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RESUMO

: Cabelo humano pertence a um grupo de proteinas denominadas o-gueratina. Uma fibra
capilar contém 3 a 4 diferentes subunidades: cuticula, cortex, complexo da membrana celular
(CMC) e, eventualmente, medula. As ceramidas s¥io lipidios do CMC que asseguram a adesdo entre
células cuticulares ¢ corticais. HA no mercado uma enorme quantidade de produtos contendo
ceramidas, entretanto sdo poucos os relatos sobre a eficicia das mesmas. Portanto foram feitos
ensaios para verificar se a ceramida da classe 6 reduz perdas protéicas do cabelo e melhora a
eficiéncia do efeito de barreira das cuticulas.

Foram investigados cabelos oxidados, fotooxidados ¢ abrasados. Os seguintes estudos
foram feitos: difusdo de corante nas fibras capilares por duas metodologias (espectrofotometria e
microscopia Gtica de fluorescéncia), marcagio dos aminoicidos da queratina com reageate
especifico (cloreto de dansila), quantificacio de perda protéica pelo método de Lowry e
microscopia eletronica de varredura.

Utilizando-se a forma reduzida de equagfio de Crank obtiveram-se coeficientes aparentes de
difusio de rodamina B no cabelo separadamente para cuticula e cortex. Na cuticula estes valores
variaram de 0,82 a 2,4x10™° cm?s e no cértex obtiveram-se valores de 0,29 a 0,49x10™° cm¥s. Os
valores obtidos permitiram verificar que nfio havia diferencas entre amostras tratadas e n3o tratadas
com ceramidas ¢ que o corante penetrou nos fios por uma via intercelular. Através do método de
microscopia ética de fluorescéncia encontraram-se valores de 3,47 a 4,44 x10" cm®s que
apresentam a mesma magnitude do primeiro método. Ambos os métodos forneceram valores de
coeficiente aparente de difusdo semelhantes dqueles encontrados na literatura para 14 e nylon.

A marcagdo dos aminodcidos do cabelo com cloreto de dansila mostrou que uma maior
quantidade de reagente s¢ acoplou is fibras oxidadas comparado 4s fotooxidadas. Partindo-se de
uma quantidade inicial de 3,80 moles de reagente, verificou-se que ao final de reagio 3,58 a 3,68
molmhaviamsidohidmlisados(%%daquanﬁdadeinicial).Ofatodeseterutilimdoumaparelho
mbaimsmsibﬂidadeniopemiﬁuobwrdadospredsos,masatécﬂmépmmissompam
mvestigar alteragbes quimicas em cabelo.

Ao longo dos tratamentos abrasivos a que as mechas de cabelo eram submetidas observou-
se que, quando tratadas com ceramidas, as fibras perderam de 47 a 62% menos proteinas do que o
controle. Micrografias eletrénicas de varredura mostraram que as amostras tratadas constantemente
com ceramidas perderam menos material queratinoso durante a abrasfo. Portamto a ceramida
utilizada conferiu is fibras capilares uma maior coesio cuticular reduzindo a perda de suas
proteinas constituintes.
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ABSTRACT

Human hair belongs to a protein group kmown as o-keratin. It contains 3 or 4 different
units: cuticle, cortex, cell membrane complex (CMC) and, eventually, medulla. Ceramides are
lipids located in CMC that ensure adhesion between cuticle and cortical cells. There are many toilet
produc&hﬁemmkﬂwﬂchconhhwaﬂdmclﬁmhgmmeywaspmagm,bmm
few works report the efficacy of these lipids.

Wesmdiedtheeﬁ‘eaofmamide-GmdMinadiawdandabmdedhaim.ThefoHMg
studies were performed: diffusion of a dye within the fibers by two methodologies
(spectrophotometry and fluorescence optical microscopy), keratin’s aminoacid labeling with dansyl
chloride, assessment of protein loss according to Lowry’s method and scanning electron
Microscopy.

Using the reduced form of Crank’s equation, we obtained values for the apparent diffusion
coefficient of rhodamine B in bair cuticle (0.82 to 2.4 x10"°cm®/s) and in hair cortex (0.29 to 0.49
x10™" cm?s). The obtained values allowed us to conclude that there were no differences between
the samples treated and not treated with ceramides and also that the dye penetrated into the fibers
through an intercellular route. Using the fluorescence microscopy method we found values between
3.47 and 4.44 x10"° cm®/s that present the same magnitude as the first method. Both methods
supplied values of apparent diffusion coefficient very similar to those found in the literature for
wool and nylon.

Labeling of hair’s amino acids with dansyl chloride showed that a greater amount
of reagents coupled to dyed fibers rather than to irradiated fibers. Starting with an amount of 3.80
mols of reagent, we noticed that at the end of the reaction 3.58 to 3.68 mols of the reagent had been
hydrolised (95% of the initial amount). Once we used an equipment with low sensitivity, we didn’t
obtain accurate data, still this technique is quite promising to investigate chemical alterations in
human hair.

Throughout the abrading treatments to which hair tresses were submitted we observed that
fibers treated with ceramides lost from 47 to 62% less proteins than the control. Scanning electron
micrographs showed that the samples treated frequently with ceramides lost less keratinous matter
during abrasion. Therefore the employed ceramide provided to the hair fibers a greater cuticular
cohesion while reducing the loss of their constituent proteins
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I- INTRODUCAO

L1 Estrutura e Morfologia Capilar

Cabelo e 1d em seu estado natural pertencem a um grupo de proteinas denominadas o-
queratinas. Queratinas sio definidas por Lundgren e Ward® como “sistemas celulares naturais
de proteinas fibrosas ligadas transversalmente pelo enxofre de residuos cistéicos”, o que as
torna altamente resistentes a ataques quimicos. Tal como outras proteinas, fibras queratinosas

sd0 polipeptideos compostos por diversos tipos de residuos de a-L-aminodcidos.

Histologica e quimicamente, as fibras queratinosas s3o bastante complexas devido a
heterogeneidade das moléculas protéicas. Histologicamente, elas apresentam 3 componentes
principais’: (2) células cuticulares (cerca de 10% da fibra) que envolvem a fibra formando uma
barreira protetora contra agressdes externas e tratamentos quimicos e responsaveis pelas
propriedades superficiais da fibra ; (b) células corticais (cerca de 88% da fibra) de formato
alongado, alinhadas paralelamente & diregdo da fibra que sfio as principais responsaveis pelas
propriedades mecénicas do cabelo e onde se localizam os granulos de melaninas, pigmentos de
natureza, quimica e formatos varidveis, responsiveis pela coloragio do cabelo e por sua
fotoprotegéo; e (c) complexo da membrana celular (cerca de 2% da fibra) que une células
cuticulares e corticais adjacentes. A medula somente é encontrada em alguns tipos de fibras e
consiste em um nicleo de células cheias de ar que se extende até a metade da fibra. A figura 1

apresenta um estereograma da estrutura da fibra capilar ilustrando as camadas cuticulares € o
cortex.

Proximo 4 raiz do couro cabeludo, a camada cuticular apresenta uma espessura de 3 a 5
pm. Esta camada constitui-se de uma série de escamas celulares com 0,2 a 0,4 um de
espessura e, em fibras recém-formadas, a cuticula consiste em cinco a dez escamas
sobrepostas. Esta sobreposi¢io se assemetha i disposicio de telhas em um telhado coﬁl as
borda expostas direcionadas para a ponta da fibra®*°. Um esquema ilustrando os varios
cbmponentes da cuticula se encontra na figura 2.
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Figura6 1. Estereograma da estrutura da fibra capilar ilustrando as subunidades cuticula e
coriex”.

Figura 2: Diagrama esquemético dos diversos componentes das células cuticulares da fibra
capilar’.

Os principais componentes da cuticula sdo a exocuticula e a endocuticula. Estas
apresentam reatividades quimicas bem distintas’. A exocuticula apresenta um alto nivel de
enxofre e ¢, portanto, altamente reticulada por pontes de dissulfeto da cistina. Ja a
endocuticula apresenta um baixo nivel de cistina e ¢ facilmente degradada por enzimas®.

A endocuticula juntamente com o complexo da membrana celular, material
intermacrofibrilar e remanescentes nucleares sio subunidades morfologicas da fibra capilar
constituidas por proteinas ndo-queratinosas, ou seja, que possuem poucas pontes de dissulfeto
devido ao baixo teor de enxofre ¢ intumescem facilmente?.

Envolvendo cada célula cuticular h4 uma membrana finissima (cerca de 25A)
denominada epicuticula muito resistente a tratamentos quimicos. A camada-A que se encontra
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_abaixo da epicuticula e a camada interna, dificil de ser observada e localizada entre a
endocuticula ¢ o complexo da membrana celular, também apresentam alto grau de contetido
cistéico tal como a exocuticula’.

Cada célula cuticular é separada das adjacentes pelo complexo da membrana celular’ o
qual possivelmente também esti envolvido com as propriedades mecnicas da fibra’..
Micrografias mostram que tais membranas consistem de 2 camadas membranosas
lipoprotéicas (camadas-B) e entre as quais ha uma camada central espessé e densa de proteinas
ndo-queratinosas denominada cimento intercelular (camada-5)'*"". |

L2 Classes, Funcdes e Obtenciio das Ceramidas

Os hpidios estruturais do complexo da membrana celular associados a2 uma matriz
proteinicea ndo somente asseguram a coesdo entre os componentes do cabelo como também
constituem uma barreira contra certos processamentos quimicos e fisicos'”. As ceramidas,
pertencentes ao grupo dos esfingolipideos, constituem uma classe de lipidios polares
estruturais presentes no complexo da membrana celular. Sua “espinha dorsal” é a esfingosina,
um amino alcool de 18 carbonos (vide figura 3), que ¢ acilada com um 4cido graxo de cadeia
longa"®. A estrutura genérica da ceramida se encontra ilustrada na figura 4.

R0
+*
Hs - H
OH OoH
OH OoH

R = residuo de dckio graxo

Figura 3: Estrutura da esfingosina. Figura 4: Estrutura genérica de ceramida.

Hussler e Kaba analisaram por CG/EM viérias classes de ceramidas que podem ser
isoladas das fibras capilares em sua forma livre, ou seja, ndo covalentemente ligadas ao
complexo da membrana celular'*. Estas foram identificadas como sendo majoritariamente as

 ceramidas das classes I e V segundo classificagiio de Wertz e Downing®®.
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Na natureza as ceramidas existem em quantidades extremamente baixas, tornando seu -
uso industrial dificil. Para torna-las disponiveis para uso cosmético, alguns pesquisadores
sintetizaram pseudo-ceramidas que sfo anlogas 4 estrutura de ceramidas das diversas classes
presentes na natureza'®, Uma grande companhia de matéria-prima cosmética, denominada
- Cosmoferm, desenvolveu uma tecnologia que permite a produgio de algumas ceramidas
idénticas as produzidas pelo corpo humano. Para tal, primeiramente a esfingosina, precursora
das ceramidas, € produzida por células de fermento e subseqiientemente purificada. Entdo, um
acido graxo de origem vegetal se liga 4 esfingosina tanto por processos cléssicos de acilagiio

como utilizando uma enzima natural®’.
L3 Difusdo de Compostos para o Interior da Fibra

A velocidade de transporte de substincias externas para o interior de fibras
queratinosas € bastante afetada pela natureza da estrutura destas. Eventuais modificacdes
nesta estrutura decorrentes de tratamentos fisicos e/ou quimicos podem ser avaliadas segundo
medidas de difusio. De maneira genérica, um aumento da velocidade de difusfio de corante
pode ser atribuida a uma menor eficiéncia da fung3o de barreira das camadas cuticulares e até

mesmo alteragdes no cortex'®.

No processo de difusdo sfo observados trés estigios distintos: 1) as moléculas de
soluto sdo transportadas para a interface fibra/dgua; 2) as moléculas sdo constantemente
adsorvidas sobre as camadas mais externas do cabelo; 3) as moléculas difundem para o
interior da fibra. A difusiio para o interior das fibras apresenta, pelo menos, 2 fatores
controladores: a afinidade, ou seja, a diferenga de potencial quimico entre as moléculas em

solugio e as moléculas no cabelo e o niimero de sitios disponiveis neste’”.

Ha dois caminhos teéricos para a difisdo para o interior da fibra®® (figura 5): (1)
difusdo transcelular e (2) difusdo intercelular. A rota transcelular envolve difusio através das
células cuticulares, passando por entre proteinas com altas e baixas reticulagdes por pontes de
dissulfeto. A difusdo intercelular envolve penetragdo por entre as células cuticulares e através
do cimento intercelular (baixa reticulagio por pontes de dissulfeto). No passado, a difusio
transcelular éra a rota geralmente aceita devido a maior quantidade de area superficial
disponivel para este tipo de penetragio Acredita-se, hoje em dia, que a rota intercelular € a

preferencial para a entrada da maioria das moléculas, pois o cimento intercelular é composto
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por proteinas de baixo teor de enxofre que intumescem mais facilmente do que as regides
altamente reticuladas®.

DiFusko DIFUSAQ
INTERCELULAR TRANSCELULAR

_ ~Epianfcuta [~12% cis)

- Camada-A (~30% cis)
- -Exocudeuls (~15% cis)
~=Endocuticula (~3% cis)

------------

-.-.Iu- = Cimento intercelular (~2% cis)

Figura 5: Esquema ilustrando difusdes transcelular e intercefutar®.

L4 Marcacéio dos Aminodcidos das Fibras com DNS-C1

Cloreto de dansila (DNS-CI) € um marcador de aminocidos que hé tempos é utilizado

como reagente fluorescente para a determinagio de aminoacidos terminais de proteinas?2.

Uma vez que as fibras capilares constituem um material proteiniceo de diversas
cadeias polipeptidicas, elas apresentam amino4cidos N-terminais ¢ outros grupos capazes de
reagir com DNS-Cl em determinadas condicdes de pH, adquirindo fluorescéncia sob luz
ultravioleta®.

A intensidade de fluorescéncia é uma fun¢Sio da quantidade de DNS-CI ligado ao
cabelo. Qualquer modificagiio quimica que altere o nimero de grupos amino terminais e

outros sitios reativos como lisina, arginina, grupos tidis, tirosina, histidina e cisteina (contém



Introducio- 6

hidroxilas fenélicas, imidazol e grupos e-amino), alterard também a quantidade de DNS-Cl
ligada ao cabelo e, portanto, a intensidade de fluorescéncia®.

O3

Figura 6: Dansilagio de amina primaria da cadeia peptidica e hidrolise do reagente.

Experimentalmente adiciona-se um grande excesso de reagente para que haja uma
marcaggo eficiente, pois fatores estéricos fazem com que o acesso a certos grupos reativos da
queratina se torne dificil. O excesso de reagente & hidrolisado ao cido correspondente?’.

LS5 Efeitos de A¢des Abrasivas sobre a Estrutura Capilar

Abrasbes cotidianas aplicadas ao cabelo podem ser descritas pelas seguintes acdes:
utilizagio de xampus, escovagdes e penteagdes a seco ou umido, secagens com toalha e
secador, dentre outras.

Xampus podem efetivamente danificar o cabelo, sobretudo a cuticula, de diferentes
__maneiras. Podem danificé-lo por abrasdo/erosdo tanto durante o processo de limpeza, quando
os fios sio esfregados uns contra os outros ou durante a secagem com toatha ou secador.
Xampus podem lentamente dissolver ou remover lipidios estruturais ¢ material proteinaceo do

complexo da membrana celular das fibras, deixando-as secas e mais propensas a sofrerem
mais danos®.
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Okumura®* afirma que, no processo de limpeza, a maior parte do dano causado as
cuticulas ocorre na etapa em que as fibras s@o esfregadas umas contra as outras na presenca de
detergentes. Kelly e Robinson®® concluiram que a secagem dos fios com toalha também os
danifica, porém ¢ um consenso que a agdio de maior efeito abrasivo sobre os fios é a
penteagdo. Ja foi demonstrado que a perda cuticular é maior quando o cabelo é submetido a

uma penteagiio quando imido do que quando seco®**.

As agOes abrasivas descritas tornam a cuticula suscetivel a mais erosdes e a um
“levantamento” devido a dissolugio de componentes nio queratinosos, o que aumenta a
velocidade de difusdo de substéincias para o seu interior e acarreta eventualmente mais danos
devido a penetragio destas®. A perda ou a fragmentagiio gradual das camadas cuticulares
resultam na formacdo de pontas duplas®.

Observando-se as regides da fibra proximas 4 raiz e 4 ponta por microscopia eletronica
de transmissdo, aparecem “buracos” nas segOes transversais, que apresentavam maiores
dimensGes nas proximidades das pontas. Tais buracos foram atribuidos a danos causados por
lavagens com xampus através da remocdo de componentes das regides nio queratinosas do

cabelo, deixando as regides intercelulares mais suscetiveis 4 ruptura'®.

L6 Determinaciio de Perda Protéica em Cabelo segunde Método de Lowry

O método descrito por Lowry ef al.em 1951% ¢, sem divida alguma, o mais utilizado
para a determinagdo de proteinas em analises bioquimicas em virtude de suas simplicidade,
precisio e sensibilidade. Como conseqiiéncia desta popularidade, o método tem sido
submetido a extensivas avaliagdes ao longo dos anos®™ e a diversas modificagdes da versdo
original”®. E consideravelmente mais sensivel que a reagio de Biureto (100 vezes), o método

de absorgiio em 280 nm (10 vezes) e 0 método turbidimétrico.

A principal desvantagem ¢ a falta de especificidade, embora tal problema seja de
mesma mé.gnimde em todos os métodos de quantificagio protéica. Muitas substincias agem
. como interferentes, tal como lipidios e detergentes, ambos presentes nas aliquotas estudadas
(ceramidas/tensoativo catidnico), porém a adicio de dodecil sulfato de sédio permitiu a
solubiliz.aqﬁo dos mesmos reduzindo a interferéncia®®**°, Os padrdes indicados para a
calibragio sdo solugSes aquosas de albumina de soro bovino (ASB) na forma pura e
cristalizada. Infelizmente, por ser um procedimento empregado em uma grande variedade de
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situacdes - experimentais, nfio fornece a mesma resposta com diferentes proteinas®. Outras
desvantagens incluem velocidades de reagiio relativamente lentas, instabilidade de alguns
reagentes e ndo linearidade da curva de calibragio com ASB%,

O principio do método de Lowry ¢ baseado na redugiio do acido misto fosfomolibdico-
tungstico, o chamado reagente de Folin Ciocalteu. Este 4cido misto consiste nas seguintes
espécies quimicas: 3H;0.P;05.13W05.5M00;.10H;0 e 3H,0.P,0s.14W0;.4Mo0s. 10H,0. A
reducio destas espécies, onde a proteina desempenha o papel de agente redutor, envolve a
perda de 1, 2 ou 3 atomos de oxigénio do tungstato e/ou molibdato, produzindo uma ou mais
espécies reduzidas que apresentam uma coloragio azul caracteristica(Ama 750nm)*. O
reagente de Folin ¢ mais rapidamente reduzido pelos residuos dos aminoacidos aromaticos
tirosina‘ e triptofano e, em menor grau, por cistina e cisteina e mais lentamente reduzido pelos
quelatos de cobre (metal adicionado & proteina para facilitar a transferéncia de elétrons) da
cadeia peptidica ou das cadeias laterais polares?®. Como a intensidade de cor varia com
diferentes proteinas devido aos variados teores de tirosina, triptofano, cisteina e cistina e pelo .
fato de ter-se utilizado ASB como padrio para a calibragdo e nfio as proteinas do cabelo, as
determina¢es de perda de proteina consistiram em valores relativos e nio absolutos®’.

L7 Calibraciio multivariada

Uma das caracteristicas mais interessantes dos modemnos instrumentos é o niimero das
variaveis que podem ser medidas em uma tinica amostra. Um exemplo notével & a intensidade
de absorcdo em mil ou mais comprimentos de onda em um espectro. De posse de tal
quantidade de dados, a necessidade de ferramentas novas e mais sofisticadas para trata-los e
extrair informacOes relevantes cresceu rapidamente, dando origem & Quimiometria, area
destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada®.

Para a construgdo de modelos de calibragio multivariada é necessario a preparagio de
diversas solugBes-padrio de diferentes concentragdes conhecidas do analito de interesse. Ao se
trabathar com dados de espectrofotometria UV-Vis ¢ a fim de se obter um modelo linear, as
‘solugﬁes-padrio devem apresentar concentragGes dentro da faixa de linearidade da lei de Beer.

De uma maneira genérica, um método de calibragio multivariada, que no presente caso
foi PLS (Partial Least-Squares ou Minimos Quadrados Parciais)**~*, utiliza toda a informaciio
espectral estabelecendo constantes de proporcionalidade individuais entre concentracio e
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intensidade de absor¢@io. O software MATLAB™ foi escolhido por oferecer um ambiente
computacional amigavel e de alto nivel, especialmente na 4rea de algebra linear.

O processo geral de calibraggio®® consiste em duas etapas: Modelagem, que
estabelece uma relagdo matematica entre o conjunto de espectros das solugSes-padrio e suas
concentra¢des e a Validagdo, que otimiza a relagdio no sentido de uma methor descrigio do
analito de interesse. Uma vez concluida a calibragio, o sistema (espectrofotdmetro UV-Vis +
modelo matemaético), esta apto para ser utilizado em previsdo de outras amostras.

Durante o processo de modelagem, as varidveis, no caso as intensidades de absorciio de
cada espectro, sofrem um pré-processamento. Os mais utilizados consistem em centrar na
média ou autoescalar os dados®. No caso de calibragiio de dados espectroscopicos,
recomenda-se centrar os dados na meédia. Calcula-se 2 média das intensidades para cada
comprimento de onda e subtrai-se cada intensidade do respectivo valor médio.

Para construir o modelo, também ¢ necessario determinar o mimero de componentes
principais a serem utilizadas. A fungfo destas é descrever os pontos usando o menor mimero
possivel de eixos. A primeira componente principal tem sempre uma diregfio tal que descreve
o méximo espalhamento das amostras.

Uma vez construido o modelo, faz-se a validag8o com novas solugdes-padrio ou com
algumas daquelas utilizadas para construir o modelo. Este faz uma previsio da concentracio
destas solugdes e compara com seus valores reais. Os erros assim obtidos fornecem uma
nogdo sobre a qualidade do modelo.
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II - OBJETIVOS

Hé atualmente uma grande quantidade de produtos cosméticos capilares contendo
ceramidas sendo comercializados. Entretanto sio muito poucos os relatos cientificos sobre a
eficicia destes lipidios sobre as fibras capilares. Sabe-se que as ceramidas das classes I a VI
participam eficientemente na coesdo celular e na manutengio do efeito de barreira do extrato
corneo da pele', porém ndo foi demonstrado se as ceramidas podem proporcionar estes
mesmos efeitos ao cabelo, uma estrutura altamente queratinizada,

Por esses motivos, propds-se como objetivo deste trabalho utilizar uma classe de
ceramidas para verificar seu efeito sobre fibras capilares antes e apds tratamentos oxidativos,
fotooxidativos (condigdes extremas) e abrasi\}os. Para tanto, pretendeu-se desenvolver um
método que permitisse avaliar se a aplicagio de ceramidas acarreta melhorias no efeito de
barreira das cuticulas, ou seja, uma redugio na velocidade de penetra¢ido de substincias
externas no cabelo. Visou-se também verificar se uma reposigio constante de ceramidas no

cabelo reduz a quantidade de material protéico perdido durante a abrasdo, melhorando assim, a
coesdo cuticular.



. Parte Experimental 11

Il - PARTE EXPERIMENTAL

IIL.1 Materiais
IIL.1.1 Fibras Capilares

Em todo o trabalho foi utilizado cabelo padrio de cor castanha escura. Trata-se de um
cabelo cujas propriedades podem ser tomadas como universalmente representativas. Este tipo
de cabelo ¢ internacionalmente conhecido como de origem caucasiana, jamais submetido a
qualquer processamento quimico (descoloragdo, permanente, alisamento ou tingimento) e
mantido sob cuidados especiais. Os fios, oriundos de um mesmo couro cabeludo, foram

fornecidos por Natura Cosméticos S.A. e comercializados por De Meo Brothers Inc. A mecha
apresentava um comprimento de 25¢m.

IIL1.2 Ceramidas Acido Alfa Hidroxiladas

Um complexo de ceramidas vegetais, sob nome comercial Sphingoceryl® VEG-8712,
foi cedido por Natura Cosméticos S.A. e faoricado por Laboratoires Sérobiologiques S.A. Sua
composi¢io, segundo a nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos (INCI), é
Octildodecanol, Trilaurin e Extrato de Semente de Girassol*’. O produto apresentava uma

consisténcia pastosa e uniforme e sua viscosidade decaia bastante com o aumento da

temperatura.

Segundo as especificagdes do fabricante, Sphingoceryl® VEG-8712 contém um
principic ativo lipidico de composigio e fungao andlogas aos lipidios epidérmicos. Esta
fitoceramida ¢ extraida e purificada a partir de uma espécie de girassol (Helianthus annuus)
proveniente do Peni e incorporada em um excipiente de origem vegetal denominado -
sitosterol glicosilado 3.



Parte Experimental 12

CHy

fitoceramida-6 B-sitosterol

Figura 7: Estrutura quimica dos componentes de Sphingoceryl® VEG-8712: fitoceramida-6
(attvo) e B-sitosterol glicosilado (excipiente).

As especificages do fabricante’” fornecem as seguintes informagdes de Sphingoceryl®
VEG-8712:

1) Quantidade de fitoceramida-6 no produto: 1% (m/m);
2) Quantidade de fosfolipidios: 11% (m/m); -

2) Caracteristicas organolépticas: produto opaco, de coloragdo bege, ligeiro odor caracteristico
~ e consisténcia pastosa;

3) Dosagem de uso do produto em formulagdes: 1 a 3% (m/m);
4) Indice de refragio: 1,458 — 1,468;
5) Microbiologia: 100 CFU/grama (no patogénicas).

Observaciio: Na secio de Métodos, quando se faz mencdo a ceramidas refere-se na
realidade ao complexo Sphingoceryl® VEG-8712.

IT1.1.3 Materiais Diversos

Varias vidrarias; Ldmpada de vapor de mercirio - Sylvanmia 125W; Suportes de
madeira de 10x10cm e 10x5cm; Extrator “thimble” ; Indicadores universais de pH; Filme
Kodak PX125 - asa 125; Pente de polietileno; Toathas felpudas; Pipetas autométicas 1-5mL e
0,1-1mL; Tubos de viton®; Cubeta de fluxo de quartzo suprasil com caminho ético de
0,10cm; Cubeta de quartzo de volume reduzido com caminho Otico de 1,0cm; Navalha de
. vidro; Moldes de inclusio; Luvas de litex.

'TIL1.4 Reagentes

Eter etilico p.a. (Merck, Nuclear); Acetona p.a. (Merck, Nuclear); Diclorometano
(Nuclear); 1,4-Dioxano (Aldrich); Agua oxigenada 20 volumes; Agua deionizada, obtida em
um sistema Millipore MilliQ plus, com condutividade nominal de 1.82uS/cm; Hidréxido de
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aménio conc. (Vetec);, Persulfato de potassio (Merck); Cloreto de cetil trimetil aménio -
CTAC (Henkel - Cospha); Rodamina B (Riedel-de Hien); Bicarbonato de sddio (Vetec);
Cloreto de dansila (Sigma); Lauril sulfato de sodio — LSS (Merck); Gés nitrogénio (Air
Liquide); Resina Spurr (Aldrich); Tetréxido de dsmio (Aldrich), Tampio cacodilato (Aldrich);
Etanol absoluto (Aldrich); Oxido de propileno (Aldrich); Acetato de uranila (Aldrich); Citrato
de chumbo (Aldrich); Albumina de Soro Bovino cristalizada (Sigma Aldrich); Sulfato de
cobre pentaidratado (Cinética Quimica); Tartarato de sodio e potassio (Ecibra);, Carbonato de
sodio anidro (Merck); Pastilhas de NaOH (Nuclear); Reagente de Folin Ciocalteu (Quimica
Especializada).

ITL2 Aparelhos e Equipamentos

- Medidor de Tamanho de Particula Brookhaven Instruments ZetaPlus,

- Espectrofotdmetro UV-Vis HP8452A / diode array;

- Ultramicrétomo Sorvall Porte — Blum, modelo MT2-B;

- Microscépio Optico de Fluorescéncia Zeiss Jenalumar;

- Fotomultiplicadora SPEX 500;

- Bomba peristaltica Smatec®;

- Micrémetro Mitutoyo;

- Ultra-som Thornton GA240 (25KHz / 240W),

- Centrifugador Fanem Excelsea Baby;

- Microscépio EletrSnico de Varredura JEOL JSM 840A operando a 25 KV;
- Microscépio Eletr6nico de Transmissio Philips CM 200 operando a 200KV,
ITL3 Métodos

HL3.1 Extraciio dos Lipidios Externos das Fibras

Uma massa de cabelo variando de 0,8 a 2,2 g teve seus lipidios externos extraidos em
extrator Soxhlet com 250mL de éter etilico por 8 horas®®. Apés a extracio, as fibras foram
secas ao ar livre, & temperatura ambiente, estocadas em placas de Petri ou em sacos plasticos
com fechamento hermético ¢ mantidas em dessecador com silica-gel.
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Esta extragdo tinha por objetivo remover o sebo natural da superficie do cabelo e outras
impurezas ou residuos.

IFL3.2 Preparaciio e Aplicaciio da Emulsfio Catinica de Ceramidas

Formulou-se uma emulsio catinica de aproximadamente 10 g contendo 2% (m/m) de
ceramida ¢ 2% (m/m) do surfactante catidnico cloreto de cetil trimetil aménio. Os dois
componentes foram pesados em um recipiente e aquecidos snavemente em banho-maria até a
temperatura de 60°C, quando ocorreu a fus#o da mistura. A esta mistura foram adicionadas
lentamente pequenas porgdes de agua mantendo-se a agitagdo. Deixou-se a emulsdo resfriar a
temperatura ambiente. Para cada grama de fibra utilizaram-se 7,5 mL de emmulsgo. O cabelo
foi totalmente imerso na emulsdo, & temperatura ambiente, durante 10 minutos (um tempo
superior a este nio teria aplicagfio pratica). Em seguida, as fibras foram enxaguadas por 1
minuto sob 4gua corrente e posteriormente com 4gua deionizada’.

O didmetro médio das particulas da emulsio foi medido por técnica de espectroscopia
de correlagio de fotons, utilizando o aparelho Brookhaven Instruments ZetaPlus. O valor
obtido foi 248 nm. Este equipamento utiliza um laser de estado sélido e sistema Peltier para
controle de temperatura. As determinacdes foram feitas em triplicatas a um angulo fixo de
90°. As amostras foram acondicionadas em cubetas de acrilico a 25°C e usou-se um tempo de
contagem de 3 minutos para cada medida.
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Figura 8: Medidas de tamanho médio de particulas da emulsdo de ceramidas. Leituras feitas
em triplicata.
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IT1.3.3 Tratamentos Oxidativos em Fibras Capilares

Na preparagédo da solugiio descolorante utilizou-se H,O, 20 vol (6% m/v) como agente
oxidante primario ¢ adicionou-se hidréxido de aménic concentrado gota a gota até que a
solugdo apresentasse pH 10-10,5. Em seguida foi adicionado persulfato de potassio, um agente
oxidante secundério®®®, numa massa equivalente a 10% da massa de 4gua oxigenada
utilizada. Para cada grama de cabelo utilizaram-se 60mL de solugdo descolorante®’. O tempo
de descoloracdo foi de 30 minutos a 32°C. Apds este tempo, a amostra foi enxaguada sob dgua
corrente por 1 minuto ¢ imersa em 2L de agua deionizada por uma noite a fim de se extrair
pigmentos e outras substincias que se tornaram soliveis devido ao processo de descoloragdo.
A ocorréncia da reagio de degradacio da melanina (oxidaco) requer condi¢des drasticas,
como altas temperaturas. Entretanto, por se tratar de cabelo, um material que precisa ser
processado & temperatura ambiente, este fato foi compensado por um alto valor de pH para
material biologico™.

Houve irés tipos de amostras que passaram por este processamento: 1) Oxi.antes:
aplicou-se a emulsdo dehceramidas anteriormente & descoloracio; 2) Oxi.depois: aplicou-se a
emulsfo de ceramidas posteriormente & descoloragéo; 3) Oxi.controle: ndo foi tratada com

ceramidas.
IIL.3.4 Tratamentos Fotooxidativos em Fibras Capilares

Os fios, com um comprimento de cerca de 10cm e sem se distinguir ponta e raiz, foram
pendurados em suportes de madeira vazados utilizando-se tiras de fita dupla-face em ambas as
extremidades®. Os suportes foram posicionados a uma distancia que variava de 12 a 14cm da
fonte de irradiagéio, dentro de uma caixa de madeira, no interior da capela com exaustio para
liberar o O; formado. Apenas uma das faces do suporte permanecia voltada para a fonte. A -
fonte de luz ultravioleta foi uma lampada de vapor de mercirio da qual se retirou a camisa
externa. O esquema do sistema montado encontra-se na figura 9. O espectro de emissio da
fonte de irradiagio utilizada esta ilustrado na figura 10, sendo que emissdo mais importante se
encontra a 370nm.
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Figura 9: Esquema do sistema de fibras capilares expostas & radiagio UV de uma !ampada de
mercurio sem a camisa externa por 72 horas.
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FiguralO: Espectro de emissdo da limpada de vapor de mercirio Sylvania - 125W sem a '
camisa externa
O espectro de emissdo foi obtido fazendo-se passar um feixe de radiagiio por uma

_fotomultiplicadora acoplada a um monocromador. Este procedimento foi feito com o auxilio de '
Sahori Yamaki.

As amostras foram irradiadas por 72 horas ininterruptas. A dificuldade de reprodugio
do experimento consistiu no fato de que havia fios sobrepostos e, por conseguinte, foram
expostos a diferentes quantidades de radiagio UV. O fato de que as amostras nfio foram
giradas ao redor da lampada implicou em diferentes niveis de degradagio de um e outro lado
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da fibra. Ndo foi medida a temperatura do ambiente em que se encontravam as fibras
(degradac3o térmica). |

Houve trés tipos de amostras que passaram por este processamento: 1) Fotoxi.antes:
aplicou-se a emulsdo de ceramidas anteriormente 3 fotooxidagdo; 2) Fotoxi.depois: aplicou-se
a emulsdo de ceramidas posteriormente A fotooxidagdo; 3) Fotoxi.controle: nfo foi tratada com

ceramidas.
3.5 Modeios de Calibracio Multivariada
1M1.3.5.1 Analito Rodamina B
Foram preparadas solugdes aqﬁosas de rodamina B com as seguintes concentragdes:

(1) 10,4x10°mol L (4) 5,22x10°mol. L (7) 1,25x10°mol. L™
(2) 8,35x10°mol L™ (5) 3,13x10°mol. L
(3) 6,26x10°molL?  (6) 2,09x10”mol.L"

Destas amostras foram obtidos espectros de 190 a 1100nm, porém somente a faixa
_espectral de 190 a 610nm foi utilizada para a construcio do modelo de calibraggo®~***3¢,

Os dados foram centrados na média (procedimento mais correto para medidas
espectrofotométricas), utilizaram-se 2 componentes principais e utilizou-se a rotina PLS*.

Para a validagio®® do modelo qﬁ]izaram—se as solugdes (1), (3), (6), (7) e uma nova
solugdo de concentragio 1,67x107 ihol;,l..f:‘ (3).

Os erfos de previsdo para as amostras acima foram respectivamente —0,9%, 0,8%,
-3,2%, -2;8% e 0,7%. ' '
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Figura 11: Espectros de UV-Vis das solu¢des de rodamina utilizadas na calibragdo e validagéo.
Absor¢do maxima em 554nm.

I11.3.5.2 Analito Acido Déansico (DNS-OH)

Uma massa de 0,0087g de cloreto de dansila foi dissolvida em 1 mL de 1,4-dioxano.
Adicionou-se 1,5mL de solugdo 0,1M de NaHCO;. Manteve-se sob agitacdo a 37°C em um
banho. Apos 1 hora adicionou-se mais 1,5mL de solugio 0,1M de NaHCOs. Ao fim de 2 horas
de reacdo, a hidrélise foi completa: a solu¢do tornou-se incolor e sob luz solar apresentou uma

leve coloragdo azul esverdeada correspondente a fluorescéncia do 4cido sulfénico produzido.

A partir da solugdo-mie de DNS-OH (8,20x10°mol.L™), foram preparadas por
diluicdo, algumas solu¢Ges de DNS-OH em 4gua/dioxano (1:1) com as seguintes

concentragdes:
(1) 2,72x10°mol. L (4) 1,36x10”mol.L” (7) 7,70x10*mol.L"
(2) 2,34x10°mol. L™ (5) 1,06x10”mol.L"*
(3) 1,65x10°mol.L" (6) 9,33x10™mol L’

Destas amostras foram obtidos espectros de 190 a 820 nm, porém somente a faixa
espectral de 270 a 402 nm foi utilizada para a construgio do modelo de calibragio™ 4%
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Os dados foram cenirados na média, utilizou-se 1 componente principal ¢ a rotina
utilizada foi PLS*2.
Paraa va.lidax;,ioz:'35 6 da amostra utilizaram-se as solugdes (2), (3), (4) e (5).

Os erros de previsdo para as amostras acima foram respectivamente —2,2%; -0,55%, -
0,41% e 0,36%.
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Figura 12: Espectros de UV-Vis das solugSes de DNS-OH utilizadas na calibragdo e validaggo.
Maximo de absor¢do caracteristico do acido em 314 nm.

IIL3.6 Determinac¢io do Diametro dos Cabelos

Para cada amostra de cabelo estudada foram feitas medidas de didmetro de 50 fios, a
seco, com uso de um micrdmetro. Destas 50 medidas obteve-se o valor médio do didmetro®,
Os valores obtidos foram estatisticamente indistinguiveis para todas as amostras. Como
tratava-se de amostras provenientes de um mesmo couro cabeludo, supde-se, sem utilizar
argumentos estatisticos, que os tratamentos a que foram submetidas ndo alteraram seu
didmetro, cerca de 60um.
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IIL3.7 Determinacio do Coeficiente de Difusio de Rodamina B nas Fibras Capilares por
Medidas Espectrofotométricas

Uma massa de 0,1000g de fibras medindo 5+1cm foi colocada em um baido de fundo

redondo de 10mL. Preparou-se ent3o uma solugio aquosa de rodamina com concentracio de
0,0500 mg/L (1,04x10™mol.L ") e pH 4,1. '

O sistema montado para a realizagio do experimento esti ilustrado na figura 13.
Adicionaram-se 5mL de solugio de rodamina as fibras. O balio contendo o cabelo
permaneceu imerso em um banho termostatizado a 50+1°C. Utilizando-se uma bomba
peristaitica com vazfio 0,13 L/h ¢ tubos de viton®, amostras da solu¢do do meio de difusdo
foram constantemente conduzidas do baldo onde ocorria o fendmeno para a cubeta de fluxo de
0,1cm dentro do espectrofotdmetro e desta novamente para o baldo. Durante 3 horas foram
obtidos automaticamente espectros UV-Vis da solugdo de rodamina do meio de difusio de 60
em 60 segundos, totalizando um total de 180 espectros.

Como ap6s 3 horas a difusfio ainda n3o havia sido completa, cada amostra de fibras foi
deixada por 24 horas em solugdo de rodamina nas mesmas condigdes experimentais. Apos 20
e 24 horas obtiveram-se espectros de UV-Vis das solugdes que forneceram, segundo o modelo
de calibragiio, um mesmo valor de concentragio (C..) fundamental para o calculo dos valores
de quantidade de sor¢#o maxima do soluto pelo cabelo (Qu).

100mg de fihras

s0l. aquosa de rodamina
50 C

bomba peristiltica
K C;pectmﬂ:D

Figura 13: Esquema genérico do sistema montado para determinagio do coeficiente aparente
de difuséio de rodamina B em fibras capilares por dados de espectrofotometria UV-Vis,
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" A equagfio-chave deste estudo, derivada da lei de Fick por Crank, descreve o Processo
de difusio de uma solugiio de volume limitado em um cilindro de comprimento infinito
(equaggo 1)*.

Q¢ 2 2 (Dt 12
S - =475 .;3 -
[1]

- onde Q; = quantidade (em moles) de soluto sorvido no tempo (t), Q. = capacidade de sorgio
méaxima do soluto pelo cabelo (em moles) e r = raio da fibra.
A tabela I apresenta os célculos necessarios para determinar Qe Q..
Tabela I: Célculos para a determinagéio dos valores de

O e Q. em cada cinética de difusio
Grandeza Unidade Eq. de obtengio

Q mol (Co - C)x5,00x10°L

Qu mol  (C,- Ca) X5,00x10°L

Co=concentragio inicial da solugio; Ci=concentragiio
da solugdio no tempo t; C.~concentragio da solugéio
ap6s 20h (patamar); 5,00x10°L =volume da solugo.

Os coeficientes aparentes de difusio de rodamina em um cilindro (cabelo) sdo
calculados a partir da inclinagio (o) da curva Q/Q. x Vt conhecendo-se o raio das fibras
(equagdo 2).

a=4D%

TC%I' [2]

Com esta metodologia foram determinados coeficientes aparentes de difusio de
rodamina na cuticula e no cértex, dividindo as curvas Q/Q. em dois segmentos de reta.
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ITL3.8 Determinaciio do Coeficiente de Difusdo de Rodamina B nas Fibras por Cilculo
da Area Penetrada pelo Corante

II1.3.8.1 Impregnaciio de Fibras com Solucfio Aquosa de Rodamina B

- Uma massa de 0,0200 g de fibras medindo 3+1cm foi colocada em um baldo de fundo
redondo de 10mL. Preparou-se entfio uma solugdo aquosa de rodamina com concentragdo de
0,500 mg/mL (1,04x10°mol.L"™"). Adicionaram-se 2mL de solugdo de rodamina & amostra. O
baldo permaneceu imerso em um banho termostatizado a 50+1°C por 30 minutos. Finalmente

as fibras foram enxaguadas com 4gua deionizada e com diclorometano para remover corantes
fracamente adsorvidos na superficie. Foram secas sob atmosfera de nitrogénio®.

]]1.3.8.2 Obtenciio de cortes ultrafinos

As amostras foram levadas para o laboratério de microscopia eletrénica do Instituto de

Fisica da USP e cortes transversais semifinos foram feitos por Carla Scanavez como segue.

O material foi cortado em um comprimento de cerca de lem. Foi fixado em 1% de
0504 ¢ diluido em tampdo cacodilato pH 6,0 durante 2 horas apos as quais foi lavado por 3
vezes com o tampédo. O material foi desidratado em etanol com concentragbes crescentes (50,
70, 80, 95 e 100%) por 2 horas. Foram 3 trocas de etanol absoluto por 15 minutos cada. Fez-
se uma lavagem em etanol absoluto/oxido de propileno (1:1) por 5 minutos e em seguida em
éxido de propileno puro por 5 minutos. O material foi infiltrado em mistura de éxido de
propileno e resina Spurr (1:1) durante 1 noite 4 temperatura de 25°C. Em seguida foi passado

por uma troca somente com resina Spurr durante 1 hora a 25°C*.

Os fios foram transferidos para os moldes de inclusio ¢ levados a estufa durante 24
horas a 70°C para polimeriza¢sio completa. Os blocos foram cortados no ultramicrétomo com
navalbas de vidro numa espessura de cerca de 300 nm. Os cortes foram recolhidos em
laminas de vidro.

_IIL3.8.3 Observaciio no Microscopio Otico de Fluorescéncia

Os cortes soBr_e a lamina de vidro foram observados e fotografados pelo microscopio
otico de fluorescéncia. Utilizou-se luz incidente proveniente de uma limpada de merciiric e
um filtro que eliminava comprimentos de onda inferiores a 276nm. Foi feita previamente uma
calibragho utilizando uma regra graduada para definir o aumento fornecido pelo aparelho.
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Empregou -se uma objetiva com aumento de 50 vezes, obtendo-se assim, em conjunto com a
ocular, um aumento total de 315 vezes no negativo. Para uma imagem melhor definida,
utilizou-se filme preto e branco e com baixo valor de asa. A ampliacio dos negativos para os
positivos foi de 4,2 vezes.

Cortes de fios imersos em solugio de rodamina por 24 horas foram examinados no

microscopio e observou-se que o corante havia penetrado em toda a secgéio transversal do fio,

inclusive na medula.

IIL3.8.4 Determinacio da Area de Penetracio de Rodamina nos Fios Utilizando o
Software Image-Pro Plus™

A determinacdo da 4rea de penetragdo de rodamina fornece resultados mais precisos
quando se utiliza um software especifico para esta finalidade do que por medidas
fotodensitométricas classicas, onde sio necessarias amostras imersas na solugfo do corante a
varios intervalos de tempo para uma s determinagiio, além de alguns tratamentos

matematicos que ainda teriam que ser investigados.

As micrografias dos cortes das fibras O-controle imersas em rodamina apresentavam
uma ampliacio de 1320 vezes com relagio is dimensSes reais dos mesmos. Utilizando-se o
software Image-Pro Plus™ ajustaram-se fatores como contraste e limiar de resposta
(threshold). O contraste da imagem da seg8o transversal do corte foi maximizado fazendo com
que a porgdo mais escura da imagem se tornasse preta e a por¢io mais clara se tornasse
branca. O limiar de resposta ¢ um valor usado para separar a cor cinza em dois valores.
Valores de cinza inferiores ao limiar sfo tomados como zero e valores de cinza maiores ou
iguais a este s3o tomados como 255. A imagem do corte passa, deste modo, a conter apenas
as cores branca e preta, sendo que toda a area branca corresponde 3 area de penetragio do |
corante, Variando-se os valores do limiar de resposta para tornar mais preciso o calculo da .
area, foram calculados, para cada corte, trés valores de area dos quais foi obtida_ruma média.
Tais valores de 4rea foram divididos por 1320° para fornecer a érea real de penetracgo do
corante nos fios. Dividindo-se estes novos valores pelo intervalo de tempo durante o qual o
cabelo ficou imerso na solugéo de corante (1800s) obtiveram-se os coeficientes de difuséio de
rodamina nas fibras oxidadas.
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ITL3.9 Avaliacio Quantitativa de Danos em Fibras Utilizando Marcador de Aminoacidos
IIL3.9.1 Reaciio de Dansilaciio

Para dansilar, 25mg de fibras com cerca de Scm foram colocadas em um erlenmeyer
contendo 1mL de solugio 0,IM de NaHCO;. Adicionou-se em seguida 1mL de solugdo
(10mg/mL - 1,86x10mol.L™") de cloreto de dansila em 1,4-dioxano (solvente que ndio absorve
na regido do ultravioleta). O conteido do erlenmeyer foi bem misturado, vedado com rolha e
incubado no escuro a 37°C, em repouso, por 6 horas™. A mistura reacional apresentava pH
9,5, segundo analise visual de papel universal indicador de pH.

1IL3.9.2 Anilise da Concentraciio de DNS-OH ao Fim da Reacéio de Dansilacio

Ao fim da reagdo de marcagdo dos aminoacidos do cabelo, havia no meio reacional as
fibras dansiladas e uma solugfio de 4cido dénsico (DNS-OH) referente ao excesso de reagente
que foi hidrolisado. Retirou-se, de cada amostra, uma aliquota de S00puL desta solucgdo e
diluiu-se | com SmL de solvente agua/dioxano (1:1). Obtiveram-se espectros UV-Vis. As

amostras foram enxaguadas com acetona, observadas em uma cimara de UV e estocadas no
€scuro.

Conhecendo-se a concentracfio inicial de DNS-Cl e a concentragdo final de DNS-OH,
0 qual é decorrente do excesso de reagente, estabeleceu-se a relag@o descrita na equagio 3.

no(DNS-CI) = n(DNS-fibra) + n{DNS-OH) [3]
ng(DNS-Cl): n° de moles iniciais de DNS-CI
n(DNS-fibra). n° de moles de reagente que se liga as fibras
ngDNS-OH): n° de moles finais de DNS-OH
IIL3.10 Tratamentos Abrasivos em Fibras Padrio

Mechas de cabelo padriio extraido com Et,0 com uma massa inicial de 1,000 grama
‘sofreram 10 ciclos sucessivos de tratamentos abrasivos. Cada ciclo apresentou a seguinte
seqiiéncia no caso do controle®”:

1) As fibras foram molhadas sob agua corrente;

2) Aplicou-se uma solugiio aquosa de LSS 10% (m/m). Para 1g de cabelo foi utilizado 0,5 mL
de solucgéo;
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3) Esfregou-se o cabelo entre os dedos por 1 minuto fazendo gerar espuma;
4) As fibras foram enxaguadas sob agua corrente por 1 minuto;

5) As fibras foram penteadas por 100 vezes com pente de polietileno;

6) Enxaguou-se o cabelo com H20 deionizada;

7) As fibras foram secas utilizando toalha felpuda e ao ar livre;

8) Quando seco o cabelo foi novamente penteado por 100 vezes.

Para as fibras tratadas com ceramidas, a imersfo destas na emulsdo era realizada ao
final da etapa n° 6, apos enxagiie com H;O deionizada, segundo a descrigio no tépico II1.3.2.
Ao final do enxague, pi‘osseguia—se nz etapa n° 7. A emulsdio era aplicada em todos os 10
ciclos abrasivos.

Tanto para as mechas controle como para aquelas tratadas com ceramidas, a cada dois
ciclos, ou seja, nos ciclos n° 2, 4, 6, 8 ¢ 10, foram retirados 150 mg de fibras para a realizacfo
dos ensaios de coesdo cuticular, que serdo descritos no topico II.3.11.

OBS.: A amostra descrita como Abr.depois, utilizada para ensaios de determinacio de
coeficiente aparente de difusio de rodamina B no cabelo, corresponde a uma amostra

submetida as 10 ciclos abrasivos, mas cuja aplicag3o de ceramidas somente foi feita ao final
do qaltimo ciclo.

I1.3.11 Ensaios de Coesiio Cuticular das Fibras Abrasadas
II1.3.11.1 Determinagdo de Proteina pelo Método de Lowry
IL3.11.1.1 Reagentes Utilizados
% Reagente cobre-tartarato-carbonato (CTC): solugio 0,1% (m/v) CuS04.5H20, 0,2%
(m/v) tartarato de sddio e potassio, 10% (m/v) NayCO;. O Na,CO; foi dissolvido em
cerca de metade do volume final da solugdo e adicionado lentamente a solucdio de
sulfato de cobre — tartarato (também dissolvidos em metade do volume final)

mantendo-se agitagdo. Este reagente se mantém estavel por um longo periodo a ~10°C,
porém temperaturas proximas de 0°C ocasionam cristalizago do carbonato.

& Solugo de lauril sulfato de sodio (LSS) 5% (m/v);
‘& Solugio de NaOH 0,8M:
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% Reagente de Folin Ciocalteu 2N (pag. 8).

Misturando-se 1 parte de CTC com 2 partes de LSS 5% e 1 parte de NaOH 0,8M
obteve-se 0 Reagente A, que se mantém estivel Por 2 a 3 semanas & temperatura ambiente. A
diluicio de 1 parte do reagente Folin Ciocalteu 2N com 5 partes de dgua destilada forneceu o

Reagente B, o qual é estivel durante varios meses a4 temperatura ambiente ¢ quando
armazenado em um frasco fosco®.

ITL3.11.1.2 Construciio da Curva de Calibracio

Para que pudessem ser determinadas as quantidades de proteina liberada pelas fibras
abrasadas (tratadas e nio tratadas com ceramidas) no ultra-som, foi necessiria a construgio de
uma curva de calibraglio com solugBes padrio de albumina de soro bovino (ASB) em meio
aquoso. Fez-se uma solugio-mie com concentracdo de 1,00 mg/mL e a partir de diluicdes
desta fizeram-se as demais com as seguintes concentrag3es: 10 ug/mL, 15 ug/mL, 20 ng/ml.,
25 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/ml, 50 pg/ml., 60 pg/mL.

Para cada padriio retirou-se uma aliquota de 0,400 mL, a qual foi colocada em um tubo
de ensaio. Adicionou-se entiio 0,400 mL do Reagente A e deixou-se em repouso a temperatura
ambiente por 10 minutos. Decorrido este tempo adicionou-se 0,200 mL do reagente B, o qual
foi imediatamente misturado para evitar ao méximo a sua decomposi¢io em meio basico.
Apés 30 minutos obteve-se um espectro UV-Vis, onde o comprimento de onda de interesse
era 750 nm, o qual corresponde a forma reduzida do acido misto de que é composto o reagente

de Folin Ciocalteu, sendo a proteina ‘seu agente redutor®. As medidas foram feitas em
triplicatas.
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Figura 14: Alguns espectros das misturas dos tubos de ensaio contendo ASB ap6s o tempo de
incubacio. :

Com os valores de absorbancia em 750 nm para cada solugdo padrido, pdde-se construir
a curva de calibragdo, que se encontra na figura 15.
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Figura 15: Valores de absorbincia em 750nm das solugGes padrio em fung@o de suas
concentracdes. A equacdo corresponde a curva de ajuste dos pontos. [PTN] = concentragdo de
proteina.
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Observa-se do grafico da figura que a curva de calibragdo nfo apresenta uma relagdo
linear, tal como afirmado pela literatura®” %3484 A relacio que melhor descreve o

conjunto de dados obtidos é uma fun¢fo conhecida como alométrica, da seguinte forma:
Y=aX’ [4],

onde Y = absorbéncia em 750nm, X = concentrag3o de proteina [PTN], a ¢ b sio constantes
com valores respectivos de 5x107 e 0,34. Portanto, pode-se determinar a concentragio de

proteina de uma solugdio desconhecida pela seguinte relagio: [PTN] = (Abs/5x107%)! /%%

.

IIL3.11.2 Determinacio do Tempo de Sonicac¢éio das Fibras

A um erlenmeyer contendo 150 mg de cabelo padriio extraido com Et,O (~5cm de
comprimento), adiéionou—se 1,5ml de H;O destilada. A amostra foi submetida ao ultra-som
por 60 minutos, sendo que apds 20, 30, 40 e 60 minutos foram retiradas aliquotas do
sobrenadante a fim de estabelecer o tempo necessario para a liberagio méxima de proteina.

Para isto utilizou-se o método de determinagio de proteina ja descrito.
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Figura 16: Massa de proteina liberada por massa de cabelo em fungdo do tempo de
permanéncia no ultra-som. Experimento tnico. Os desvios correspondem a triplicatas de
medida de uma mesma aliquota. :

De acordo com a figura 16, a quantidade de proteina liberada pelo cabelo aumenta ao
longo do tempo. Apds 40 minutos de ultra-som ha a liberagio maxima de proteina pelas fibras.

Nota-se que hd um ligeiro aumento da temperatura da 4gua do aparelho. Ficou assim
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estipulado que este seria o intervalo de tempo a ser utilizado em todos os ensaios de coesdo
cuticular.

IIL3.11.3 Sonicaciio das Fibras

Em um erlenmeyer de 10mL foram colocados 150mg de fibras abrasadas. Em seguida
adicionou-se 1,2mL de 4gua destilada. O erlenmeyer foi entdo colocado dentro do aparelho de
ultra-som que permaneceu ligado por 40 minutos ininterruptos. Decorrido este tempo, o
sobrenadante, que se mostrava turvo e continha uma suspensfio muito fina de material
cuticular’®, foi recolhido e colocado em tubo de ensaio para centrifigagdo por 15 minutos. A
velocidade de centrifugagéio foi de 4000 rpm.

111.3.11.4 Determinacio de Proteina nos Sobrenadantes

De cada tubo de ensaio submetido a centrifugacio retiraram-se, em triplicata, aliquotas
de 0,2 mL que foram colocadas em tubos de ensaio. Adicionou-se 0,2 mL do Reagente A ¢
deixou-se em repouso & temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, adicicnou-se
0,1mL do Reagente B, o qual foi rapidamente misturado. A amostra permaneceu em repouso

por 30 minutos ao final dos quais obteve-se um espectro de UV-Vis™.
H1.3.12 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de cabelo foram coladas em suporte especifico para MEV utilizando fita
adesiva de cobre. Os fios foram fixados na posi¢fio horizontal com auxilio de pingas, sem
qualquer contato com a regido a ser observada. As amostras foram recobertas com um filme de
ouro (~4A) pelo processo de pulverizacio anddica (sputerring) em um aparelho Edwards
150S. Foram utilizados recursos de inclinagio do porta amostra. Todo este procedimento foi
realizado por Maria Alice Martins e Flavia Cassiola.

II1.3.13 Microscopia Eletronica de Transmissio (MET)

Apbs a obtencdio de cortes ultrafinos como descrito no item II1.3.9.2, porém com
espessura de cerca de 150 nm, os cortes foram recolhidos em uma tela de cobre (malha de 200
- mesh) e submetidos a uma pos-coloragio com uma solugo aquosa de acetato de uranila 2%
(m/v) por 15 minutos. Em seguida foram enxaguados com agua destilada. Os cortes sofreram
tratamento com uma solug@o aquosa de citrato de chumbo 1% (m/v) por 8 minutos, seguido de

enxAgiie com dgua destilada. Foram secos 4 temperatura ambiente. Todo este procedimento foi
realizado por Carla Scanavez.
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IV. RESULTADOS

IV. 1 Determinacfio do Coeficiente de Difusiio Aparente (Dupwr) de Rodamina B nas
Fibras Capilares por Medidas Espectrofotométricas

Estas determinag®es foram feitas com o objetivo de verificar a eficiéncia da funcdo de
barreira das camadas cuticulares nas amostras de cabelo estudadas, tratadas e nio tratadas com
ceramidas.

IV.1.1 Determinacio dos Valores de Concentraciio Apés 24 horas (C,)

. Pretendia-se com estes experimentos obter os valores finais de concentragio da solucdo
aquosa de rodamina B ap6s 24 horas de imersio das fibras, pois s3o estes valores que
permitem o célculo da quantidade de sorgéio maxima do soluto pelo cabelo (Q.). Seguem na
tabela os valores de C.. para todas as amostras.

Tabela II: Valores de concentragdo da solucio de rodamina
apos 24h de imers3o das fibras. Massa de cabelo de 0,1000g
em SmlL de soluglio de rodamina com concentracd@o inicial de
1,04x10*mol.L". Sistema mantido a 50+1°C. Experimentos

tnicos.

Tipo de Fibra Cw (10° mol L)
Padrio’ 3,78
Padréo extraido™ 3,14
Oxi.controle 2,71
Oxi.antes 3,30
Oxi.depois 3,18
Fotoxi.controle 3,84
Fotoxi.antes 3,92
Fotoxi.depois 4,37
Abr.controle ' 3,49
Abr.'depois _ 3,82

" Cabelo padriio como recebido

™ Cabelo padriio extraido com Et,0
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Atabelaﬂmosh‘aqueaoseaﬁngiropatamardofenémenodediﬁlsio(cm),as
concentragbes dos meios reacionais decairam cerca de 58 a 74% do valor inicial de
concentragio{Cy).

IV.1.2 Imersio de Amostras de Cabelo em Solugfio de Rodamina por Trés Horas

Estes experimentos visavam acompanhar a difusio de rodamina no cabelo para
posterior determinagfio do coeficiente aparente de difusgo ( D zpar).

A figura 17 apresenta alguns espectros obtidos durante o acompanhamento da cinética
de difusio do corante na amostra Oxi.controle.
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Figura 17: Exemplos de espectros da solugiio de rodamina contendo amostra Oxi.controle.

Massa de cabelo de 0,1000g SmL de solucdo de rodamina com concentragfio inicial de
1,04x10*mol L. Sistema mantido a 50+1°C.

Observa-se um decaimento da intensidade de absorbancia em fungfio do tempo. Em
todas as cinéticas de difusfio de rodamina nas amostras estudadas obtiveram-se espectros
semelhantes. Os espectros de rodamina se apresentaram tal qual o esperado®’, sem quaisquer
eventuais substincias interferentes provenientes do cabelo..
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IV.1.3 Determinacio da Quantidade de Rodamina Penetrada nas Fibras

Utilizando o modelo de calibragiio multivariada descrito no item II1.3.6. 1, para cada

espectro obtido calculou-se uma concentrago para a solugiio de rodamina. A figura 18 mostra
estes valores de concentragfio em relagio ao tempo.

Concentrag&o(10°mol.L")

v ] v I ! ] ¥ I’d’ ' ]
o 50 100 150 1150 1200
Tempo (min)

Figura 18: Exemplo de curva de concentragfio de rodamina vs tempo da amostra Oxi.controle.

Massa de cabelo de 0,1000g em 5SmL de solu¢do de rodamina com concentracdo inicial de
1,04x10*mol.L". Sistema mantido a 50+1°C.

Observa-se que a concentragio da solugiio de rodamina B decai com o passar do
tempo, indicando sua interag&o com a fibra. Para cada uma das oito amostras estudadas ha trés
gréficos semelhantes ao da figura 18 (experimentos em triplicata).

A figura 19 mostra os valores da razfio Q/Qu(vide tabela I) em fungéio de t* para a

cinética de difusdo do corante na amostra Oxi.controle, incluindo o ponto de 24 horas de
difusdio, quando ja se atinge um patamar.
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Figura 19: Exemplo de curva da razio entre quantidade de solto sorvido ao longo do tempo e

quantidade méxima de soluto sorvido (Q/Q) em fungdo da raiz quadrada do tempo para a
amostra Oxi.controle. Massa de cabelo de 0,1000g em SmL de solugiio de rodamina com
concentragdo inicial de 1,04x10™mol L. Sistema mantido a 50+1°C.

A partir da figura 19 verifica-se que o valor da razio Q/Q. aumenta com o passar do
tempo, ou seja, o valor de Q, se aproxima do valor de Q...

IV.1.4 Separagiio da Curva da Raziio entre Quantidade de Soluto Sorvido ao Longo do
Tempo e Quantidade Maixima de Soluto Sorvido (Qy/Q.) em Funcio da Raiz Quadrada
do Tempo em Dois Segmentos de Reta

Como a difusio ocorre em duas regides quimica e morfologicamente distintas,
esperava-se obter uma curva com dois perfis diferentes, atribuidos primeiramente & difusio na
cuticula e posteriormente no cortex. O objetivo deste procedimento foi, portanto, obter valores
de D,par na cuticula e Dagar n0 cortex.
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"Figura 20: Exemplos de curvas da razfio entre quantidade de soluto sorvido no tempo t por
quantidade méxima de soluto sorvido (Q/Q.) em fung#o da raiz quadrada do tempo relativas a
difusdo de rodamina na cuticula (a) e no cortex (b). Massa de cabelo de 0,1000g em 5mL de
solugio de rodamina com concentracio inicial de 1,04x10*mol L. Sistema mantido a 50+1°C.
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Figura 21: Qutros exemplos de curvas da razdo entre quantidade de soluto sorvido no tempo t
por quantidade maxima de soluto sorvido (Q/Qw) em fungio da raiz quadrada do tempo
relativas & difusdo de rodamina na cuticula (a) € no cortex (b). Massa de cabelo de 0,1000g em
5mL de solug@io de rodamina com concentragio inicial de 1,04x10*mol L. Sistema mantido a
50+1°C.

O fim da difusio na cuticula e inicio da difusio no cortex foram determinados
- arbitrariamente, ou seja, por uma observagio visual da curva, dividindo-a em regides que
fornecessem dados os mais lineares possiveis, ou seja, coeficientes de correlagdo mais
proéximos de 1.
Observa-se dos grificos das figuras 20 e 21 que os segmentos de reta relativos a
d:ﬂ.lsﬁo na cuticula apresentam um valor de inclinag3io (o) maior do que aquele referente ao
cortex. A tabela 111 apresenta os valores de o médio para todas as amostras.
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Tabela III: Valores de coeficiente angular dos segmentos de reta da raziio entre quantidade de
soluto sorvido no tempo t por quantidade maxima de soluto sorvido (Q/Qw) em fungio da raiz
quadrada do tempo relativos as difusSes na cuticula e cértex. Massa de cabelo de 0,1000g em
SmL de solugdio de rodamina com concentragdo inicial de 1,04x10™*mol L. Sistema mantido a
50+1°C. Experimentos em triplicata.

Amostra cutic(10° 572)  tl (min) o cortex(10°s72) 2 (min).  Raio (um)

Padréo 6,910,5 30 5,010,6 40 31+4
Padrdo extr. 7,040,6 30 49104 40 3245
Oxi.controle = 6,2+08 30 4,340,2 40 3316
Oxi.antes 7,240,7 30 4,7+0,3 40 3044
Oxi.depois 7,0£1,5 30 4,610,2 40 3044
Fotoxi.controle 11,0£1,9 10 4,210.4 20 304
Fotoxi.antes 10,9£1,6 10 4,040,3 20 30+2
Fotoxi.depois 11,1+1,1 10 42404 20 3144
Abr.controle 6,5+1,0 30 4,3+0,4 40 3244 |
Abr.depois 6,9+1,0 30 4 8+0,1 40 31+5
* t1=fim da difusdo na cuticula
~ **2=inicio da difusdo no cortex

Embora nas amostras fotooxidadas seja bastante provéivel que nfio haja mais cuticula,
porém talvez uma membrana, ou aminoéacidos degradados, ou até mesmo uma regido de cortex
degradado, mantivemos na tabela I a designacdo de “cuticula” a regido penetrada pela
rodamina ao final de 10 minutos de imerséo.

A tabela IV apresenta todos os valores de coeficiente aparente de difusdo (Dapar)
obtidos segundo a equacgdo 2.
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Tabela IV: Valores de coeficiente aparente de difusdo de rodamina na
cuticula e cortex. Massa de cabelo de 0,1000g em 5mL de solucio de
rodamina com concentragio inicial de 1,04x10*molL”. Sistema
mantido a 50+1°C. Experimentos em triplicata.

Amostra Drapar cutic. Doapar cOTtEX.
(10 cm%/s) (10 em¥/s)

Padréio 0,90 +0,13 0,48 £0,11
Padrio extr. 0,98 £ 0,16 0,49 + 0,07
Oxi.controle 0,82 0,22 0,41 0,05
Oxi.antes 0,93 £0,18 0,40 £ 0,05
Oxi.depois 1,0 £ 0,4 0,42 + 0,03
Fotoxi.controle 22+0,7 0,31+ 0,06
Fotoxi.antes 20108 0,29 £ 0,05
Fotoxi.depois 24105 0,33 £ 0,06
Abr controle 0,87 £ 0,25 0,38 + 0,07
Abr.depois 0,91 + 0,26 0,43 + 0,01

Observa-se da tabela IV que, para uma mesma amostra, os valores médios de
coeficiente aparente de difusdo sdo diferentes para cuticula e cortex. Para o primeiro eles sdo

maiores ¢ para a segunda sio menores. As amostras fotooxidadas s3o as que apresentam

.maiores valores de D, na cuticula,

V2 Determinaciio do Coeficiente de Difusiio de Rodamina B nas Fibras Capilares por

Cialculo da Area de Penetraciio do Corante

Esta determinagio foi feita com o objetivo de verificar se a partir de uma escala micro
e por analise direta sobre a fibra, obteriam-se valores de coeficiente de difusfio de rodamina

nas fibras préximos aqueles obtidos no item IV.1.3.

Seguem na figura 22 cortes transversais de diferentes fios Oxi-controle impregnados
com rodamina. Foi excluida a possibilidade de se ter a presenga de multicamadas do corante,

uma vez que os cortes foram lavados e enxaguados varias vezes.



Resultados 38

corte b
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corte e

Figura 22: Micrografias oticas de fluorescéncia de diferentes cortes transversais da amostra
Oxi.controle. Aumento de 1190x. Massa de cabelo de 0,0200g em 2mL de solu¢io de

rodamina com concentragdo inicial de 1,04x10”mol.L". Sistema mantido a 50+1°C por 30
minutos.
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Os cortes da figura 22 mostram sombreados brancos que correspondem a fluorescéncia
emitida pela rodamina impregnada nas fibras e, portanto, as areas de penetragcdo de corante.
Apds 30 minutos o corante penetrou apenas na area mais externa da segdo tranversal dos fios

Oxi.controle.

A tabela V apresenta os valores de &reas penetradas e¢ de coeficientes de difuséo
obtidos dividindo-se os valores de area por 1800s.

Tabela V: Valores de coeficiente de difusiic de rodamina B em fios
Oxi.controle. Massa de cabelo de 0,0200g em-2ml de solugdo de
rodamina com concentragiio inicial de 1,04x10°molL™. Sistema
mantido a 50+1°C por 30 minutos. Calculo de area realizado pelo

software Image-Pro Plus™, _
Corte  Area média (10" cm®) D médio (10 cm’/s)
a 6,5+0,38 3,6+0,5
b 6,21+04 35+0,2
c 8,0+0,4 | 4,4 0,2
d 6,2%0,7 34104
e 6,4+04 3,6 £ 0,2

De acordo com a tabela acima, verifica-se que os valores de D médio de fios
Oxi.controle apresentam uma ordem de grandeza de 10™° cm?/s, o que estd em concordancia

com os valores de D obtidos por dados de espectrofotometria.
IV.3 Microscopia Eletronica de Transmissio

A obtengio de micrografias eletrénicas de transmissdo visava verificar a estrutura de
fios oxidados através da observacio da se¢dio transversal destes. As figuras 23 e 24 apresentam
micrografias de um mesmo fio oxidado obtidas a partir de diferentes disposicSes deste.

Ch OumThg |
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Figura 23: Micrografia eletronica de transmissdo da segdo transversal de um fio Oxi.controle.
Oxidagdo realizada com uma mistura de H,0, 20 volumes, persulfato de potassio e NH;OH
em contato com as fibras por 30 minutos a 32°C. Aumento de 60000x.
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Figura 24: Micrografia eletronica de transmissdo de um outro local da sec¢do transversal do fio
Oxi.controle. Oxidagdo realizada com uma mistura de H;O, 20 volumes, persulfato de
potassio e NH4OH em contato com as fibras por 30 minutos a 32°C Aumento de 45000x.
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As micrografias das figuras 23 e 24 mostram que mediante tratamentos com H,O, os
fios sofreram uma drastica perda de camadas cuticulares. Na figura 23 ha apenas 2 cuticulas,
sendo que a mais externa ja apresenta uma tendéncia a se “destacar” do sistema. Na figura 24

ndo € observada nenhuma cuticula, apenas o cortex eXposto.
1V.4 Avaliaciio Quantitativa de Danos em Fibras utilizando Marcador de Aminodcidos

Esta metodologia tinha por objetivo determinar a quantidade de DNS-CI que reage com
as fibras como medida de degradacio dos aminoécidos das amostras oxidadas, fotooxidadas e

abrasadas tratadas e ndo tratadas com ceramidas.
IV.4.1 Espectros de Cloreto de Dansila (DNS-CI) e Acido Dénsico (DNS-OH)

A obtencdo de espectros do cloreto de dansila e do respectivo acido foi feita com o
infuito de verificar se estes compostos apresentam diferengas espectrais que permitam

distingui-los.
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Figura 25: Espectro de UV-Vis de amostras de DNS-C) puro dissolvido em 1,4-dioxano (a) e
DNS-OH puro dissolvido em 1,4-dioxano (b).

Os espectros de DNS-C1 e DNS-OH apresentam seus méaximos caracteristicos em 370
e 314 nm respectivamente, o que permite que sejam distinguidos.

IV.4.2 Determinacdio da Concentraciio Final de DNS-OH

Por este método visava-se determinar a quantidade de DNS-CI ligada a fibra a partir da
concentragdo final de DNS-OH formado.



Resultados 43

A figura 26 mostra o espectro UV-Vis de uma aliquota diluida do meio reacional apds
6 horas de reagédc de dansilaggo.
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Figura 26: Espectro UV-Vis de uma aliquota diluida do meio reacional da amostra
Oxi.controle. Massa de 0,0250g de cabelo em 1mL de solugio 0,1IM de NaHCO; e 1mL de
solugdo de cloreto de dansila em 1,4-dioxano com concentragio inicial de 1,86x102mol L.

Observa-se, segundo o espectro da figura 26 que, apos 6 horas de reagio de dansilagio,
somente ha 4cido dinsico no meio reacional. Espectros semelhantes foram obtidos para cada
replicata das reagdes de dansilagio das amostras Oxi.controle e Fotoxi.controle.

Utilizando-se o modelo de calibragio descrito no item II1.3.6.2 calculou-se, a partir dos

espectros de cada amostra, as concentragdes de acido dansico no meio reacional. Estes valores

de concentragdo se encontram na tabela VI.

Tabela VI: Concentragdes finais de acido dansico (DNS-OH).
Massa de 0,0250g de cabelo em 1mL de solugdio 0,1M de
NaHCO; e ImL de solucio de cloreto de dansila em 1,4-
dioxano com concentragio inicial de 1,86x10”mol.L.

Experimentos em triplicata.
Controle [DNS-OH](10”mol.L™)
Oxi 17,9+0,3

Fotoxi 18,404
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De acordo com a equaglio da segiio II.3.92 e utilizando os dados da tabela acima,
determinaram-se as quantidades de reagente acoplado as fibras como mostra a tabela VII.

Tabela VII: Quantidades finais de 4cido no meio reacional e de reagente
acoplado. as fibras. Massa de 0,0250g de cabelo em 1ml de solucdo 0,1M de
NaHCO; e¢ ImL de solucdo de cloreto de dansila em 1,4-dioxano com
concentragdo inicial de 1,86x10*mol.L". Experimentos em triplicata.

Controle neDNS-Cl ndDNS-OH nDNS-fibra
(10°moles) (10°moles) (10°moles)

Oxi 3,80 3,58+0,06 0,2210,06
Fotoxi 3,80 3,68+0,08 0,1240,08

Observa-se da tabela VII que o valor médio da quantidade de reagente acoplado as fibras
Oxi.controle € maior do que aquele relativo as fibras Fotoxi.controle. Entretanto, devido aos
desvios relativos a cada medida que fazem com que os intervalos se sobreponham, esta
afiracdo ndo € estatisticamente valida. Os espectros de UV-Vis foram obtidos em um
aparelho de espectrofotometria pertencente ao Instituto de Quimica da Unicamp. Este .
equipamento apresentou, por sucessivas vezes, problemas de estabilidade e sensibilidade.
Portanto, ¢ possivel que ao se utilizar um aparelho em melhores condi¢gbes de funcionamento

obtenham-se dados mais precisos.
IV.5 Ensaios de Coesdo Cuticular das Fibras Abrasadas

Estes ensaios tinham como objetivo verificar se a aplicagio da emulsdo de ceramidas
a0 longo dos ciclos abrasivos aos quais as mechas eram submetidas tornava as cuticulas mais

resistentes 4 abrasdo e, portanto, menos propensas a perderem suas proteinas constituintes
* quando sonicadas.

A figura 27 apresenta os espectros de alguns dos sobrenadantes de amostras abrasadas
controle apds reagirem com as solugBes de Lowry.
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Figura 27: Espectros UV-Vis de sobrenadantes tratados com reagentes de Lowry de amostras
abrasadas controle. Massa de 0,1500g de cabelo em 1,2mL de agua destilada sonicada por 40
minutos. Sobrenadante centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm.

Da figura 27 nota-se que os espectros obtidos apresentam, assim como as solugdes de
ASB, o maximo de absorbancia em 750 nm caracteristico do reagente de Folin Ciocalteu

reduzido. Ja se pode observar que 2 medida que aumenta o numero de abrasdes is quais o
cabelo ¢ submetido, a intensidade de absorbancia dos espectros dos sobrenadantes diminui.

As diferencas entre as mechas abrasadas tratadas e ndo tratadas (controle) com
ceramidas sdo melhor visualizadas através de um grafico de quantidade de proteina liberada

por ultra-som em fung#io do nmimero de ciclos abrasivos.
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Figura 28: Razdo entre massa de proteina liberada e massa de cabelo em fungiio do nimero de
ciclos abrasivos. A cada dois ciclos abrasivos retirou-se uma massa de 0,1500g de cabelo da
mecha, o qual foi imerso em 1,2mL de 4gua destilada e sonicado por 40 minutos. O
sobrenadante foi centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm e tratado com os reagentes de
Lowry. Em seguida foram obtidos os espectros UV-Vis para determinacio da massa de
proteina liberada.

Através da figura 28 observa-se que 4 medida que aumenta o n° de ciclos abrasivos
sofridos pelas mechas, diminui a quantidade de proteina liberada pelas fibras. As mechas
tratadas constantemente com a emulsdo de ceramidas “perdem” menos proteinas quando
submetidas a energia ultrassonica do que o controle. Para os ciclos 2, 4, 6, 8 ¢ 10 observa-se,
respectivamente, uma quantidade de proteina liberada 62%, 58%, 54%, 59% e 47% em média

menor nas amostras tratadas com ceramidas.

IV.6 Microscopia Eletronica de Varredura

A obtencio de micrografias eletrdnicas de varredura visava verificar como se
encontrava a superficie dos fios abrasados através da observagio das células cuticulares. As

micrografias a seguir s3o representativas das diferencas observadas.
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Figura 29: Micrografia eletronica de varredura de um fio de cabelo padrido sem abrasio.

O fio de cabelo padrdo apenas extraido com Et,0 apresenta, tal como ilustrado na

figura acima, células cuticulares praticamente intactas e de contorno regular.
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Figura 30A: Micrografia eletronica de varredura de um fio de cabelo padrdo submetido a 10
ciclos abrasivos e tratado com ceramidas.
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Figura 30B: Amplia¢do de uma regido da micrografia da figura 30A.

Observa-se das figuras 30A e 30B que, apds sucessivos ciclos abrasivos com aplicagdo
de ceramidas, as fibras apresentam um contorno cuticular mais irregular, porém no aparentam
ter sofrido grandes perdas de material queratinoso. Algumas escamas apresentam um contorno
esbranquicado em suas extremidades que pode ser atribuido ao depésito de ceramidas,

ocasionando um contraste distinto com rela¢@o ao restante do fio.
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Figura 31A: Micrografia eletronica de varredura de um fio de cabelo padrdo submetido a 10
ciclos abrasivos ndo tratado com ceramidas.
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Figura 31B: Ampliagdo de uma regido da micrografia da figura 22A.

Observa-se da figuras 31A e 31B que tratamentos abrasivos onde ndo ha aplicagio de
ceramidas promovem a remogdo de grande quantidade de material cuticular. A regido rugosa

exposta devidlo a perda de material €  possivelmente, a endocuticula.
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V. DISCUSSAO

V.1 O Método Desenvolvido

O método desenvolvido para a determinagiio do coeficiente aparente de difusio de
corantes em cabelo € inédito na literatura. H4 poucos trabathos em que estes coeficientes sio
determinados, € os autores utilizam técnicas mais trabalhosas ¢ menos precisas. A maioria dos
estudos de difusdo é feita em 13, de estrutura e composicdo bastante semelhantes ao cabelo.
Em geral, os procedimentos consistem, tal como neste trabalho, em acompanhar a deple¢do do
soluto em solugdo. Para tal, a intervalos de tempo definidos, retira-se manualmente uma
aliquota de soluciio de imersdo da 14, dilui-se e 1é-se a absorbéncia em um tinico comprimento
de onda. Dois trabalhos encontrados medem a quantidade de soluto sorvido diretamente na
fibra'®*>. Em um dos trabalhos utiliza-se nylon 66, e periodicamente remove-se da solugo de
imersdo que contém o corante uma amostra de nylon, a qual é enxaguada com 4gua e seca a
105°C por 30 minutos. Em seguida, dissolve-se a mesma em o-clorofenol para posterior
leitura de densidade tica em espectrofotdmetro’>. O método de Holmes' para a determinagéo
de coeficiente de difusdo de corante em cabelo, obtendo-se diretamente da fibra a quantidade

de soluto sorvido, encontra-se descrito mais adiante.

O método utilizado neste trabalho permite que a concentrag@o da solugiio de corante
em que as fibras estdio imersas seja periodicamente analisada através de um sistema de fluxo
ininterrupto. O procedimento de Holmes'”, que também determinou coeficientes de difusiio de
alguns compostos no cabelo, consiste em manter as fibras imersas na solugfio de corante e, em
intervalos sucessivos, remové-las e enxagua-las com agua fria. Entretanto, este procedimento,
assim como o de Davis e Taylor para nylon’>, niic impede que a difusiio continue a ocorrer
apos o intervalo de tempo estabelecido, o que induz a obtengio de valores de coeficiente de
difusdo incertos. No método de Holmes', apos o enxagile com 4gua fria, o corante sorvido
pela fibra é extraido utilizando solvente agua-piridina ou dimetilformamida. Embora estes
sistemas de solvente possam solubilizar os corantes utilizados por Holmes, dentre eles preto de
alizarina e fenol, nio se pode afirmar, e é até mesmo dificil de imaginar, que sejam capazes de
dessorvé-los por completo.

Os resultados deste trabalho permitem, através de um grande nimero de dados de
espectrofotometria (pode-se obter uma ou mais medidas por minuto), afirmar estatisticamente
que o processo de difusdo de rodamina B em todas as amostras estudadas ocorre mais
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rapidamente na cuticula do que no cértex. Em contrapartida, 0 método de Holmes
dificilmente permitiria que se obtivesse mais do que uma Unica pedida em cinco minutos,
uma vez que 0 procedimento ndo é automatizado.

O coeficiente de difusdo de rodamina na amostra Oxi.controle foi determinado por uma
outra metodologia que forneceu valores da mesma ordem de grandeza. Esta segunda
determinagdo por célculo da 4rea penetrada pelo corante forneceu um valor de coeficiente de
difusio cerca de duas a trés vezes maior do que aquele obtido por medidas
espectrofotométricas. O fato de se ter assumido que o rendimento quéntico do fendmeno de
fluorescéncia equivaleu a 1 pode ter contribuido para que se obtivesse um maior valor de
coeficiente de difusfio. Além disso, a solugio de imersdio de rodamina dos fios Oxi.controle
apreseﬁtava uma concentragio dez vezes superior iquela utilizada na determinagio por
medidas espectrofotométricas, o que pode também ser um dos fatores que acarretaram um
valor de coeficiente de difusdio maior quando encontrado pelo método de calculo da area.

V.2 O Modelo de Difusio em Cabelo

No processo de difusio da rodamina B para o interior da fibra de cabeio, as moléculas
de corante passam por seus dois principais componentes: cuticula e posteriormente cortex.
Sabe-se que estas duas regides sio quimica e morfologicamente distintas. Portanto, a rodamina
deve ter coeficientes de difusio diferentes em uma e outra regigo.

As curvas de razdo entre quantidade de soluto sorvido no tempo t (Q,) e quantidade de
soluto sorvido até se atingir o equilibrio (Qx) em finglio da raiz quadrada do tempo (t'?)
apresentam, segundo uma anslise visual, duas regides: uma relativa aos primeiros minutos e
outra subsequiente. A equago utilizada, descrita por Crank®, apresenta mais termos que, no
entanto, foram negligenciados. Esta equagiio com todos os termos é capaz de ajustar qualquer
curva de difusio em um cilindro, como o cabelo. Entretanto, observa-se nitidamente que a
curva obtida ¢ formada por dois segmentos de reta, que pode ser descrita pela forma reduzida
da equagio de Crank. Assim, atribuiu-se o primeiro segmento de reta a difus3io na cuticula e o
"éegundo a difusdo no cortex. Com estas considerag3es, a etapa lenta do processo corresponde
a penetracio da rodamina no cortex. Caso a etapa lenta ocorresse na cuticula, ndo seria
possivel obter qualquer resultado relativo 4 difusdo no cortex, pois néo haveria duas retas.
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V.3 Validaciio do Modelo

Para validar o modelo, verificando se este apresenta sentido fisico, alguns célculos e
aproximagdes foram feitos. '

A equagio de Einstein-Smoluchowski® faz uma ligacdo entre os detalhes
microscopicos das moléculas em movimento com os pardmetros macroscopicos do processo
de difusdo, que no nosso caso é o coeficiente aparente de difusfio (D,par). Conhecendo-se o
caminho livre médio percorrido pelas moléculas de rodamina (1) ao longo da camada cuticular
e utilizando-se o valor de Dy pode-se encontrar o tempo T necessario para o corante
percorrer este caminho. O valor de A corresponde a espessura da camada cuticular, que ¢ de
cerca de Sum. Em seguida encontra-se a forma da Equacgio de Einstein-Smoluchowski.

12

D__2? [5]

Obtiveram-se valores de T para as amostras padrfo extraido, Oxi.controle,
Fotoxi.controle e Abr.controle, os quais se encontram na tabela abaixo.

Tabela VIII: Valores de t (tempo necessario para as moléculas de rodamina percorrerem a
camada cuticular) obtidos a partir dos valores de Dy cut na tabela x e do valor de literatura
da espessura da camada cuticular (~5um)

Amostra 7 (min)

Padrao extraido 2]
Oxi.controle 25
Fotoxi.controle 9

Abr.controle 24

Os valores de 7 fornecidos pela tabela VIII mostram que os tempos necessarios para
que as moléculas de rodamina atravessassem a camada cuticular condizem com os intervalos
de tempo visualmente determinados para separar as curvas Q/Q. x t'? em dois segmentos de
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reta (vide tabela IIT). Isto valida o modelo desenvolvido que permite que se obtenham dados
relativos & difusdo na cuticula e no cortex separadamente, algo inédito na literatura.

V.4 O Mecanismo de Difusdio em Cabelo

Segundo a literatura, a cuticula quando integra (sem processamentos fisicos ou
quimicos) possui uma densidade de reticulagdes 'de residuos cistéicos maior do que toda a
fibra* e, portanto, deveria apresentar wma maior resisténcia 4 penetragio de substéncias
externas caso esta ocorresse por uma via transcelular. O cortex, com um teor inferior de
residuos cistéicos, deveria neste caso apresentar um maior coeficiente aparente de difusdo.
Entretanto, os experimentos com cabelo padrio mostram que h4 de fato uma penetragio mais
rapida na cuticula do que no cortex, indicando que no caso da rodamina B trata-se de uma
difusdo intercelular e no transcelular como se acreditava ser a rota preferencial no passado.
Provavelmente fatores como tamanho da molécula difusora e solvente utilizado contribuiram
para a ocorréncia desta rota. Talvez moléculas menores difundem em amostras onde a
exocuticula e a camada-A (maior reticulagio por pontes de dissulfeto da fibra®***) estejam
extensivamente danificadas prefiram a rota transcelular porque, neste caso, hi menores

impedimento estérico e resisténcia oferecida.

A magnitude dos valores de coeficiente aparente de difusio de rodamina
(10" cm?/s) no cabelo se encontra dentro do esperado pela literatura. Utilizando cabelo
branco, também conhecido por c3, sem qualquer processamento fisico ou quimico, Holmes'®
determinou a 25°C os coeficientes de difusio de preto de alizarina como sendo de.
9,0x10"%cm’/s. Para 4cido para-sulfdnico azobenzeno, 4-amino-2-nitrofenol e fenol, 0 mesmo
autor encontrou nas mesmas condigBes, respectivamente, valores de 2,6x107'% cm?s, 4,8 x10™°
cm’s, 3,2 x10™° cm®/s. Estudos de difusio em 14 fornecem valores semelhantes. A 25°C,
Alexander ¢ Hudson® encontraram um valor de 0,7 x10™! cm?¥s para a difusio de alaranjado
IT em I3 e, a 35°C, o coeficiente de difusiio encontrado para o mesmo corante foi de 1,4 x10™!!
cm®/s. King®® encontrou um valor da ordem de 10° cm¥s para o coeficiente de difusio de
' ifapor d’agua em 14 a 25°C.

V.5 Os Tratamentos sobre as Fibras

As amostras de cabelos fotooxidados por 72 horas foram aquelas onde houve uma

maior velocidade de difusfio de rodamina, ou seja, uma menor resisténcia 2 penetragio de
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substancias externas. O tratamento com a emulsio de ceramidas ndo teve nenhum efeito
preventivo ou restaurador sobre as fibras expostas a radiagiio UV. No processo fotooxidativo
ha a destruigdo de diversos aminoacidos como cistina, metionina, fenilalanina, triptofano,
histidina, prolina e das pontes de dissulfeto® e o tempo de irradiaggio foi alto o bastante para
que nio se observasse qualquer protegio conferida pelo filme de ceramidas que evitasse a

degradagio dos aminoécidos. As ceramidas podem, inclusive, ter sido fotodegradadas.

A oxidagdo com H;O; por 30 minutos a 32°C e pH=10,5 também se mostrou um
procedimento drastico o suficiente para que ndio se observasse quaiquer efeito das ceramidas
utilizadas. Provavelmente as condi¢es de oxidagdo proporcionaram efeitos mais danosos do
que duas aplicagdes de tintura comercial contendo descolorante, pois estas apresentam em
geral um tempo de acio de 15 minutos e sdo feitas & temperatura ambiente. HA no mercado
tinturas descolorantes que contém ceramidas em sua formulagio, porém néo se sabe a qual das
seis familias estas pertencem. E possivel gue na primeira aplicagio as ceramidas exercam
alguma fungdo protetora, uma vez que condiges como tempo de agéo e temperatura sio mais
brandas do que nos experimentos deste trabalho. Porém, acredita-se que quando de uma
segunda aplicagdo sobre fios ja descoloridos as ceramidas j4 n3o apresentem qualquer agio
preventiva contra a oxidagdo. De acordo com as micrografias eletronicas de transmissdo de
fios oxidados, apds 30 minutos em contato com H;O, grande parte do material cuticular sobre

o qual as ceramidas atuam ja foi removido.

Nao foram observadas diferengas entre as amostras Abr.controie e Abr.depois através
da determinagdo do coeficiente aparente de difusdo da rodamina. As amostras Abr.depois
somente foram imersas na emulséo de ceramidas ao final do uitimo ciclo abrasivo. De acordo
com as micrografias eletrnicas de varredura das figuras observa-se que ao se submeter as
fibras a 10 ciclos abrasivos ha a remogdio de diversas células cuticulares. A aplicagio de
ceramidas nfio pode restitui-las, o que faz com que os valores de Dyp.r sejam indistintos para as
amostras Abr.controle e Abr.depois. Estes lipidios podem, no méximo, aumentar a coeséo
entre as cuticulas remanescentes reduzindo posteriores danos.

V.6 A Fitoceramida-6 nos Ciclos Abrasivos

De acordo com a literatura, ao se submeterem fibras de cabelo a uma vigorosa agitagio
mecanica ocorre a separagio de material cuticular da haste®. Estudos de Swift e Brown® por
microscopia eletrdnica de varredura mostram que os residuos cuticulares sdo “destacados™ de
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cada fio através de uma clivagem ao longo do complexo da membrana celular (CMO),
liberando sobretudo a exocuticula e a camada-A. Em menor grau, as camadas cuticulares s3o
também clivadas através da endocuticula®®" Tanto 0 CMC quanto a endocuticula sdo
subunidades com baixo teor de cistina e que, portanto, intumescem facilmente na presenca de
agua.

Com a constatacio neste trabalho de que uma molécula grande como a rodamina B
(479 daltons) penetra na fibra por uma rota intercelular, ou seja, através do CMC, ¢ bastante
provavel que a fitoceramida-6 utilizada (737 daltons), maior do que a rodamina B, também
siga a mesma rota. Ao se imergir o cabelo na emulsio destes lipidios, parte das moléculas se
aloja no CMC e parte continua a difundir para o interior da fibra.

Provavelmente durante a exposi¢io do cabelo ao ultra-som, alguns fatores como fluxo
turbulento de 4gua sobre as fibras e atrito intenso® foram suficientes para abstrair as camadas
cuticulares a partir do CMC intumescido que, devido as abrasdes e dissolugdo de seus lipidios

‘com lavagens, tornou-se mais suscetivel & clivagem. A observagio de que a liberagio de
proteina por ultra-som, que corresponde as cuticulas abstraidas, é sempre menor para a mecha
tratada com ceramidas do que para o controle é um indicativo de que estas “enriquecem” o
CMC, tornando-o mais resistente aos fatores que induzem a clivagem da cuticula nesta regigo.
Deste modo, atribuiu-se aos lipidios utilizados um efeito de methoria das propriedades
coesivas das células cuticulares. Braida ef al’.,, dos laboratérios de pesquisa fundamental da
L’Oréal, ja haviam verificado visualmente que cabelos tratados com ceramidas da classe 2 ao
serem submetidos em 4gua a ultra-som liberavam menor quantidade de precipitado depois de
centrifugar o sobrenadante.

Por outro lado, a verificagio de que hi uma tendéncia a diminuir a quantidade de
proteina liberada por ultra-som a medida que aumenta o mimero de ciclos abrasivos
certamente ndo significa que as cuticulas estio mais resistentes, até mesmo porque a mecha
controle também libera menos proteina com o aumento dos ciclos abrasivos. Provavelmente as
- abrasBes/erosdes que removem progressivamente camadas cuticulares fazem com que haja
uma disponibilidade 'cada vez menor destas para serem abstraidas por ultra-som.

Embora o que se observa -na figura 28 seja a maior coesdo cuticular frente a ultra-som
em cabelos tratados com as ceramidas utilizadas, pode-se inferir que também durante abrasdes

como penteaces, lavagens com tensoativo_ e secagens com toatha perde-se menos material
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queratinoso quando o cabelo ¢ freqiientemente submetido & reposigio de ceramida de seus

complexos da membrana celular.
V.7 Sobre Produtos de “Hair Care” que Contém Ceramidas

Xampus e condicionadores que contém ceramidas®® semelhantes 4 estudada (classe
6) ndo tém capacidade de restaurar cuticulas, mas sim de prevenir que sofram posteriores
danos, estejam elas integras ou ndio. Certamente as ceramidas pertencentes as outras classes
também nZo apresentam nenhum efeito regenerativo sobre a cuticula, haja visto que trata-se de
um material sem nenhuma atividade celular.

Uma das maiores dificuldades na comunicagdo entre investigadores cientificos em
“hair care” e consumidores ¢ a falta de defini¢des precisas sobre os efeitos que podem ser

propiciados ao cabelo pelos produtos a venda.

A L’Oréal, fabricante do xampu e condicionador Elséve Nutri-Ceramida, alega no
rétulo de seus produtos que a Ceramida-R®, cuja classe a que pertence ¢ desconhecida,
fortalece os cabelos e preenche “microfissuras” presentes nas fibras. Nesta afirmagio ha

algumas defini¢Ges a serem discutidas:

1- De acordo com a definigio do dicionaric Aurélio da Lingua Portuguesa, fortalecer
significa tornar vigoroso ou consistente. E, portanto, algo pouco provavel de ser
proporcionado e até mesmo avaliado para qualquer principio ativo sobre a fibra
capilar, O fabricante provavelmente designa como “fortalecimento” a menor
incidéncia de quebra dos fios quando submetidos a uma determinada tensdo. A

L’Oréal afirma que esta redugdo ¢ de 40%. Deve-se considerar dois pontos:

A) Ainda que as ceramidas possam penetrar no cortex®* apods longo tempo de
contato com o cabelo, néo se pode esperar que no curto tempo de contato que consiste

a lavagem ou condicionamento das fibras haja penetrag@o das ceramidas no cortex.

B) De acordo com vérios trabalhos, as propriedades mecﬁmcas se relacionam
apenas com o cortex e nio com a cuticula. Wolfram e Lindemann® sugeriram, por
outro lado, que a cuticula efetivamente contribui para as propriedades mecénicas,
sobretudo em cabelos finos. Ja Scott™ forneceu argumentos para a hipotese de que nio
ha envolvimento da cuticula nestas propriedades, uma vez que demonstrou que 0s
ensaios de tensdio em cabelos abrasados e nﬁo abrasados sdio idénticos. Robbins e
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Crawford® forneceram mais provas de que o cortex é o Unico responsavel pelas

propriedades mecénicas mostrando que uma severa degradagdo na cuticula nio pode
ser detectada por ensaios mecénicos.

Caso a hipotese de Wolfram e Lindemann seja vélida, o “fortalecimento” proposto pela
L’Oréal consiste numa maior resiténcia das cuticulas & tensio, ocasionando um menor
percentual de quebra na escovagdo. Por outro lado, se Scott, Robbins e Crawford e tantos
outros cientistas que atribuem ao cortex as propriedades mecénicas das fibras capilares
estiverem corretos, néio se pode esperar qualquer efeito de redugio de quebra do cabelo
durante a escovagdo, devido ao que foi dito no item A.

O que efetivamente pode ser atribuido & Ceramida-R®, caso esta seja semelhante 2
fitoceramida-6 estudada, é o fato das cuticulas se tornarem mais resistentes a clivagem e,

portanto, a a¢Bes abrasivas diarias.

2- O termo microfissuras € bastante impreciso. Talvez o fabricante se reporte ao espago
que surge entre duas cuticulas quando “levantadas” devido a abrasdes. Tais
microfissuras podem ser também buracos presentes na endocuticula devido a exposi¢io
solar ou abrasdes, incluindo lavagens com xampus. Estes “buracos” tém sido

extensivamente estudados em nosso grupo de pesquisa.

E possivel que as ceramidas se alojem e diminuam as irregularidades superficiais
responséveis pela perda de brilho. Entretanto, outros principios ativos como silicone
também podem ser capazes de preencher estes espagos, sobretudo se as microfissuras
forem os espagos entre cuticulas “levantadas”, além do que apresentam um menor
custo. Entretanto, estudos de Scanavez® mostram que ndo sio todos os silicones
capazes de preencher os “buracos” da endocuticula, além do que é necessirio um
grande tempo de contato para que isto venha a ocorrer. Portanto, nio se sabe tampouco
se a Ceramida-R® presente nos xampus e condicionadores Elséve poderia, em um
curto tempo relativo & aplicacdo do produto, preencher as microfissuras caso estas
sejam os bﬁms mencionados. Ademais, os produtos Elséve contém dimeticona em
sua formulagio que pode ser a responsével pela maior intensidade de brilho conferido
a0 cabelo em vez da Ceramida-R®. Talvez ambos os ingredientes tenham efeitos

sinergéticos que proporcionam maior lustre ao cabelo.
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VI - CONCLUSOES

Os ensaios de coesfio cuticular mostraram que a emulsdo de ceramidas utilizada
reduziu as perdas protéicas em fibras abrasadas quando submetidas ao ultra-som. As
perdas foram de 62 a 47% menores com relacio ao controle.

As micrografias eletronicas de varredura revelaram que quando as fibras sdo
submetidas a abrasGes constantes (penteagdes, lavagens com tensoativos anidnicos,
fricgGes com toalha para secagem) h4 a remog3o de iniimeras células cuticulares, deixando
o coértex exposto. Um tratamento constante com as ceramidas utilizadas reduz a perda
excessiva de material queratinoso, ainda que nfio se possa evitar que as cuticulas passem a
ter um contorno mais irregular devido a abrasio.

A constatac@io de que, apos se atingir a capacidade méxima de sorcéo de corante pela
fibra (equilibrio), a concentragiio da solugdo decaiu em até 74% de seu valor inicial indicou
que esta ndo se tratava de um “banho infinito”, e sim de uma solugdio com concentragio
variavel. Portanto, a equagio adequada foi a descrita por Crank.

A curva de razdo entre quantidade de soluto sorvido no tempo t (Q,) e quantidade de
soluto sorvido até se atingir o equilibrio (Qw) em fungio da raiz quadrada do tempo (t''?) ¢
formada por dois segmentos de reta de inclinagfes diferentes. O segmento relativo aos
primeiros minutos de difusdo ¢ atribuido a cuticula e aquele relativo aos demais minutos

refere-se ao cortex.

Observou-se que o processo de difusiio de rodamina B no cabelo é mais rapido na
cuticula do que no cortex. Como a cuticula € a subunidade que apresenta maior densidade
de reticulagdes por pontes de dissulfeto, esperava-se uma difusdo mais lenta caso a rota

fosse transcelular. Por conseguinte, trata-se, neste caso, de um processo intercelular.

Os tratamentos a que as fibras capilares foram submetidas, exceto a fotooxidadagdo,
"ndo pareceram afetar a natureza do cortex, uma vez que os valores de coeficiente aparente

de difuséo de rodamina B nesta subunidade permaneceram inalterados.

Nio se detectaram diferencas entre as amostras tratadas e no tratadas com
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ceramidas através de medidas de coeficiente aparente de difusio de rodamina B no cabelo.

Os valores de coeficiente aparente de difusdo de rodamina B na cuticula de cabelos
fotooxidados por 72 horas foram os mais altos observados. O tempo de exposicio &
radiagio UV ocasionou alteracdes excessivamente drésticas, como degradagdio da cuticula,
de modo que nfio se observaram os efeitos das ceramidas.

As micrografias eletrénicas de transmisséo mostraram que as amostras oxidadas tém
suas células cuticulares quase completamente removidas, ldgo nfo sdo observados
quaiquer efeitos das ceramidas sobre o cabelo.

O método de Lowry modificado (com adigio de LSS a mistura reacional) mostrou-se
bastante sensivel e pritico para quantificar as proteinas liberadas pelo cabelo em ultra-som.

O método desenvolvido para determinagdo de coeficiente aparente de difusfio de
corantes em cabelo por medidas de espectrofotometria mostrou-se bastante eficiente, mais
~ preciso e menos trabalhoso do que os j4 descritos em literatura,

Ambos os métodos desenvolvidos para a determinacdo do coeficiente de difusio de
rodamina B no cabelo forneceram valores da mesma ordem de grandeza (10'° cm?/s), que

s20 bastante semelhantes a valores encontrados para 13 e nylon.
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