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APRESENTACAO

A obra “A Producéo do Conhecimento na Engenharia Biomédica” consiste em
um livro de publicacéo da Atena Editora, com 21 capitulos em volume Unico, nos quais
apresentam estratégias para as técnicas e tecnologias na producédo de trabalho em
saude.

As Tecnologias em Saude € um processo abrangente, por meio do qual sédo
avaliados os impactos clinicos, sociais e econdmicos das tecnologias em saude,
levando-se em consideracéo aspectos como eficacia, efetividade, seguranca, custos,
custo-efetividade, entre outros, a mesma deve ser compreendida como conjunto de
ferramentas, entre elas as ag¢des de trabalho, que péem em movimento uma acgao
transformadora da natureza. Desse modo, além dos equipamentos, devem ser incluidos
0s conhecimentos e acdes necessarias para opera-los: o saber e seus procedimentos.

Entretanto, o sentido contemporéneo de tecnologia, portanto, diz respeito aos
recursos materiais e imateriais dos atos técnicos e dos processos de trabalho, sem,
contudo, fundir estas duas dimensdes. Além disso, dado o grande desenvolvimento do
saber técnico-cientifico dos dias atuais, este componente saber da tecnologia ganha
qualidade estatuto social adicionais. Assim, novas tecnologias sdo lancadas no
mercado todos os dias e com isso as demandas pela incorporacéo pelo sistema de
saude geradas pelas industrias, pacientes e profissionais de saude, tém crescido e
continuara crescendo.

Com o intuito de colaborar com os dados ja existentes na literatura, este volume
traz atualizacbes sobre novas tecnologias que implementam melhores estratégias
terapéuticas, que podem inovar o tratamento dos pacientes de um modo mais pratico
e resolutivo, assim esta obra é dedicada tanto a populacéo de forma geral, quanto aos
profissionais e estudantes da area da saude. Dessa forma, os artigos apresentados
neste volume abordam: aplicabilidade da robotica em terapia para reabilitacdo de
pacientes com perdas de membros; jogo educativo para avaliagdo cognitivo-motor
de deficientes intelectuais, avaliacdo da resposta da frequéncia cardiaca de adultos
durante teste cardiopulmonar; tecnologias aplicadas a oftalmica como forma de
melhorar a qualidade de vida; exposicao a radiagao ionizante em cirurgias ortopédicas;
consideragdes sobre 0 espectro luminoso da descarga eletrocirirgica; desenvolvimento
de hidrogéis de quitosana associados a Ibuprofeno para liberagdo controlada; sistema
de identificacao de alimentos baseado em imagens de porc¢des alimentares; a hemolise
como fator interferente em parametros bioquimicos; planejamento em area estética de
implante instalado tardiamente pds exodontia - relato de caso clinico e epidemiologia
do Alzheimer.

Sendo assim, almejamos que este livio possa colaborar com informacoes
relevantes aos estudantes e profissionais de saude sobre diferentes tecnologias e
técnicas aplicada & saude, que podem ser usadas para aprimorar a pratica profissional,
e também para a populacédo de forma geral, apresentando informagdes atuais sobre



técnicas e tecnologias aplicadas a saude.
Nayara Araujo Cardoso

Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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RESUMO: A avaliacdo de repelentes de insetos
é criticada por empregar pessoas nos protocolos
de testes (in vivo). Técnicas que evidenciem a
presenca do principio ativo na pele podem ser
usadas para reduzir esse uso de voluntarios.
A espectroscopia Raman é uma opc¢éao para a
identificacéoinvivo e quantificagdodosprincipios
ativos na pele. Neste estudo foram obtidos
espectros de apresentagdes (spray e locéo) de
repelentes de inseto de marca lider de mercado.
Outros espectros foram obtidos de sitios do

A Produgao do Conhecimento na Engenharia Biomédica

INSETOS NA PELE

antebraco de 15 voluntarios, considerando
um sitio controle (sem aplicagao) e dois com
aplicacéo de spray e locéo, respectivamente.
Nos espectros de spray e locéao identificou-
se picos Raman correspondentes ao principio
ativo (diethyl toluamide — DEET), conforme
identificados na literatura especializada (picos
em 524, 690, 1003, 1297, 1460 e 1606 cm™)
com pouca sugestdao de picos referentes aos
excipientes. Nos espectros dos sitios onde
houve aplicacao,
dos picos da pele (proteinas e lipidios), picos
do DEET, comparando-se aos espectros do
controle. A analise ANOVA com po0s-teste
de Tukey pareado (p < 0,05) indicou que os
picos 526 e 1003 cm™, referentes ao DEET,
apresentaram

foram observados, além

intensidade significativamente
maior nos grupos pele com produto versus
controle, evidenciando a presenca do repelente
na pele. Concluiu-se ser viavel a utilizagdo
da espectroscopia Raman para identificacéo
do principio ativo de repelentes de insetos
aplicados na pele e, que a metodologia, pode
ser utilizada para a identificacdo de outros
produtos tdépicos com caracteristicas similares
e mesma avaliacdo quantitativa do principio
ativo na pele.

PALAVRAS-CHAVE: espectroscopia Raman;
protetor solar; repelente de insetos; deteccéo in
vivo.
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ABSTRACT: Testing for insect repellents is criticized for employing people in test
protocols (in vivo). Techniques that evidence presence of active ingredients in the skin
can be used to reduce the use of volunteers. Raman spectroscopy is an option for in
vivo identification and quantification of active ingredients in skin. In this study, Raman
spectra of insect repellent (spray and lotion) were obtained from the market leader
brand. Spectra were also obtained from sites located on forearm of 15 volunteers,
including one control site (no product application) and two sites with spray and lotion
application, respectively. In spray and lotion spectra, Raman peaks corresponding to
active ingredient DEET (diethyl toluamide) were identified, corresponding to peaks found
in literature (peaks at 524, 690, 1003, 1297, 1460 and 1606 cm™") with little suggestion
of peaks from excipients. In spectra of sites where products were applied, intensities
of DEET peaks were compared to those of control spectra. ANOVA with paired Tukey
post-test (p <0.05) indicated that the peaks at 526 and 1003 cm™, related to DEET,
showed significantly higher intensity in the groups with product (spray and lotion)
versus control, evidencing presence of repellent in skin, besides skin peaks (proteins
and lipids features) occurs at the same positions. The use of Raman spectroscopy
for identification of insect repellent active ingredient applied topically on the skin was
conclusive and showed that the methodology can be used to identify topical products
with similar characteristics and even evaluate quantitatively active ingredient in the
skin.

KEYWORDS: Raman spectroscopy; insect repellent; diethyl toluamide (DEET); in vivo
detection.

11 INTRODUCAO

Repelentes de insetos sdo produtos cosméticos que se apresentam como
produtos que combatem os riscos trazidos pela acao de artrépodes, reduzindo o risco
de transmissdo de doencas infecciosas e reacdes imunoalérgicas decorrentes das
picadas destes insetos. Para tanto, os repelentes comercialmente disponiveis possuem
formulacbes capazes de produzir nos insetos uma reagdo de desencorajamento a
aproximacao de areas tratadas como a pele do usuario, suas roupas ou superficies
quaisquer. O diethyl toluamide (DEET) é o principio ativo de repelentes de insetos
mais usado ao redor do mundo (RIBAS; CARRENO, 2010).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), classifica os repelentes
de insetos como cosméticos de nivel 2 (ANVISA, 2015) que requerem a aprovacao
da agéncia segundo um protocolo definido pela agéncia. De acordo com a Resolugéo
RDC no. 19/2013 da ANVISA (ANVISA, 2012), os protocolos indicados pela United
States Environmental Protection Agency (US EPA) (US EPA, 2010) e pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (OMS, 2009) constituem-se como protocolos capazes
de fornecer aos fabricantes os meios necessarios para conduzir investigacdes que
comprovem a capacidade protetiva dos repelentes de insetos. Em linhas gerais, ambos
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os padrdes indicados pela ANVISA se constituem como metodologias que envolvem
a exposicao de individuos a acéo de insetos de modo a comparar o efeito do produto
aplicado a areas especificas da pele do individuo com areas sem aplicagao (controle).

Tais abordagens experimentais levantam questdes éticas em virtude do uso de
seres humanos como sujeitos de pesquisa (SARDENBERG, 1999). Observa-se como
agravante a necessidade a realizagdo de novos ensaios a cada nova formulagéo
proposta pelos fabricantes, o que exige uma nova rotina de exposi¢cao de diversos
individuos aos insetos. Soma-se a isto as criticas apontadas por varios estudos
(BARNARD, 2005; CARROLL et al., 2010; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013;
RODRIGUEZ et al., 2015) com respeito aos protocolos estabelecidos para avaliagao
da capacidade protetiva dos repelentes de insetos. Barnard (BARNARD, 2005) faz
uma discusséo sobre os diferentes protocolos de avaliacdo de repelentes, incluindo
os indicados pela US EPA e pela OMS, e destaca que essas metodologias trazem
incertezas que afetam a precisdo dos resultados devido a caracteristicas como por
exemplo o aparato de testes utilizado e o apetite dos mosquitos utilizados nos testes.
Outras pesquisas, que baseiam seus protocolos de avaliagdo no comportamento
dos insetos, também tratam das dificuldades relatadas por Barnard (2005), sem, no
entanto, propor solugdes para diminuir estas incertezas (RODRIGUEZ et al., 2015;
CARROLL et al., 2010; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).

E a partir deste contexto que surge a demanda por um meio que minimize o uso
dos testes que exponham individuos as picadas de insetos. A espectroscopia Raman
no infravermelho préximo € uma técnica que seria capaz de indicar a presenga na
pele de um determinado principio ativo e isso pode servir de evidéncia da capacidade
protetiva do produto.

A espectroscopia Raman é uma técnica de andlise Optica capaz de identificar
compostos quimicos presentes tanto em formulagdes quanto em aplicagdes topicas na
pele. Tem como vantagens o fato de ser um método nao invasivo, que permite rapida
aplicagdo, nao implica em destruicdo da amostra e € capaz de trazer resultados com
especificidade molecular in vivo (HANLON et al., 2000). Esses aspectos propiciam
o desenvolvimento de protocolos de pesquisa simples, confidveis e precisos para a
determinacao da presenca de principios ativos de repelentes aplicados topicamente a
pele, bem como sua quantificacao.

A espectroscopia Raman baseia-se no efeito Raman, que é o espalhamento
inelasticodaluz porumamoléculapolarizavel (HANLON etal., 2000). Simplificadamente,
nas moléculas polarizdveis (em geral apolares, como a maioria das moléculas
organicas), aincidéncia de um féton promove a polarizagcao da nuvem eletrénica, criando
um dipolo induzido pelo campo elétrico da radiacéo incidente, e que vibra na mesma
frequéncia desta radiacao (Figura 1). Este dipolo induzido emite, entao, radiacdo no
mesmo comprimento de onda da radiacao incidente (espalhamento Rayleigh). Porém,
as vibracbes moleculares podem alterar a polarizabilidade da nuvem eletrénica deste
dipolo induzido durante a vibragao, refletindo-se em mudancas discretas na energia
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dos fotons espalhados (decorrentes da polarizagcéao induzida) e que tem relacdo direta
com a energia das vibragdes moleculares, caracterizando o espalhamento Raman.
Isso é expresso na forma de um espectro de luz espalhada com picos caracteristicos,
que possuem posicoes dependentes das vibragcbes moleculares e intensidades
dependentes da polarizabilidade, e que coletado através de um espectrémetro, se
apresenta como uma assinatura espectral ou “impresséo digital” do composto quimico
em analise (HANLON et al., 2000).
Espalhamento Raman-foton

emitido com frequéncia menor
do que o foton incidente

Foéton n VRaman — Vo — Vwib
incidente\ ; /
N\ Jo /o
\\ ! //
b ! Fa
\\ rll /,/
% ! /’ Espalhamento Rayleigh-

§ vl foton com mesmafrequéncia
do foton incidente

(.

VRayleigh = Vo

Figura 1: Diagrama esquematico da irradiagdo de uma molécula organica por uma luz monocroma-
tica (v,) e dos fotons espalhados elasticamente (v v — espalhamento Rayleigh) e inelastica-

Rayleigh = 0
mente (V... =V, - Vup — €SPalhamento Raman).

Diversos autores exploraram a aplicacdo da espectroscopia Raman como
meio de verificar a agcao de um principio ativo sobre a pele. Chrit et al. (CHRIT et al.,
2007) fez uma investigacao sobre o efeito de principio ativo de hidratagcao; Mélot et
al. (MELOT et al., 2009) investigou a acdo de melhoradores de penetracdo na pele,
como o propilenoglicol; Jentzsch et al. (JENTZSCH; RAMOS; CIOBOTA, 2015) fez
uma avaliacao do uso da espectroscopia Raman na identificacdo de 6leos essenciais
na formulagcao de produtos tépicos em uma aplicacao para a industria de cosméticos.
Portanto, a espectroscopia Raman tem um historico de aplicacbes na identificacao
de compostos tdpicos na pele e tem potencial para atendimento dos requisitos para
identificac&o e quantificac&o de principios ativos de repelentes in vivo.

Este trabalho tem como o objetivo a analise, através da espectroscopia Raman,
de repelentes de insetos disponiveis comercialmente em apresentagdes spray e logcao,
para a identificacdo dos picos principais do principio ativo presente nas formulacdes
destes produtos. O trabalho também objetiva a determinacdo da presenca, in
vivo, destes produtos aplicados topicamente em regides da pele de voluntarios
comparativamente as regides de controle, visando obter uma metodologia optica para
avaliacao da presenca do principio ativo destes produtos na pele.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Anhembi Morumbi (Processo no. CAEE 69573917.9.0000.5492). Os voluntéarios que
concordaram em participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
—TCLE.

Participaram da pesquisa 15 voluntarios (6 homens e 9 mulheres) para aplicagéo
das formulagdes comerciais de repelentes de insetos. Os critérios de inclusao foram:
voluntarios sadios, com idade entre 18 e 60 anos, sem lesdes benignas ou malignas de
pele, e a auséncia de reacdes alérgicas conhecidas a componentes dos produtos apds
anamnese. Os critérios de exclusao foram reacdes alérgicas aos produtos durante a
realizacao do experimento e sensibilidade dolorosa a poténcia do laser usado para
coletar os espectros Raman.

Foram utilizados no estudo repelentes de insetos comercialmente disponiveis,
nas apresentagdes spray e locao (identificado como SPR e LOC), de uma marca lider
de mercado. Os repelentes de insetos possuiam composicdo quimica (formulacao)
conforme Tabela 1.

Presenca na formula
SPR LOC
X X
(6,65%) (7,125%)
Aqua X

Repelente — componentes™™

DEET*

Polyacrylic acid

Stearate-2

Stearyl alcohol glyceryl stearate
PEG-100 stearate
Methylparaben

Triethanolamine

Parfum
Aloe barbadensis flower extract

Benzyl salicylate

Coumarin

Hydroxycitronellal

Limonene

Linalool

Butylphenyl methylpropional

XXX [X[X|X|[X]|X

XXX XXX XXX | X[ X|[X][X|[X]|X

Alcohol benzyl methylpropional

Tabela 1: Componentes dos repelentes de insetos considerados no estudo conforme
informacdes do rétulo.

(*) principio ativo do produto — Os valores indicados na tabela correspondem a propor¢éao em volume.

(**) os componentes indicados tém nomenclatura conforme a INCI
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Aplicacao dos produtos na pele dos voluntarios

Inicialmente, nos locais em que ocorreu a aplicacéo, houve a higienizagdo com o
auxilio de um tecido embebido em alcool 96°GL para a remoc¢éao de gordura, sujidade,
contaminantes quimicos e microbiol6gicos.

A aplicacao dos repelentes de insetos foi realizada na regido antero-medial dos
antebracos de cada individuo, considerando-se este em posicao anatomica (BETTS
et al., 2013). A aplicac&o ocorreu em 2 marcagdes circulares com 25 mm de diédmetro,
identificados por sitio spray - SPR e lo¢do - LOC, conforme mostra a Figura 2 (uma
em cada antebraco), e uma terceira marcagao nao recebeu produto (sitio de controle,
identificado como CTR em um dos antebracos). O repelente de insetos em spray foi
aplicado na regiao do antebraco direito, de modo a evitar contaminagcéo com as outras
regides do antebraco esquerdo (CTR e repelente LOC). A aplicacdo do repelente de
insetos em spray foi feita diretamente na pele do individuo, através de uma Unica
borrifada a uma distéancia de 15 cm da superficie da pele, e a aplicacado do repelente
de insetos em locéo foi feita inicialmente medindo-se uma quantidade padronizada
(10 mg) com auxilio de uma microespatula, e espalhando-se o produto pela area
demarcada com esta mesma microespatula. No estudo foram usadas quantidades
compativeis com as instru¢des contidas nos rétulos dos produtos utilizados, uma
vez que as metodologias de teste recomendadas pela ANVISA nédo sao baseadas na
avaliacao dos produtos finais, mas na avaliagdao do principio ativo diluido em etanol
(OMS, 2009).

«

R e

(e ()em
Z-

-

Figura 2: Marcagdes no antebrago dos voluntarios para a aplicacao dos repelentes. CTR —
controle; LOC — logéo; SPR — spray.

A aplicacao no antebracgo procurou facilitar a descontaminagéo do local e evitar
a presenca de pelos que pudessem dificultar as leituras Raman. Considerando que
os produtos agem preferencialmente sobre o estrato corneo da pele, ndo é esperada
diferenca significativa em resultados tomados em outras por¢des do braco.
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Ambos os produtos foram aplicados na pele dos voluntarios e aguardou-se pelo
menos 30 minutos antes da realizacéo da coleta dos espectros Raman.

Obtencao dos espectros Raman

Inicialmente os espectros foram obtidos dos produtos sem preparagao ou diluicao
acondicionados em um porta-amostra em aluminio. Estes espectros foram identificados
como: grupos REF_SPR e REF_LOC correspondentes aos repelentes spray e logcao.
A seguir, os espectros foram obtidos da pele dos voluntarios, de cada uma das regides
com os repelentes aplicados (sitios repelentes em spray e em creme) e também da
regiao sem tratamento (controle). A Tabela 2 mostra a quantidade de coletas por sitio.

Os espectros Raman foram coletados com um espectrémetro Raman dispersivo
(modelo Dimension P-1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA), com cabo de fibras 6pticas
“Raman probe” (modelo Vector Probe, Lambda Solutions Inc., MA, EUA) conforme
esquematizado na Figura 3. O espectrdmetro utilizado é equipado com laser de diodo
multimodo estabilizado, sintonizado em 830 nm, com poténcia maxima de 450 mW. A
extremidade distal do “Raman probe” foi colocada em contato com a pele, no momento
da coleta dos dados, sendo utilizada uma ponteira cbnica de aluminio a fim de
padronizar a distancia focal entre o “Raman probe” e a pele. O uso do “Raman probe”
permite repetibilidade da geometria de excitacdo e coleta do espectro e garantia da
distancia focal de excitagao e coleta. O ajuste do equipamento e metodologia para
coleta seguiram detalhes adotados por Silveira et al. (2015). Em cada sitio foram
obtidos 3 espectros, sendo utilizado o tempo de leitura de 20 s (2 s, 10 acumulacgdes)
e poténcia do laser de 250 mW na extremidade do “probe”.

Regiao de Aplicacao Nuamero de coletas Grupo
Spray 42 SPR
Locéo 39 LOC
CTR 43 CTR

Tabela 2: Sitios de aplicagéo dos produtos, nimero de coletas espectrais e nomenclatura dos
agrupamentos na pele dos voluntarios.

A Produgao do Conhecimento na Engenharia Biomédica Capitulo 5




Raman Probe

\Eamostms Microcomputador PC

Figura 3: Diagrama esquemaético do sistema Raman dispersivo que foi utilizado na coleta dos
dados espectrais, similar ao apresentado por Costa et al. (2018).

No espectrdmetro, a luz espalhada pela amostra é coletada pelo “probe”,
dispersada pelo espectrografo e direcionada ao detector tipo camera CCD (“charge-
coupled device”) (camera CCD “back thinned, deep-depletion”, 1340x100 pixels,
refrigerada por elemento Peltier) com temperatura de trabalho de -75 °C. O elemento
dispersor de luz, integrado ao espectrdmetro, possui resolu¢cdo de 6 cm™ na faixa
espectral util compreendida entre 400 e 1800 cm™'.

A aquisicdo e o armazenamento dos espectros s&o realizados por um
microcomputador PC utilizando o software RamanSoft (Lambda Solutions, Inc.,
MA, EUA), que controla a poténcia do laser, o tempo de exposicdo do detector e o
numero de aquisicées por amostra, armazenando 0s espectros para posterior analise
e interpretacéo.

A calibracao do espectrédmetro foi verificada por comparacao das bandas Raman
principais do naftaleno, que possui picos na regiao espectral de 500 a 1700 cm™.
A calibracdo da resposta espectral (calibracdo em intensidade) foi realizada pelo
fornecedor do equipamento e consiste na coleta do espectro de uma lampada de
filamento de tungsténio com espectro rastreado pelo “National Institute of Standards
and Technology” (NIST).

Pré-processamento dos espectros e analise estatistica

Os espectros Raman provenientes dos produtos acondicionados sobre o porta-
amostra e sobre a pele foram pré-processados em conjunto € da mesma maneira
conforme detalhado por Silveira et al. (2015). Primeiramente foram retirados os raios
cosmicos a partir da identificacdo de pontos com alta intensidade e que néo séo
caracteristicos de picos, foi feita a retirada da fluorescéncia de fundo (“background”)
a partir do ajuste e subtracédo de um polindbmio de ordem 7 a linha de base de cada
espectro, e foi feita a normalizacdo de cada espectro pela area sob a curva [“1-norm”
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ou “taxicab norm” (BOCKLITZ et al., 2011)]. Ap6s o pré-processamento, foi calculado o
espectro médio de cada um dos grupos considerados visando comparacao estatistica
das intensidades dos picos.

Com o auxilio da literatura Raman de compostos quimicos, foram identificados
picos mais significativos (mais intensos) correspondentes aos componentes: principio
ativo e excipientes, nos espectros dos produtos sem diluicdo conforme discriminados
nos rétulos dos repelentes (Tabela 1). Foi entdo realizada a identificacéo dos picos mais
intensos do principio ativo nos espectros Raman dos sitios da pele, nos respectivos
grupos de repelentes spray e lo¢cdo. Estes picos foram submetidos a analise estatistica
a fim de verificar se existe diferenca estatisticamente significativa na intensidade
destes picos nos sitios da pele onde os produtos foram aplicados comparativamente
as regides de controle. A analise estatistica considerada foi a anéalise de variancia
(ANOVA) pareada.

Primeiramente, realizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar se as
intensidades dos picos nas posi¢cdes do principio ativo nos espectros da pele com os
produtos eram compativeis com uma distribuicdo normal. Verificada esta condicéo,
foi aplicado o teste ANOVA pareado com pés-teste de Tukey-Kramer para obtengao
da significancia estatistica, considerando nivel de significancia de 5% (valor p < 0,05)
como valor limite para a rejeicao da hip6tese nula (WEAVER et al., 2017). A hipbtese
considerada é de que a aplicagdo do produto sobre a pele resulta em um espectro
com picos que apresentam diferenca nas intensidades em comparagcéo a um espectro
obtido na pele sem o produto.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectros Raman dos produtos nao aplicados a pele e picos mais
significativos

A Figura 4 apresenta os espectros Raman dos repelentes em formulacdes spray
e logéo sobre o porta-amostra (grupos de espectros SPR e LOC), onde destacam-
se o0s picos em 526, 690, 1003, 1295, 1458 e 1608 cm™ nas duas formulacdes. A
Tabela 3 relaciona o principio ativo indicado no rétulo do produto, os picos Raman
identificados na literatura, e a indicacéao se estes picos estao presentes nos espectros
das formulagdes. Pode ser observado que estes picos correspondem ao principio ativo
DEET presente na formulagao dos repelentes. Nao sao observados picos intensos dos
excipientes das formulagdes.
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Figura 4: Espectros Raman dos repelentes nas formulagées spray (REF_SPR) e logcéo (REF_
LOC). Os picos indicados representam o principio ativo DEET.

Presenca no Picos Raman caracteristicos (cm')
rétulo
SPR LOC Da literatura Da Figura 4
Sim Sim 524, 690, 1003, 1297, 1460 e 1606 526, 690, 1003, 1295,
1458 e 1608

(BORIO; FERNANDES; SILVEIRA, 2016)

Tabela 3: Picos Raman caracteristicos do principio ativo DEET nas amostras dos repelentes
spray e lo¢éo conforme identificados em literatura.

Na Figura 5 sao apresentados os espectros Raman médios in vivo de pele com
repelente nas apresentagcbes spray (SPR) e locao (LOC) e de pele sem aplicacdo
de repelente (CTR). Os picos Raman indicados na Figura 5A s&o os principais do
principio ativo DEET. Nas Figuras 5B, 5C e 5D estdo destacados os picos em 527,
690 e 1003 cm™, que indicam sobreposi¢ao entre os picos Raman da pele e do DEET.
Em 527 cm™ ha a sobreposi¢cao do pico do DEET com o pico em torno de 540 cm™ da
pele normal, atribuido a vibracao de estiramento da ponte disulfeto (S-S) em proteinas
da pele (actina, colageno e elastina) (SILVEIRA et al., 2012); em 609 cm™, o pico do
DEET esta em um “vale” entre picos da pele em 640 e 720 cm™, também atribuidos
a proteinas (C-C twisting da fenilalanina e tirosina e estiramento C-S das proteinas,
respectivamente, com contribuicdo da vibragcdo C-N da colina dos fosfolipidios para
o pico em 720 cm™) (SILVEIRA et al., 2012); e em 1003 cm™ h& sobreposicdo do
DEET com o pico atribuido a proteinas em 1004 cm™ (vibragdo do anel aromatico da
fenilalanina e tirosina).
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Figura 5: A) Espectros Raman médios de pele com repelente nas apresentacdes spray (SPR)
e locao (LOC) e de pele sem aplicacéao de repelente (controle, CTR); B), C) e D) apresentam
plotagem dos picos em 527, 690 e 1003 cm™', respectivamente, com ampliacdo que permite
observar a sobreposicao dos picos referentes ao DEET com os picos comuns a pele referentes
aos sitios SPR, LOC e CTR

Analise estatistica dos picos dos repelentes identificados na pele

A Figura 6 apresenta o valor médio e o desvio padrdo das intensidades dos
picos Raman do DEET encontrados nos espectros da pele nos trés grupos da Figura
5. O teste ANOVA pareado com pos-teste de Tukey-Kramer identificou significancia
estatistica nestas intensidades nos sitios com aplicacao dos repelentes relativa ao
grupo controle. Em funcéo da significante maior intensidade, principalmente dos picos
em 527 e 1003 cm™, € possivel afirmar que estes picos indicaram a presenca do DEET
na pele dos voluntarios.

00014 7 (4) Pico 527 cm™ 5 0005 4 (D) Pico 690 cm™ 00018 7 () Pico 1003 cm’'

0.0012 % N * 0.0016 - % *

0.0010 0.0004 7 0.0014

0.0008 - { { { 0.0003 7 0.0012 1 { {

0.0006 0.0002 7 { 0.0010 -

0.0004 0.0001 0.0008 A

0.0002 . . . 1 0.0000 T T T 1 0.0006 . . . :
CTR SPR LocC CTR SPR LOC CTR SPR LOC

Grupos Grupos Grupos

Figura 6: Plotagem das intensidades médias e desvios padrdo dos picos Raman do principio
ativo DEET encontrados nos espectros da pele. As letras (a) e (b) indicam significancia
estatistica dos grupos SPR vs CTR (a) e LOC vs CTR (b) pelo teste ANOVA/Tukey-Kramer
(valor p < 0,05)
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Na regiao dos picos em 527 e 1003 cm™ (Figuras 5B e 5D, respectivamente), onde
h& a sobreposicao dos picos da pele [540 e 1004 cm™ — proteinas (ponte dissulfeto
e fenilalanina/tirosina)] com o do DEET, a aplicacéo do teste estatistico pareado é
importante devido a existéncia da sobreposicao, haja vista que a regiao de controle
€ no mesmo individuo e que testes pareados sdo capazes de identificar diferencas
estatisticas entre os valores das intensidades dos picos quando os individuos sao os
mesmos antes e depois da aplicagcao dos produtos, o que torna possivel a associacéo
destes picos ao principio ativo dos produtos.

Os resultados apresentados mostraram picos que podem ser utilizados como
indicadores da presenca dos produtos estudados na pele. A espectroscopia Raman,
como técnica nao invasiva e que pode ser aplicada in situ e in vivo, ndo provoca
alteracdo no material em estudo, mostra-se como meio versatil e rapido para a
identificac&o destes produtos na pele.

Com estas caracteristicas é possivel vislumbrar a aplicagcédo da espectroscopia
Raman como um coadjuvante no processo de avaliacdo da capacidade protetiva
de repelentes de insetos. E possivel elaborar um contexto em que, como parte do
protocolo de testes de repelentes, verifique-se que 0s principios ativos presentes na
pele, com o tempo, mantém-se presentes. Outra possibilidade seria a verificacado e
eficacia de um produto a partir da confirmacao da sua presenca na pele a partir de
uma leitura com o espectrometro Raman da leitura da pele tratada.

A partir dos resultados foi possivel concluir que os procedimentos adotados
durante o trabalho para a aquisi¢céo, coleta e analise dos espectros, constituem-se em
metodologia que pode ser adotada para a avaliagao de produtos que sejam de uso
topico e cuja eficacia dependa da presenca dos principios ativos na pele.

41 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou uma metodologia baseada na espectroscopia Raman
para a determinacdo da presenca de repelentes de insetos aplicados na pele de
voluntarios, o que possibilitou a observacédo dos picos relacionados ao principio
ativo presente nos produtos em teste (spray e lo¢do), utilizando-se as intensidades
dos picos do principio ativo de cada produto (DEET), e a identificagcdo dos picos
referentes a este principio ativo pela pesquisa dos espectros dos compostos quimicos
na literatura especializada. Através de analise estatistica (ANOVA com pos-teste de
Tukey-Kramer, valor p < 0,05), foi possivel estabelecer a existéncia de uma diferenca
estatisticamente significativa dos picos em 527 e 1003 cm (relacionados ao DEET),
quando comparada a pele com os produtos aplicados topicamente comparativamente
com a pele sem os produtos (controle), o que € indicativo da presenca destes produtos
na pele dos voluntarios. Os picos dos principios ativos em 1003 cm™ estdo na mesma
posicao dos picos da pele em 1004 cm™ (atribuido a fenilalanina), e mesmo assim foi
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possivel a diferencia¢do estatistica da pele tratada em relacéo a ngo tratada.
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