ESR do dorso da mao com todos os espectros feitos
linha de base e normalizado vetorialmente.
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Apo6s a realizacao do dendograma, foram selecionados os espectros referentes a derme
para cada grupo. Este espectros foram utilizados para o célculo de PCA como mostrado
na figura 5.9, usando seis componentes que forneceram uma acumulativa de 94,5% dos
resultados segundo a tabela 5.3, e através das mesmas calculou-se a matriz plot que
permite avaliar a relagao entre pares de variaveis ao mesmo tempo.

Nota-se que através da matriz plot figura 5.14 e da tabela 5.3 que a primeira com-

ponente principal tem varidncia de 0,78382 (igual ao maior autovalor) e representa 0,414
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5.2. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
FOTOENVELHECIDA

Figura 5.14: Matriz plot de todas as amostras do dorso da mao normalizadas vetorialmente tanto do
grupo de ESE e ESR .

Grafico de matriz da PC1; PC2; PC3; PC4; PC5; PC6

a4 o0 o4 a4 oo o4 a4 0o o
il LT o’ = ut - 2| iNDICE
e V. . _'I:‘ ':"'I. N TR 5::' o . w0 e ESE
t' oo, . A [ o Tetpy® oz m ESR
o4 .l..l H F ] ala " _at - L .I
At . A AL N
04 - [ u [ o
n | | n n
mgl a - I . | ]
N e R
04 - ot bl b: L : al o4
ot g T . o;
aa ¢ . “an - }r. " b . #l PL4 rl.k-l 1?:
o : g " Ty o m .!. L] . T . ... -
o5
A ATLE RN~ N F A SR IR
n u u u n 05
a4 * n : * n n * ..
20 ety =| ey _'-"' L Tl aul " i ‘;i:- = &' . PCG
04 - i Lol
0z 00 oz 04 oo 04 as oo oo

Fonte: Acervo do autor.

(41,4%) da variagao total dos dados, a segunda componente principal apresenta varidncia
de 0,46475 e representa 0,245 (24,5%) da variacao dos dados, da mesma forma, a terceira
componente principal apresenta uma variancia de 0,32794 e representa 0,173 (17,3%) da
variacao total dos dados. Entao, observou-se na tabela 5.3 que as trés primeiras compo-
nentes explicam adequadamente a variacao nos dados com 83,2%. Através da figura 5.15
e 5.16 pode-se observar quais regioes estao tendo as maiores mudancas espectrais.

Tabela 5.3: Autovalores do PCA de comparagao entre os tecidos dorso da mao dos voluntarios com
ESE versus ESR.

PCs autovalores proporcao acumulativo

PC,  0,783%2 41,4 A1..4
PC,  0,46475 24,5 65,9
PC;  0,32794 17,3 83,2
PC,  0,11370 6,0 89,3
PCs  0,06619 3,5 92,7
PCs  0,03377 1,8 94,5

Fonte:Acervo do autor.

Na regidao de 855 cm™! atribuida a prolina e tirosina as bandas apresentaram maior

1

intensidade assim como em 1002 cm™ na regiao da fenilalanina relativo aos voluntarios

1

do grupo com ESR. E em 1127 cm™ na banda relativa a lipideos o grupo com ESR

apresentou maior intensidade, j4 na banda de 127 S8cm™' onde é referente a proteinas
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5.2. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
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Figura 5.15: Média dos espectros normalizados vetorialmente das amostras do dorso da mao de
voluntérios com ESE e ESR.
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Fonte: Acervo do autor.

o grupo com ESE apresentou mudancas no pico e em 1655 cm ™!

1

na regiao de amida I
os voluntarios com ESE. Na regiao de 800-1000 cmm™" a figura 5.15 mostra a média dos
espectros da derme do dorso da mao de quatro voluntarios diferentes, em que foi observado
mudancas espectrais relacionadas aos constituintes bioquimicos da pele humana.

As regioes onde teve as maiores alteracoes bioquimicas foi de 800-1000 cm ™!, com pico
situado em 815 cm ™! referente & prolina e hidroxiprolina que apresenta maior intensidade

nos voluntérios com ESR, e em 874 ¢ 920 cm ™!

com mudancas na regiao do colageno dos
voluntérios com ESE. E na regiao de 1100 cm ™! a banda de lipideo se apresenta em menor
intensidade nos voluntarios com ESE.

Na regiao de 1200-1400 cm™! observou-se mudancas na amida III do coldgeno no

I e intensidade pequenas na banda de CHs e

voluntario do grupo com ESE em 1245 cm™
CHj. Como é mostrado na figura 5.16 na regiao de 1451 cm ™! as bandas dos espectros dos
voluntarios do grupo com ESE desloca-se para baixas frequéncias. Na regiao de amida [
do colageno observou-se mudangas das bandas dos voluntarios do grupo I com ESE para
baixas frequéncias.

Na figura 5.17 é exposto o grafico de loading plot do grupo I versus grupo II da regiao do
dorso da mao, que apresentam o loanding plot referente a PC; com a finalidade de verificar

as areas mais especificas que contribuem para uma melhor separacao e discriminacao das
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5.2. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
FOTOENVELHECIDA

Figura 5.16: Média dos espectros do dorso da mao com maiores mudancas espectrais do grupo I e
grupo II.

— ESE
— ESR
£
2
=
]
=
<
&
]
=
<
=]
w
=
S
2 |
[t
/M
MA/ 4 \ ‘
: I W W
— 7777 R /7 /77 /77 R A
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Nimero de onda (cm'l)

Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.17: (a) Scatterplot de amostras do dorso da méao de voluntarios com ESE e ESR. (b) Loading
plot de amostras do dorso da mao dos voluntarios com ESE e PES, normalizado vetorialmente entre
400-1800 cm ™.
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5.3. COMPARACAO DO GRUPO COM ESE E ESR DA REGIAO
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amostras. No eixo y positivo do grafico de loading plot temos os seguintes picos (853, 920,
1002, 1032, 1241, 1440, 1637 € 1672 cm™ 1) que de acordo com o grafico de scatterplot figura
5.17 sao caracteristico de voluntarios com ESE. E os picos situados no eixo y negativo sao
(770, 1080, 1302, 1437 e 1654 cm™'), que como ¢ representado no gréifico de scatterplot

sao picos caracteristicos de voluntarios com ESR.

Os resultados na analise de loading plot mostram que os voluntarios com ESR apresen-
tam maior quantidade de colageno, prolina, hidroxiprolina, tirosina e amida I, enquanto
os voluntarios com ESE tem em menor quantidade esses componentes bioquimicos em

relacao aos outros voluntarios, o que esta de acordo com a literatura.

5.3 Comparacao do grupo com ESE e ESR da regiao

cronoenvelhecida e fotoenvelhecida

Nesta secao, realizou-se o loading plot para diferenciar os dois grupos, com ESE versus
ESR possuindo em cada grupo as amostras tanto da regiao do dorso da mao como da
face interna do braco. Na figura 5.18 a matriz plot de todas as componentes é apresentada
através de um conjunto de variaveis individuais que representa um scatterplot, permitindo
obter as PCs que fornece o melhor resultado como é mostrado na tabela 5.4, em que utiliza-
se as PC; e PC, para conseguir o scatterplot, e a partir da componente que fornecer a
maior discriminagao no scatterplot a utilizamos para obter o loading plot.

Figura 5.18: Matriz plot de todas as amostras da face interna do brago e do dorso da mao
normalizadas vetorialmente tanto do grupo de ESE e ESR.
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Tabela 5.4: Autovalores do PCA de comparagao entre os tecidos dorso da mao e face interna do brago
dos voluntarios com ESE versus ESR.

PCs autovalores proporcao acumulativo

PC,  1,2662 37,0 37,0
PC,  0,8404 24,6 61,6
PC;  0,5278 15,4 77,1
PC,  0,2534 7.4 84,5
PCs  0,1469 4,3 88,8
PCs  0,0862 2,5 91,3

Fonte:Acervo do autor.

Figura 5.19: Espectro Raman médio do grupo I e grupo II.
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Fonte: Acervo do autor.

Como ¢ mostrado na figura 5.19 tem-se a média dos espectros do grupo I (ESE) e
grupo II (ESR), que foi observado trés regides com maiores mudangas como é mostrado
na figura 5.20. Na regidao do v(C-C) da prolina e tirosina em 815cm™! o grupo com ESR
apresenta maior intensidade assim como na banda de 855 cm™! referente ao coldgeno

atribuido a prolina e tirosina, e em 940 cm~! atribuida ao coldgeno do tipo I.
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E os voluntérios do grupo com ESE apresentam bandas em 1030 cm~! e 1124 cm ™! que
sao respectivamente referente a v(C-C) da prolina e fenilalanina do coldgeno e lipideos. Na
regidao de 1200-1400 cm™! os voluntarios do grupo I apresentam mundancas nas bandas
de 1245 e 1300 cm ™! que sdo respectivamente atribuidas a amida III e aos lipideos. J4 na
regiao de amida I é apresentado uma maior intensidade dos picos relativos ao grupo I.

Figura 5.20: Média dos espectros com maiores mudancas espectrais do grupo I e grupo II.
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Na andlise de loading plot como é mostrada na figura 5.21(b) pode-se observar que as
amostras com ESE estao do lado positivo no grafico de scatterplot e sao correlacionadas

com os picos que estao do lado positivo no grafico de loading plot. Apresentando bandas

como a do colesterol em 610 cm™!, banda em 666 cm™! caracteristico dos modos de

respiracao do anel nas bases de DNA, picos na regiao de lipideos e proteinas atribuida ao
estiramento C-C em 1122 cm™! e na regido de amida I.

Na parte do negativa do scatterplot tem-se os picos correspondentes da parte negativa

do loading plot, que apresenta bandas caracteristica v(C-C) da prolina em 855 cm™*
coldgeno em 937 cm™!

Y

atribuida ao esqueleto alifatico da prolina e hidroxiprolina e na

regiao de amida IIT do colageno, mostrando que sao caracteristicos dos voluntarios com

ESR.
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Figura 5.21: (a) Scatterplot de amostras do dorso da méo e da face interna do brago de voluntérios
com ESE e ESR. (b) Loading plot de amostras do dorso da mao dos voluntérios com ESE e ESR,
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Através da figura (5.22,5.23,5.24,5.25) pode-se observar o desvio padrao entre as amos-

tras de cada grupo, e que ao compararmos com a média dos espectros as regides onde

teve as maiores mudangas espectrais apresentam um maior desvio padrao. Na figura 5.7

as regidoes onde sao apresentadas as maiores alteracoes entre a média dos dois espectros
é entre 800-1000 cm™!, 1000-1150 cm™t, 1200-1400 cm™! e na regidao de amida I, que

comparado com a figura (5.22,5.24) observa-se que o desvio padrao (borda verde) é maior

nestas regioes.

E andlogo ao que foi apontado anteriormente, na figura 5.15 os espectros das duas

amostras apresentam maiores mudancas espectrais nas regioes de 800-1000 cm™!, 1000-

1150 ecm~!, 1200-1400 cm™! e na regidao de amida I, como pode-se observar na figura
(5.23,5.25).
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Figura 5.22: Média e desvio padrdao da amostra com ESR da face interna do brago grupo 1.
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Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.23: Média e desvio padrdao da amostra com ESR do dorso da mao grupo 1.
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Fonte: Acervo do autor.
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Figura 5.24: Média e desvio padrdo da amostra com ESE da face interna do brago grupo 1.
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Fonte: Acervo do autor.

Figura 5.25: Média e desvio padrdo da amostra com ESE do dorso da méao grupo 2.
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Fonte: Acervo do autor.
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Capitulo 6
Conclusao e Perspectivas

No presente trabalho, utilizou-se a espectroscopia Raman para entender as alteragoes
bioquimicas na pele provocadas pela exposic¢ao a radiacao solar.

Observou-se através do loading plot no grupo de exposigao solar excessiva versus ex-
posicao solar reduzida da regiao da face interna do brago, que os voluntarios com maior
exposicao solar apresentaram maior quantidade de prolina e hidroxiprolina, correspon-

1 coldgeno em 920 cm™! atribuido ao v(C-C) e

dente a banda observada em 855 cm™
amida I. Isso porque os voluntarios com exposicao solar excessiva apesar de serem mais
irradiados no dorso da mao, na face interna do brago a radiacdo que eles recebem esté
fora do visivel, que é a infravermelho, onde dependendo da dosagem ela pode ser benéfica
ou maléfica, e esta radiacdo que eles estao recebendo esta fora do limiar maléfico e fun-
cionando como algo benéfico para a pele, fazendo com que haja modulacao na sintese de
fibroblasto que aumenta a quantidade de colageno.

J& no grupo de exposigdo solar excessiva versus exposi¢ao solar reduzida do dorso
da mao, observou-se que os voluntarios com exposicao solar reduzido apresentaram maior

quantidade de prolina e hidroxiprolina em 855 cm™!, coldgeno do tipo I em 940 cm™!, e

amida I em 1635 cm ™t

Para o grupo de exposicao solar excessiva versus o exposi¢ao solar reduzida tanto da
face interna do brago quanto do dorso da mao, é apresentado uma quantidade maior de
prolina e hidroxiprolina em 855 cm ™!, coldgeno do tipo I em 937 cm~! e amida III no grupo
com exposicao solar reduzida, enquanto que os de exposi¢ao solar excessiva apresentam
uma maior quantidade de amida I.

Estes resultados sao coerentes com o que se tem na literatura sobre estudos derma-
tolégicos sobre efeito da radiagdo solar na pele. E mostra que a espectroscopia Raman é
uma técnica poderosa que pode ser utilizada no futuro como bidpsia éptica para estudos
em pele humana, fornecendo resultados em tempo real e nao destrutiva.

Como perspectivas futuras pretende-se ter uma maior quantidade de voluntarios para
fazermos mais medidas Raman para poder aumentar a quantidade de dados, e fazer me-

didas de SHG(second harmonic generation) para poder observar as fibras de coldgeno.
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Prezado Senhor:
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pressa em tomar a decisdo. Leia/ouga cuidadosamente o0 que se segue e
pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer duvida que tiver. Depois de
esclarecido sobre as informagdes a seguir, no caso de autorizar este estudo,
assine este documento que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. O senhor tem o direito de desistir de participar da

pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma penalidade.

Esclarecimentos sobre a pesquisa

Objetivo primario: Este projeto tem como objetivo estudar as alteragbes

bioquimicas decorrentes da exposic¢ao intensa da radiacédo solar sobre a pele

humana, através da microscopia Raman confocal.

Objetivos secundarios: |dentificar por espectroscopia Raman confocal os

componentes bioquimicos da pele humana (homens entre 50 a 60 anos)

através das analises dos modos vibracionais adquiridos; Identificar as regides
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espectrais onde ocorrem as principais alteracbes estruturais da pele
fotoenvelhecida, devido a radiacdo solar crbnica; Comparar as alteracdes
bioquimicas da pele humana fotoenvelhecida da regido mais irradiada e com a
regido ndo irradiada; Analisar através da espectroscopia Raman confocal a
histopatologia de colageno da regido mais irradiada e com a regido néo

irradiada.

Procedimento: Os que aceitarem participar da pesquisa serao informados dos

procedimentos de coleta; Realizagcdo da assepsia do local com algodao
embebido em de alcool etilico 97%; serao retirados dois (02) fragmentos de
raspado da pele de aproximadamente 2mm de cada participante. As regides
anatdémicas escolhidas foram: dorso da mao e face interna braco; a justificativa
para a escolha das regides supracitadas protela-se por serem considerados
dois locais que estdo maior e menor expostos a radiagdo solar
respectivamente; a coleta dos fragmentos sera realizada por um cirurgido
dermatologista profissional devidamente habilitado e registro junto ao seu
conselho de classe; Apds a remogao, o material sera acondicionado em tubos
de ensaio contendo solugéo fisiolégica e mantido sob refrigeracdo adequada
para conservagao e manutengao das propriedades do material a ser estudo; o
projeto serd desenvolvido no Laboratério de Espectroscopia Vibracional
Biomédica na Universidade do Vale do Paraiba, na Cidade de S&o José dos
Campos — Sao Paulo, Brasil.

Beneficio: Os participantes da pesquisa que apresentarem alteragdes na pele
e que venham a necessitar de acompanhamento, serdo comunicados e
orientados a assim procederem o tratamento como paciente com cadastro no
HU-UFPI, o médico dermatologista que integra este estudo se incumbira desse

retorno.

Riscos: A técnica aplicada, sera minimamente invasiva, possui riscos minimos,
pois o procedimento trata-se de uma raspagem de pele superficial que nao
afeta estruturas localizadas abaixo da epiderme. Sera aplicado anestésico

topico, dispensa a realizagao de curativo apés o procedimento. No caso de
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incidéncia de qualquer evento indesejavel, o participante sera imediatamente
encaminhado a um médico que fara 0 acompanhamento do incidente. Mas
o entrevistador estara pronto para prestar os esclarecimentos necessarios, com
a promocao de compreensao prévia de todos os participantes da pesquisa,
acerca dos objetivos e instrumentos a serem utilizados, bem como a realizagao
da entrevista de forma que respeite as condigbes do participante, em local
adequado, com consentimento livre e esclarecido, privativo e garantia de sigilo

e anonimato.

Sigilo: O senhor terd sua privacidade garantida pelos pesquisadores
responsaveis, nao sendo identificado em nenhum momento, mesmo quando os
resultados desta pesquisa forem divulgados em qualquer forma.

A pesquisa sera desenvolvida no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional Biomédica da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), Sao
José dos Campos, no Estado de Sao Paulo, Brasil. A sua participacdo sera
autorizar a extragdo de dois (02) fragmentos de raspado de pele de regides

previamente estabelecida.
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Eu

discuti com o Prof. Msc Antonio

Francisco Machado Pereira sobre minha decisdo em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizadas, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo € isenta de
despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido.

Teresina, / /

Assinatura do sujeito da pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com os
pesquisadores: Prof. Dr. Airton Abrahdo Martin. Universidade Vale do Paraiba — UNIVAP, Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento — IPD Av. ShishimaHifumi, 2911 - Urbanova, S&do José dos Campos - SP,
12244-000Telefone: (12) 3947-1000 e Prof. MscAntonio Francisco Machado Pereira — UFPI, Campus
Universitario Ministro Petronio Portela, Departamento de Enfermagem, SG 12, tel; (86) 3215 — 5862 CEP
64.049-550; Bairro Ininga, Teresina — Pl. machado@ufpi.edu.br
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