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Analise da composicao bioquimica da pele por espectroscopia Raman
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Resumo O envelhecimento cutineo caracteriza-se por alteragdes celulares e moleculares. Neste contexto, a espectroscopia
Raman Confocal foi utilizada para medir estas alteragdes bioquimicas em fung@o da profundidade da pele
in vivo. Neste estudo houve a tentativa de correlacionar os modos vibracionais dos aminoécidos puros com os
espectros da pele de voluntarias de diferentes faixas etarias. Foram coletados espectros in vivo de 32 voluntarias,
sendo 11 para o Grupo A (20-23 anos), 11 para o Grupo B (39-42 anos) e 10 para o Grupo C (59-62 anos). Para
cada grupo, os espectros Raman foram medidos na superficie (0 pm), 30 + 3 pm e 60 = 3 um. Os resultados
das comparagdes intergrupos mostraram que o grupo de maior idade teve prevaléncia da banda da tirosina,
mas também apresentou um decréscimo da banda do acido pirrolidonico, centrada em 875 cm'. A banda da
amida I, centrada em 1637 cm!, atribuida a presencga de colageno, como também outras proteinas e lipideos,
apresentou uma menor intensidade no Grupo C, o que pode ser justificado pelo decréscimo na concentragdo
de colageno em fung@o da idade.

Palavras-chaves Pele humana, Aminoacidos, Espectroscopia Raman.

Skin biochemical composition analysis by Raman spectroscopy

Abstract  Skin aging is characterized by cellular and molecular alterations. In this context, Confocal Raman spectroscopy
was used in vivo to measure these biochemical changes as function of the skin depth. In this study we have
tried to correlate spectra from pure amino acids to in vivo spectra from volunteers with different ages. This
study was performed on 32 volunteers: 11 from Group A (20-23 years), 11 from Group B (39-42 years)
and 10 from Group C (59-62 years). For each group, the Raman spectra were measured on the surface (0
wm), 30 = 3 wm and 60 £ 3 um below the surface. The results from intergroup comparisons showed that the
oldest group had a prevalence of the tyrosine band, but it also presented a decrease in the band centered
at 875 em™ of pyrrolidone acid. The amide I band centered at 1637 cm™ that is attributed to collagen, as
well as other proteins and lipid, showed a smaller amount of these biomolecules for Group C, which can be
explained by the decrease in collagen concentration as a function of age.
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Extended Abstract

Introduction

The skin is composed by epidermis, dermis and hypodermis
layers. The water concentration in these layers depend on the
natural moisturizing factor (NMF), which is formed mainly by
the pyrrolidone carboxylic acid (PCA), urocanic acid, lactate,

urea, serine, glycine, arginine, ornithine, citrulline, alanine,

histidine and phenylalanine (Caspers et al., 2003; Harding et al.,

2000). The NMF is essential to maintain the stratum corneum
mechanical properties. However, measuring these compounds
concentration without changing in the physical and chemical
properties of the skin is still a complicated procedure.

In this context, dermatologists, cosmetic companies and
researchers have studied non-invasive alternative to evaluate the
biochemical composition of the skin structures. Recently Confocal
Raman spectroscopy has been used in the characterization of
biological tissues in vivo at different depths (Egawa e Tagami,

2007). This technique is based on interaction of biological
tissue with a laser beam. The light scattered by the sample has
information about the chemical bonds and it may determine
the particular molecular group amount. These data can be
monitored in real time without sample degradation. In fact,

Raman spectroscopy is a powerful tool, being used both for
diagnosis of disease, either in vivo (Raniero et al., 2011) as
well as the analysis of body fluids (Carvalho et al., 2011).

In this paper, the main NMF amino acids were analyzed
separately by Raman spectroscopy. Then, an attempt was made
to correlate them with the skin spectra of women measured at
different ages and skin depths.

Material and Methods

This study was approved by the Ethics Committee in Research of
the Universidade do Vale do Paraiba following the Guidelines
and Norms Regulating Research Involving Human Subjects,
under the National Health Protocol H48/CEP/2008. The study
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was developed with 32 volunteers, 11 from Group A (20-23
vears), 11 from group B (39-42 years) and 10 from Group C
(59-62 years). This work also involves different skin phototypes
according to Fitzpatrick classification.

All data were analyzed at the Laboratory of Biomedical
Vibrational Spectroscopy.

The analyzed amino acids were the pyrrolidone carboxylic acid,
arginine, ornithine, citrulline, glycine, serine, histidine, proline
and phenylalanine, which was purchased from Sigma-Aldrich
and measured by Raman spectroscopy. It was used a 785 nm
diode laser (Sacher LASER Technik) and the power in the
samples was 25 mW. The spectrometer was Spectra Pro 2500i
of PiActon®, with a diffraction grating of 300 grooves/mm
coupled in a CCD camera refresh by liquid nitrogen and the
spectral resolution was 7 cm™.

The skin spectra were performed using a Confocal Raman
probe from Jobin Yvon, with a 50X objective and a 785 nm

frequency-stabilized laser. The depth profile was controlled

by an translation stage with an accuracy of = 3 um, Thorlabs,
model LNR50SE. The power at skin was kept at 27 mW with
an integration time of 120 seconds. The spectra were collected
after proper cleaning of the skin.

Discussion and Conclusions

The results showed that Confocal Raman spectroscopy gives
the information about the skin depth profile and it helps the
understanding of aging process. Results from intergroup
comparisons showed that the oldest group had a prevalence
of the tyrosine band, but it also presented a decrease in the
band centered at 875 cm™ from pyrrolidone acid. The amide
I band centered at 1637 cm™ that is attributed to collagen, as
well as other proteins and lipid, showed a smaller amount of
these biomolecules for Group C, which can be explained by
the decrease in collagen concentration as a function of age.
However, the complexity of the skin Raman spectrum showed
that the correlation between the Raman spectra of pure amino
acid is not directly obtained.
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Introducao

A pele é composta pelas camadas da epiderme, derme
e hipoderme. A concentra¢do de dgua nestas camadas
depende do fator natural de hidratagdo (NMF - Natural
moisturizer factor), que é formado, principalmente,
por acido carboxilico da pirrolidona (PCA), acido
urocanico, lactato, uréia, serina, glicina, arginina,
ornitina, citrulina, alanina, histidina e fenilalanina
(Caspers et al., 2003; Harding et al., 2000). O NMF ¢
indispensavel para manter as propriedades mecanicas
do estrato corneo, pois tem uma acao lipofilmogena.
Entretanto, medir a concentragao deste composto sem
alterar as propriedades fisicas e quimicas da pele
ainda ¢ um procedimento complexo.

Neste contexto, dermatologistas, pesquisadores e
empresas cosméticas tém estudado alternativas ndo
invasivas na avaliagdo da composigdo bioquimica das
estruturas da pele. Recentemente, a espectroscopia
Raman Confocal tem sido utilizada na caracterizagdo de
tecidos biologicos in vivo em diferentes profundidades
(Egawa e Tagami, 2007). Esta técnica ¢ baseada na
irradiagdo do tecido bioldgico por um laser. A energia
espalhada pela amostra tem informagdes sobre as
ligagdes quimicas, podendo determinar o aumento
ou decréscimo da quantidade de um dado grupo
molecular. Estes dados podem ser monitorados em
tempo real, sem nenhuma degradagdo da amostra.
De fato, a espectroscopia Raman tem mostrado ser
uma ferramenta bastante versatil, sendo utilizada
tanto no diagnostico de doencas, quer seja in vivo
(Raniero ef al., 2011), como também na analise de
fluidos corporais (Carvalho et al., 2011).

No presente trabalho, os principais aminoacidos
que constituem o NMF foram analisados separadamente
por Espectroscopia Raman. Entdo, foi feita uma
tentativa de correlaciond-los com os espectros da pele
de mulheres de diferentes faixas etarias e diferentes
profundidades.

Tal caracterizagdo do maior tecido do corpo
humano visa a contribuigao do ponto de vista da ciéncia
fundamental, bem como a aplica¢des tecnologicas
através de informagdes a serem utilizadas pela industria
cosmecéutica.

Materiais e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de
Espectroscopia Vibracional Biomédica no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade
do Vale do Paraiba, apds a aprovacdo pelo Comité
de Etica em Pesquisa de tal institui¢do, seguindo as
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos, conforme Resolug@o
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n° 196/96 do Conselho Nacional de Satde sob o
protocolo n® H48/CEP/2008.

Medidas dos aminodcidos

Os aminoécidos que compdem o NMF, sendo eles,
o acido carboxilico da pirrolidona, a arginina, a
ornitina, a citrulina, a glicina, a serina, a histidina,
a prolina e a fenilalanina foram adquiridos pela
empresa Sigma-Aldrich e medidos pela técnica de
espectroscopia Raman. A fonte de excitagao foi um
laser com comprimento de onda de 785 nm (Sacher
LASER Technik) e poténcia na amostra de 25 mW.
O espectrometro utilizado foi o Spectra Pro 25001 da
PiActon, com grade de difragao de 300 ranhuras/mm,
que foi acoplado a uma camera CCD resfriada por
nitrogénio liquido. A resolug@o espectral foi de 7 cm™.

Cada aminoacido foi colocado em um
porta-amostra, onde duas medidas foram feitas em
pontos diferentes e, posteriormente, foi calculada
a média espectral. O tempo total de integracdo foi
igual a 120 segundos, divididos em 2 acumulagdes
de 60 segundos em cada ponto da amostra, com
excecao do acido carboxilico da pirrolidona, o qual
teve tempo de 20 segundos e 2 acumulagdes para cada
um dos dois pontos. Apos a obtengdo dos espectros,
foi realizada a subtracgdo da fluorescéncia utilizando
um algoritmo do software Matlab 6.1%. Nesta rotina
matematica, pode-se determinar o grau do polindmio
e a faixa espectral de interesse, possibilitando o ajuste
da melhor linha de base. O melhor ajuste desta linha
de base foi feito com polindmio de grau 6 ¢ a regido
espectral escolhida corresponde aos modos vibracionais
de impressao digital para o tecido biologico analisado,
ou seja, foi de 750 cm™ a 1800 cm™. Apds a subtragéo
da fluorescéncia, realizou-se a normalizacdo e o
calculo da média dos espectros com o auxilio do
programa Origin 7.5%.

Processo de selecdo das voluntarias

O estudo foi composto por 32 voluntarias, as quais
foram separadas em trés grupos, sendo 11 para o Grupo
A (20 a 23 anos), 11 para o grupo B (39 a 42 anos)
e 10 para o Grupo C (59 a 62 anos). Buscou-se
neste trabalho envolver o maior nimero possivel de
diferentes fototipos de pele segundo a classificagao
de Fitzpatrick (Tabela 1). Essa classificagdo atribui a
numeragao de I a VI de acordo com a resposta da pele
a exposi¢do ao sol, partindo da pele mais sensivel ao
tipo de pele com maior tolerancia a radiagao solar.
As voluntarias foram selecionadas, segundo os
critérios de exclusao: historico em algum momento da
vida de dermatoses averiguadas por um dermatologista,
de irritacdo ou sensibilidade a qualquer produto
cosmecéutico ou de qualquer tipo de tratamento
intensivo relacionado a pele. Além disso, foram
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excluidas voluntarias que faziam uso de corticoides,
ou que teriam necessidade de qualquer alteracao
medicamentosa durante o periodo de estudo e gravidas
e/ou lactantes.

Metodologia experimental in vivo

As avaliacdes da pele foram realizadas utilizando uma
sonda Raman Confocal, marca Jobin Yvon, equipada
com uma objetiva de 50X, um laser de excitagdo com
comprimento de onda de 785 nm e um controlador de
profundidade com precisdo de + 3 wm, marca Thorlabs,

Tabela 1. Classificag@o dos fototipos de pele por Fitzpatrick (Guirro
e Guirro, 2002).
Table 1. Fitzpatrick s skin phototypes (Guirro and Guirro, 2002).
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modelo LNRSOSE. A poténcia de irradia¢ao na pele
foi de, aproximadamente, 27 mW com tempo total de
integracdo igual a 120 segundos. A poténcia do laser
foi ajustada de forma que os sinais fossem obtidos
com a melhor razdo sinal/ruido sem que houvesse
aquecimento da amostra ou quaisquer danos a pele da
voluntaria. Antes de iniciar as avaliagdes da pele, as
voluntarias permaneceram 15 minutos em ambiente
climatizado a 23 °C e com umidade relativa de,
aproximadamente, 51%. As anélises foram realizadas
na regido inferior do antebrago apds a assepsia do local
com algodao embebido em 1,0 mL de alcool etilico
97%. Foram coletados 3 espectros em 3 profundidades
distintas: superficie, 30 + 3 wm e 60 + 3 um abaixo da
superficie da pele. A fluorescéncia foi subtraida por

Tipo da Reac Cor da pel ; . .
pele cacao or da pele ajuste de curva polinomial de grau 6 e os espectros
I Sempre queima, nunca bronzeia Clara resultantes foram normalizados em relagdo ao modo
I Sempre queima, bronzeia pouco Clara vibracional do grupo funcional em 1445 cm™, de
I Queima e bronzeia pouco Clara proteinas e lipideos.
v Raramizﬁ%::;ﬁzironzela Morena-clara R ltad
esultados
v Queima muito raramente, Moren
bronzeia facilmente orena . N .
N ima. b . Na Figura 1 tém-se os espectros Raman dos principais
unca queima, bronzeia . .
Vi facilmente Negra constltullntes do NMF da pele. Os espectros das
substancias puras fornecem padrdes de comparagao,
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Figura 1. Espectros Raman dos principais constituintes do NMF da pele.

Figure 1. Raman spectra of the main constituents of NMF skin.
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que possibilitam identificar as influéncias destes modos
vibracionais nos espectros Raman da pele.
Entretanto, neste trabalho foi analisada apenas uma
banda dos modos vibracionais do 4cido carboxilico
da pirrolidona (PCA), sendo este, um dos principais
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componentes do NMF (Caspers et al., 2003).
Paralelamente, estudou-se uma banda dos modos
vibracionais da prolina visto que esta exerce forte
influéncia na constitui¢ao do colageno (Phillips et al.,
1994). Com a anélise desses constituintes, foi possivel

Grupo B
Profundidade

60 um

30 um

0 um

Intensidade (u.a.)

N

800 1000 1200

1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™")

Figura 2. Espectros Raman das médias espectrais dos grupos A, B e C, medidas em diferentes profundidades: superficie (0 um), 30 + 3 um

e 60 + 3 um abaixo da superficie da pele.

Figure 2. Raman mean spectra of groups A, B and C, measured at different depths: the skin surface (0 um), 30 + 3 um and 60 + 3 wm below

the skin surface.

Tabela 2. Atribuigdes dos modos vibracionais de espectros Raman da pele, onde v = estiramento e 8 = deformagio. Os valores das bandas
atribuidas neste trabalho foram feitas com uma revisao da literatura (Caspers et al., 1998; Penteado et al., 2008; Tfayli et al., 2007).

Table 2. Raman assignments of major vibrational modes for the human skin, where v = stretch and & = deformation. Values and assignments
used in this work were defined based on other literature reports (Caspers et al., 1998; Penteado et al., 2008; Tfayli et al., 2007).

Posic¢do (cm™) Estrutura Atribuicio
808 d (CCH) alifatico Tirosina
839 4 (CCH) aromatico Tirosina
874 v (CC); v (CN), PCA Ac. Pirrolidénico
930 v (CC) a-hélice Carotenoides e colesterol
985 3 (CCH) Oleofinas
1040 v (CC) cadeia randémica Lipideos
1141 v (CC) cadeia trans Lipideos
27 e Tirosina e fenilalanina
1249 8 (CH,) wag; & (CN) Amida III desordenada
1283 v (CN), 8 (NH) Amida III o-hélice
1293 s¢Hy
1398 8 (CH,) NMF
1440 8 (CH,) Lipideos e proteinas
1557 v (C=C) Oleofinas
1591 v (C=C) Oleofinas, tirosina e fenilalanina
1636 v (C=0) Amida I o-hélice
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compreender melhor o processo do envelhecimento
cutaneo em diferentes faixas etarias e profundidades
da pele. A Tabela 2 contem os principais modos
vibracionais da pele com suas estruturas e atribuigdes.

Na Figura 2 veem-se os espectros Raman médios
da superficie da pele (0 pum) e das profundidades
30 £3 um e 60 £ 3 um dos grupos A, B e C. As
faixas espectrais indicadas de R1 a R9 sdo as regides
escolhidas para o calculo das areas, onde as setas
indicam as bandas dos modos vibracionais de maior
interesse.

As areas foram calculadas para as bandas que
correspondem as biomoléculas com diversas funcdes

3,0 Grupos:
—a— A
25+ —— C
G
2 2,0
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<5t
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0,5 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1
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Figura 3. Areas calculadas pela integragdo das bandas dos modos
vibracionais na regido de 849 a 887 cm™' (R2), dos grupos A, B e
C. As linhas mostram as tendéncias em fung¢ao da profundidade.
Figure 3. Areas of bands, of the three groups (4, B and C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 849 to
887 em™ (R2). The lines show the tendency of the areas depending
on the depth.
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Figura 4. Areas calculadas pela integragio das bandas dos modos
vibracionais na regido de 887 a 1005 cm™ (R3), dos grupos A, B
e C. As linhas mostram as tendéncias em fungao da profundidade.
Figure 4. Areas of bands, of the three groups (A, B and C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 887 to
1005 cm™ (R3). The lines show the tendency of the areas depending

on the depth.
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na pele. Os célculos de area fornecem informagdes
sobre o aumento ou a diminui¢cdo na quantidade
destas distintas biomoléculas da pele. Os resultados
dos calculos de area estdo expressos, sob a forma
de graficos, nas Figuras de 3 a 8 para uma melhor
visualizagdo e discussdo dos dados encontrados. Em
todos os graficos, os desvios padrdo estdo indicados
pelas barras e os valores médios das areas estdo
indicados pelos pontos.

Os valores de area calculados para a regido entre
849 e 887 cm! (R2), para os trés grupos nas trés
profundidades estudadas podem ser visualizados
na Figura 3.

Na Figura 4 podem ser vistos os valores de area
calculados na regido entre 887 e 1005 cm™ (R3) para
as trés profundidades dos trés grupos estudados.
Os grupos mostraram aumentos aproximadamente
lineares, crescentes de valor de area em funcdo do
aumento da profundidade.

Na Figura 5 encontra-se a dependéncia dos valores
das éreas calculadas para a regido de 1168 a 1226 cm™!
(R6) em fungdo da profundidade da pele e da idade das
voluntarias. Neste grafico, verificou-se a semelhanga
dos valores medidos nos grupos A e B, que apresentam
uma leve tendéncia de decréscimo com o aumento
da profundidade.

Os valores de area calculados, na regido entre
1226 e 1355 cm™! (R7), centrada em 1283 cm!
sdo encontrados na Figura 6. Ao avaliar as fungdes
relativas de cada grupo e as respectivas barras de
erro, verificaram-se diferengas significativas das areas
calculadas na superficie da pele, convergindo com o
aumento da profundidade.
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Figura 5. Areas calculadas pela integragdo das bandas dos modos
vibracionais na regido de 1168 a 1226 cm™! (R6), dos grupos A, B
e C. As linhas mostram as tendéncias em fungao da profundidade.
Figure 5. Areas of bands, of the three groups (A, B and C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 1168 to
1226 cm™ (R6). The lines show the tendency of the areas depending
on the depth.
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Observam-se na Figura 7 os valores de area
calculados, na regido de 1355 a 1483 cm™ (R8). Nessa
faixa, a banda dos modos vibracionais levada em
consideracao foi a centrada em 1441 cm™ atribuida a
presenca de lipideos e proteinas. A analise das barras
de erro das medidas nos trés grupos de estudo e as
diferengas percentuais de aproximadamente 10% de C
em relagdo a A e B, permitiram a avaliagao de que os
trés grupos apresentaram um comportamento funcional
muito semelhante da quantidade de lipideos e proteinas
em relagdo a profundidade. Assim, pode-se inferir
que nao foi verificada uma alteraco significativa da
quantidade de lipideos e proteinas em relagdo a idade
e em relacdo a profundidade.

42
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Figura 6. Areas calculadas pela integragio das bandas dos modos
vibracionais na regido de 1226 a 1355 cm™ (R7), dos grupos A, B
e C. As linhas mostram as tendéncias em fungéo da profundidade.
Figure 6. Areas of bands, of the three groups (4, B and C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 1226 to
1355 cm™ (R7). The lines show the tendency of the areas depending
on the depth.
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Figura 7. Areas calculadas pela integragdo das bandas dos modos
vibracionais na regido de 1355 a 1483 cm™ (R8), dos grupos A, B
e C. As linhas mostram as tendéncias em fungao da profundidade.
Figure 7. Areas of bands, of the three groups (4, B e C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 1355 to
1483 cm™ (R8). The lines show the tendency of the areas depending
on the depth.
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Os valores de area calculados, na regido de
1483 a 1708 cm™' (R9), para os trés grupos nas trés
profundidades estudadas sdo encontrados na Figura 8.
Nessa faixa, a banda dos modos vibracionais levada
em consideragdo foi a centrada 1637 cm™, atribuida a
presenca de amida I. As barras de erro dos trés grupos
e as diferengas percentuais de aproximadamente 10%
entre 0 maximo ¢ o minimo valor de area, mostram
uma tendéncia crescente do grupo funcional amida
com a profundidade da pele. O grupo mais jovem
apresentou uma quantidade de amida maior que os
demais, com um ponto maximo em 30 + 3 um.

Discussao

De acordo com a Tabela 2, as bandas dos modos
vibracionais centradas aproximadamente em 808,
839, 1217, 1591 cm™, correspondem a presenca de
tirosina na pele, que ¢ responsavel pela sintese de
melanina. A presenga da enzima tirosinase, concentrada
no aparelho de golgi dos melandcitos é responsavel
pela produgao de tirosina. O pigmento ¢ originado
a partir da polimeriza¢do do aminoécido tirosina
por intermédio da acdo da tirosinase, a qual passa
de aminoécido incolor a um pigmento castanho
(Oliveira et al., 2004).

A tirosina polimerizada deposita-se em vesiculas
denominadas melanossomas, as quais se deslocam pelos
prolongamentos citoplasmaticos dos melandcitos e
sdo entdo transferidas para os queratindcitos através
de um processo de secre¢do denominado secregio
citdcrina (de célula para célula). Os granulos de
melanina permanecem no citoplasma dos queratindcitos
(Oliveira et al., 2004).
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Figura 8. Areas calculadas pela integragio das bandas dos modos
vibracionais na regido de 1483 a 1708 cm™ (R9), dos grupos A, B
e C. As linhas mostram as tendéncias em fungao da profundidade.
Figure 8. Areas of bands, of the three groups (A, B and C), resulting
from curve fitting of Raman spectra in the frequency range of 1483 to
1708 cm™ (R9). The lines show the tendency of the areas depending
on the depth.
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A banda dos modos vibracionais centrada em
874 cm ! refere-se a presenga de acido pirrolidonico,
que ¢ um dos principais constituintes do NMF da
pele (Caspers et al., 1998; Penteado et al., 2008;
Tfayli et al., 2007). O PCA e seus derivados sdo
estudados em virtude da capacidade de hidratar o
estrato corneo e sao bastante utilizados em produtos
cosmecéuticos com a fun¢do de melhorar a pele seca
e escamosa (Walters e Roberts, 2008).

Em 930 cm™' ¢ atribuida a presenga de carotenoides
na pele. Lademann et a/. (2009) mostraram um
método ndo invasivo para a determinacao in vivo de
carotenoides na pele humana e observaram que os
individuos com altos niveis desses constituintes tém
menos sulcos e rugas que individuos com menores
niveis de antioxidantes. Porém, os carotenoides nao
podem ser produzidos pelo organismo e precisam
ser incorporados na dieta rica em frutas e legumes.

Jaem 985, 1040 e 1141 cm™ atribuem-se a presenca
de lipideos e colesterol na pele, os quais exercem a
importante fung¢do de barreira no estrato corneo, cujas
integridade e organizac¢do sdo fundamentais para
prevenir a aumentada perda de agua transepidermal
(Caspers et al., 1998; Penteado et al., 2008; Tfayli et al.,
2007).

A amida ITI, relacionada ao precursor do colageno,
pré-colageno, apresenta as bandas vibracionais
centradas em 1249, 1283 ¢ 1293 cm™' (Caspers et al.,
1998; Penteado et al., 2008; Tfayli et al., 2007).

A banda centrada em 1398 cm™! relaciona-se aos
modos vibracionais do NMF, o qual é composto por
moléculas de baixo peso molecular, higroscopicas
que previnem assim, a sua evaporagdo. Essas
moléculas sdo, principalmente, aminoacidos, acido
pirrolidonico carboxilico, lactato de sodio, acido
latico e ureia (Caspers et al., 1998; Penteado et al.,
2008; Tfayli et al., 2007).

A banda dos modos vibracionais centrada em
1440 cm™! refere-se a presenga de lipideos e proteinas
e apresentam como fungdo impermeabilizar a pele,
prevenindo a perda de agua (Caspers et al., 1998;
Penteado et al., 2008; Tfayli et al., 2007).

Em 1557 ¢ 1591 cm ! constatam-se as presengas
de oleofinas, fenilalanina e tirosina, respectivamente
(Caspers et al., 1998; Penteado et al., 2008; Tfayli et al.,
2007).

E, por ultimo, a banda dos modos vibracionais,
centrada em 1636 cm™, é atribuida a presenga de
amida I, relativa ao colageno (Movasaghi et al., 2007).
Os modos vibracionais caracteristicos da amida I
sdo estiramento C=0, com menor contribuicdo de
deformagdo de N-H (Choi e Cho, 2009).

Nas Figuras 3 ¢ 4 as regides das bandas vibracionais
atribuidas ao acido pirrolidénico puro, como também
as presencas de colesterol e carotenoides, foram
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correlacionadas com a pele. Entretanto, observa-se que
o grupo C tem os maiores valores de area relativa que
os demais, contrariando outros estudos (Berry et al.,
1999; Engelke et al., 1997; Harding et al., 2000).
Com o aumento da idade, a pele torna-se mais seca
e os niveis de NMF diminuem em comparagdo com
a de jovens, refletindo, principalmente, em uma
redugdo natural devido a baixa sintese de profilagrina
(Harding et al., 2003). Esta discordancia entre os
resultados pode ser explicada pela contribui¢do mais
acentuada nesta regido de outros grupos funcionais,
como por exemplo, a tirosina.

Na Figura 5, os maiores valores das areas para
o grupo C podem ser explicados, pois a tirosina é
metabolicamente sintetizada a partir da fenilalanina e
contem um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila,
o0 que a faz mais hidrofilica do que a fenilalanina. Este
aminoacido com a hidroxila participa de diversas
sinteses importantes, dentre elas o pigmento da
melanina. Com o aumento da idade ocorre maior
concentragdo desse pigmento levando ao aparecimento
de manchas indesejadas na pele senil (Nicoletti et al.,
2002). Este resultado também reforga a hipdtese da
tirosina ter influenciado os resultados mostrados nas
Figuras 3 e 4, pois com a idade existe um decréscimo
do PCA, mas um acréscimo da tirosina. Como ambos
possuem modos vibracionais nestas regioes, ha uma
competi¢do, o que dificulta o entendimento dos efeitos
do envelhecimento na produgdo de certas biomoléculas.

Na Figura 6 observa-se que a diferenca dos
valores das areas de C com relagdo as areas de Ae B
s30 pequenas, onde se pode notar que o maior valor
encontrado da area sob a curva foi para o grupo C
para a superficie. Este comportamento esta ligado
a presenca do grupo amino secunddrio de residuos
de prolina constituido em uma conformacao rigida,
que reduz estruturalmente a flexibilidade das regides
contendo prolina (Nelson e Cox, 2008). Assim, o maior
valor de area sob a curva para o grupo C, composto
de individuos com maior faixa etaria, € associado
as alteragdes do processo do envelhecimento que
atinge este grupo. A pele do idoso ¢ estrutural e
funcionalmente diferente de outros grupos etarios. A
epiderme ¢ fina e tem a renovagao celular mais lenta,
resultando em menos resisténcia ao dano externo
(Laube, 2004).

Na Figura 7, as areas estdo muito proximas e,
considerando a barra de varia¢ao, o comportamento
¢ muito semelhante. Assim, nesta regido nao existe
a contribuicdo acentuada de dado grupo funcional
que possa evidenciar uma dependéncia com a idade.

A amida I apresenta modo vibracional centrado
em 1637 cm! e estd relacionada ao colageno
(Movasaghi et al., 2007). Na Figura 8 observa-se
que o grupo C apresentou menor porcentagem no
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valor da rea atribuida a esta biomolécula relacionando
este comportamento & menor concentragdo de
colageno em individuos com maior idade. De fato,
na epiderme envelhecida ocorre o achatamento da
juncao dermo-epidérmica com diminuigao das fibras
de ancoragem, especialmente de colageno (Boisnic e
Blanchet, 2005; Silva e Carneiro, 2001; Tzaphlidou,
2004) o qual degrada com o tempo, levando ao
aumento das ligacdes cruzadas e desorganizacao das
fibras (Hadshiew et al., 2000).

Conclusao

Os resultados obtidos mostraram a possibilidade
de utilizar a espectroscopia Raman Confocal no
entendimento do processo de envelhecimento em
relagdo as biomoléculas. Os resultados das comparagdes
intergrupos mostraram que o grupo de maior idade teve
prevaléncia da banda da tirosina, mas um decréscimo
da banda centrada em 875 cm™ do 4cido pirrolidénico.
A banda da amida I, centrada em 1637 cm™, atribuida
a presenga de colageno, como também outras proteinas
e lipideos, apresentou uma menor quantidade no
grupo C, que poderia ser justificado pelo decréscimo
na concentracao de colageno em fungao da idade. No
entanto, a complexidade do espectro Raman da pele
mostrou que a correlagdo entre os espectros Raman
dos aminoacidos puros nao ¢ diretamente obtida.
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