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RESUMO

Uma das analises mais desejadas atualmente na cosmetologia é a comprovacao da
entrada e distribuicdo de ativos cosméticos no interior da fibra capilar. Particularmente, a técnica
de microscopia Raman possibilita a medida de vibragbes caracteristicas que detectam a
presenca do ativo de interesse e a sua profundidade de permeacgao no cértex. No entanto, essa
técnica possui a limitagdo de fluorescéncia advinda da melanina, tendo seu uso restrito a fibras
descoloridas, albinas ou brancas.

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica utilizada para identificagéo e
quantificacdo de compostos, bem como na elucidacdo da estrutura de moléculas desconhecidas.
Abordagens inovadoras desta técnica, baseadas em varios sistemas de ionizagdo e deteccao,
tém sido desenvolvidas. Atualmente, um dos métodos muito utilizados para a analise de
biomoléculas, tais como proteinas, lipideos e peptideos, € o de ionizagao por dessorgao a laser
assistida por matriz, MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization) acoplada a um
analisador por tempo de voo (TOF). Assim, MALDI-TOF é uma técnica utilizada na investigagéo
e identificagdo de moléculas organicas, em especial biopolimeros, com elevada razédo m/z (> 103
Da). Um novo direcionamento a esta técnica tem sido realizado por meio da aquisigéo de
imagens diretamente de tecidos bioldgicos, sendo conhecido como Imaging Mass Spectrometry
(IMS), o que permite a analise direta de uma secgdo de um tecido bioldégico qualquer, sem
danifica-lo, possibilitando a correlagdo dos dados de espectrometria de massas com as
caracteristicas morfologicas do tecido e a localizagéo de principios ativos.

Neste trabalho, utilizamos de maneira inédita a técnica de imageamento por MALDI-MS
para mapear a permeagao de triacilgliceréis advindos do 6leo de coco, argan e abacate em fibras
capilares caucasianas.

As fibras foram previamente tratadas com os respectivos 6leos, embutidas em resina
histolégica e cortadas longitudinalmente e transversalmente em um dispositivo de corte
histolégico desenvolvido para este fim. As analises foram realizadas por MALDI-TOF/TOF, marca
Bruker, modelo autoflex maX.

As imagens obtidas mostram a permeacédo e distribuicdo dos triacilgliceréis e outros
principios ativos dentro da fibra capilar, o que permitira a customizagao e ajustes dos tratamentos
capilares, bem como comprovacgao de claims relacionados a permeagao de ativos.

Palavras Chaves: Fibra capilar; Espectrometria de Massas, Nutricdo Capilar, MALDI,
Personalizagao.



INTRODUGAO

A penetracdo de moléculas em fibras capilares é particularmente importante para a
industria cosmética e é essencial para a garantia da eficacia pretendida." Deste modo,
compreender as interagdes fisico quimicas, como reatividade, polaridade, grupos funcionais do
ativo ou ingrediente cosmético em questao e a cuticula irdo ditar a sua permeagao ou n&o, assim
como a velocidade de permeagédo. Outro fator a se considerar € a substantividade do ativo com
ao cortex, em que, neste Ultimo as forcas de capilaridade entre meio o externo e internos podem
favorecer a entrada do ativo.

O cabelo humano é naturalmente protegido de agressbes externas por uma camada
hidrofobica externa. A integridade desta superficie € essencial para a percepgao por parte dos
consumidores de um cabelo saudavel e brilhante.? A camada externa da cuticula, geralmente
referida como epicuticula, é fina, mas com grande resisténcia a ataques quimicos e contém em
sua composigdo grande quantidade de lipideos.®> Ademais, a extragdo desse composto
demonstrou a presenca de lipideos de natureza prevalentemente covalente, formando a camada
f (f-layer). A mesma é prevalentemente composta pelo acido (+)-18-metileiconasoico (18-MEA),
ligado com um tioester a residuos de cisteinas na camada proteica existente abaixo da
epicuticula.* Esse arranjo molecular confere a superficie da fibra capilar uma grande
hidrofobicidade se contraponto a hidrofilicidade encontrada no cértex capilar.

A aplicagao de 6leos vegetais na fibra capilar esta cada vez mais comum nos dias atuais,
tanto nos tratamentos anti-frizz como nos processos de nutricdo capilar. Além disso, os 6leos
vegetais sdo bem conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e por vezes anti-
inflamatdrias, auxiliando a homeostase e conforto do couro cabeludo.?

A permeagédo dos o6leos vegetais para dentro da fibra capilar depende, dentre varios
fatores da afinidade do 6leo em relagao a superficie da fibra capilar e a sua habilidade de migrar
para dentro do cortex via difuséo intercelular pelo complexo da membrana celular (CMC). A
mobilidade molecular ird depender do tamanho, peso, volume, densidade de cargas e
viscosidade do 6leo.®

Em termos de estruturas moleculares, éleos poli-insaturados podem criar triglicerideos
com estruturas mais “abertas” e encontrar maior dificuldade de penetragdao na CMC. Fatores
adicionais como polaridade, a atividade dos grupos funcionais, momento dipolar, densidade de
cargas, e area superficial.

Particularmente, a técnica de microscopia Raman possibilita a medida de vibragdes
caracteristicas que detectam a presenca do ativo de interesse e a sua profundidade de
permeagao no cortex. No entanto, essa técnica possui a limitagéo de fluorescéncia advinda da
melanina, tendo seu uso restrito as fibras descoloridas, albinas ou brancas.” Outra técnica
utilizada para detecgao de ativos in locus é a microscopia de fluorescéncia. Nesta técnica, um
marcador fluorescente é ligado a molécula de interesse para sinalizar sua presenga. A
desvantagem da técnica € que nem todas as moléculas de interesse possuem afinidade de

ligagdo com marcadores fluorescentes especificos.®

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica utilizada para identificagéo e
quantificacdo de compostos, bem como na elucidacdo da estrutura de moléculas desconhecidas.
Abordagens inovadoras desta técnica, baseadas em varios sistemas de ionizagdo e detecgcao
tém sido desenvolvidas. Atualmente, um dos métodos muito utilizados para a analise de
biomoléculas, tais como proteinas, lipideos e peptideos, € o de ionizagao por dessorgao a laser
assistida por matriz, MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization) acoplada a um
analisador por tempo de voo (TOF). Assim, MALDI-TOF é uma técnica utilizada na investigagéo
e identificagdo de moléculas organicas, em especial biopolimeros, com elevada razédo m/z (> 103
Da). Um novo direcionamento a esta técnica tem sido realizado por meio da aquisigdo de
imagens diretamente de tecidos bioldgicos, sendo conhecido como Imaging Mass Spectrometry
(IMS), o que permite a analise direta de uma secgdo de um tecido biolégico qualquer, sem
danifica-lo, possibilitando a correlagdo dos dados de espectrometria de massas com as
caracteristicas morfologicas do tecido e a localizag&o de principios ativos.®

Estudos prévios utilizaram a técnica conhecida como secondary ion mass spectrometry
(SIMS) para investigar a penetragdo do oleo de coco e 6leo mineral na fibra capilar.’® Os
espectros analisados claramente mostraram a penetragao do 6leo de coco no cortex capilar. Sua
difusdo foi de total a parcial, dependendo da regido observada. Contrariamente, o 6leo mineral



nao penetrou no coértex capilar. A diferenga foi atribuida a polaridades distintas entre os dois
6leos. O dleo de coco forma triglicerideos polares e o 6leo mineral € apolar. Dessa forma, o dleo
de coco teria maior afinidade com o cortex capilar.

Neste trabalho, utilizamos de maneira inédita a técnica de imageamento por MALDI-MS
para mapear a permeagao de acidos graxos advindos do 6leo de coco, argan e abacate em fibras
capilares caucasianas.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo demonstrar a permeacéo e distribuicdo dos 6leos de
coco, argan e abacate, bem como seus componentes, pela técnica de imageamento por MALDI-
TOF em fibras capilares caucasianas descoloridas.

MATERIAIS E METODOS
1. Preparagdo das Mechas Virgens

Para o estudo foram preparadas quatro mechas virgens caucasianas, medindo
aproximadamente 20 cm e pesando 3 g.

Apos o preparo todas as mechas foram lavadas com uma solugéo a 10% de lauril éter
sulfato de sodio (LESS), enxaguadas em agua corrente. Apos a lavagem foram secas em
ambiente padronizado a 22 °C e 50% de umidade relativa por 24 horas.

2. Preparacao das Mechas Descoloridas

Apods a secagem, as mechas de cabelo virgem foram submetidas a um processo de
descoloracdo oxidativa com um descolorante de mercado a base de perdxido de hidrogénio,
seguindo-se as orientagdes de uso do fabricante.

Todas as mechas foram submetidas a um processo padronizado de pés-limpeza
utilizando uma solugéo 10% de LESS por um minuto seguido de enxague em agua corrente. As
mechas foram secas em um ambiente padronizado a 50% de umidade relativa e 22 °C e deixadas
24 horas em repouso antes dos ensaios.

3. Tratamento com as Mechas Descoloridas

As mechas descoloridas foram submetidas a tratamento com trés 6leos vegetais: 6leo de
argan, 6leo de coco e 6leo de abacate. Os 6leos foram aplicados diretamente nas mechas em
quantidade suficiente para envolver bem os fios. Cada mecha foi embalada em papel aluminio e
levada a estufa a 25 °C por 24 horas. Em seguida, cada mecha foi lavada com solugao de LESS
10% e agua corrente e deixada para secagem em ambiente controlado (22 °C 50 e 50% UR)
durante a noite.

4. Preparagao dos fios para as analises

Os fios foram cortados ao longo de todo o comprimento usando um aparato produzido em
laboratdrio, baseado no processo descrito por Kempson et al.,"" que consiste em duas partes: a
primeira compreende um bloco de material polimérico, onde posiciona-se uma lamina de
micrétomo a um angulo de aproximadamente 20°, parafusos e uma placa metalica, usados para
fixar a lamina (Figuras 1a e 1b.). A segunda é composta por um bloco de aluminio com ranhuras
entre 40 e 50 ym, no qual as fibras capilares sdo posicionadas e presas na lateral com fita
adesiva (Figura 1c). O sistema foi desenvolvido no Instituto de Quimica de S&o Carlos, da
Universidade de Sao Paulo com a pedido de patente em andamento.



Figura 1. Aparato para corte longitudinal dos fios de cabelo. A) Pegas do suporte de fixagédo da
ldmina de micrétomo com angulo de 20°; b) Aparato montado com a Iamina fixa; c) Bloco de
aluminio com ranhuras de 40 e 50 ym.

Os fios foram colados com auxilio de uma fita dupla-face condutiva (Arcare® 90106NB)
em laminas de vidro com revestimento condutivo ITO (6xido de indio e estanho). A matriz DHB
(acido 2,5-dihidroxibenzdico), em concentragdo de 7 mg/mL de acetonitrila 50% acidificada com
0,1% de acido trifluoracético (v/v) foi aplicada sobre a [amina com auxilio do equipamento TM-
Sprayer™ (HTX Tecnologies).

5. Caracterizagoes

As analises MALDI-TOF/TOF foram realizadas no espectrometro de massas autoflex
maX® (Bruker Daltonics), que utiliza o laser smartbeam-Il de comprimento de onda de 355 nm,
com poténcia de laser em 90%, didametro do foco em 80 um e taxa de repeticdo em 2000 Hz. Os
espectros foram obtidos no modo positivo de ions, utilizando o refletor, na regidao de m/z 450-
2000. O software flexControl (Bruker Daltonics) foi utilizado para aquisicao e o flexAnalysis
(Bruker Daltonics) para o tratamento dos dados, assim como o software aberto MZmine.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existe uma classificagao especifica para os 6leos vegetais ou triglicerideos. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): “Sao os produtos constituidos principalmente
de glicerideos de acidos graxos de espécies vegetais. Podem conter pequenas quantidades de
outros lipideos como fosfolipideos, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres,
naturalmente presentes no 6leo ou na gordura.”'? Os acidos graxos podem ser classificados em
saturados (apenas ligagdes simples), monoinsaturados (somente uma ligagdo com dupla) e poli-
insaturados (duas ou mais ligagbes duplas).

Ao contréario das gorduras animais, com excegao dos 6leos de peixe, a maioria dos éleos
derivados de plantas é liquida a temperatura ambiente. A maioria dos 6leos derivados de plantas
é pobre em gorduras saturadas e rica em gorduras poli-insaturadas e monoinsaturadas. No
entanto, uma excegao € o 6leo de coco, um semissélido a temperatura ambiente que contém
uma grande quantidade de gordura saturada e 6mega 3 e 6.2

Cada odleo vegetal apresenta uma fungao, a qual esta relacionada a sua composi¢ao
lipidica. Os dleos de argan, abacate e coco, séo ricos em acidos graxos insaturados como por



exemplo, os acidos oleico, palmitoleico, ecosanoico e erucico. O 6leo de argan possui também
em sua composicéo grande quantidade dos 6leos linoleico e linolénico, que sdo poli-insaturados.

Esses 6leos, dentre outros, estdo sendo utilizados atualmente pelos consumidores nos
processos de umectagéo da fibra capilar e por isso o interesse crescente em desvendar seu
mecanismo de entrada ou n&o na fibra capilar, interagdes internas com as estruturas do cortex
e protegao da superficie.

A Figura 2 ilustra o espectro de MALDI-TOF/TOF da superficie de uma fibra capilar
descolorida, descolorida tratada com 6leo de coco e o 6leo de coco.
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Figura 2. Espectro de MALDI-TOF/TOF da superficie de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de coco (meio) e do 6leo de coco (baixo).

O espectro observado ndo possui nenhum sinal dos picos observados no 6leo de coco.
No entanto, observa-se um deslocamento de picos da fibra capilar tratada em relagéo a nao
tratada. Essa observagao pode ser sugestiva de que algumas moléculas do éleo de coco podem
ter interagido moléculas da superficie da fibra descolorida. Para comprovagéo desta hipétese
melhoramentos dos ajustes experimentais do equipamento devem ser realizados.

A Figura 3 ilustra o espectro de MALDI-TOF/TOF do corte seccional longitudinal de uma
fibra capilar descolorida, descolorida tratada com 6leo de coco e do 6leo de coco novamente,
para referéncia.
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Figura 3. Espectro de MALDI-TOF/TOF do cortex de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de coco (meio) e do 6leo de coco (baixo).

Na Figura 3 pode-se observar a presencga dos picos do 6leo de coco em 616,0; 650,0 e
773,0 m/z. Observa-se diferengas sutis entre os espectros de cortex sem tratamento e o cortex
do cabelo tratado com 6leo de coco. Os picos da amostra tratada coincidem com os do éleo de
coco. Essa comparagao sugere que o 6leo de coco permeou a fibra capilar e penetrou no cortex.
O processo oxidativo decorrente da descoloragéo gera na fibra capilar um aumento de ligagdes
insatisfeitas, cisteina, acido cisteico, diversos radicais dissufidicos, produtos de degradagao da
melanina, dentre outros."® De uma forma geral o cortex da fibra torna-se mais polar e mais
susceptivel a interagdes com moléculas polares. Quando comparados os espectros da fibra
tratada e nao tratada, observou-se 0 mesmo deslocamento de picos, observados na superficie.
Novamente, neste caso, esse deslocamento pode ter ocorrido em decorréncia de interagdes
entre o 6leo de coco e o cortex da fibra capilar. Um estudo anterior realizado com a técnica de
MALDI-TOF demonstrou a permeagao do 6leo de coco para dentro da fibra capilar e sua
disposicdo na mesma.’® No mesmo trabalho os autores sugerem que o 6leo de coco, por
possuirem moléculas com carater preferencialmente polares e cadeias mais planas, tem maior
atividade e afinidade com o cortex mais polar.

A Figura 4 ilustra o espectro de MALDI-TOF/TOF da superficie de uma fibra capilar
descolorida, descolorida tratada com 6leo de abacate e do dleo de abacate.
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Figura 4. Espectro de MALDI-TOF/TOF da superficie de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de abacate (meio) e o dleo de abacate (baixo).

Na Figura 4 pode-se observar a presenga dos picos do dleo de abacate na superficie da
fibora em 679,4; 701,4; 717,4; 732,2; 895,8; 908,0 e 924,0 m/z. Os picos da amostra tratada
coincidem com os do 6leo de abacate. Essa comparagdo sugere que o 6leo de abacate se
depositou sobre a fibra capilar. O sinal obtido para esse 6leo em relagdo ao de coco foi maior e
mais claro. Ademais, o 6leo de abacate possui moléculas de maior peso molecular em relagéo
ao anterior tendo sinais acima de 800 m/z.

A Figura 5 ilustra o espectro de MALDI-TOF/TOF do cortex de uma fibra capilar
descolorida, descolorida tratada com 6leo de abacate e o 6leo de abacate.
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Figura 5. Espectro de MALDI-TOF/TOF do coértex de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de abacate (meio) e do 6leo de abacate (baixo).

Na Figura 5 pode-se observar a presenca dos picos do 6leo de abacate no cértex da
fibora em 679,4; 701,4; 717,4; 732,2; 895,8; 908,0 e 924,0 m/z, como encontrados na superficie.



Esse fato demonstra que mesmo contendo algumas moléculas de peso molecular maiores que
o oleo de coco, as mesmas permeiam para dentro do coértex da fibra. Esse fato sugere que a
permeacao esta fortemente relacionada as estruturas terciarias das moléculas em questao, que
no caso sao mais lineares, e da sua polaridade. A diferenga em relagéo ao 6leo de coco € que
no caso do 6leo de abacate a presenga de moléculas na superficie foi nitidamente maior. Dessa
forma o 6leo de abacate interage tanto com a superficie, mais apolar, assim como com o cortex
mais polar.

A Figura 6 ilustra o espectro de MALDI-TOF/TOF do cortex de uma fibra capilar
descolorida, descolorida tratada com éleo de argan e do dleo de argan.
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Figura 6. Espectro de MALDI-TOF da superficie de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de argan (meio) e do 6leo de argan (baixo).

Na Figura 6 pode-se observar a presenga dos picos do 6leo de argan na superficie da
fibra em 897,0 m/z. Os picos da amostra tratada coincidem com os do 6leo de argan. O 6leo de
argan possui algumas moléculas de maior peso molecular que do 6leo de coco e de abacate.
Ademais, é rico além de acidos graxos monoinsaturados possui os linoleico e linolénico que sao
poli-insaturados.'? As poli-insaturagdes modificam a estrutura terciaria das moléculas deixando-
as mais apolares, com menor atividade, resultando em uma tendéncia aumentada a ocorréncia
de impedimento estérico. Nao se observa-se neste caso deslocamento dos picos da amostra
tratada em relag&o a néo tratada sugerindo que o éleo de argan tem menor interagdo molecular
com a superficie que o 6leo de abacate e provavelmente o dleo de coco.

A Figura 7 ilustra o espectro de MALDI-TOF da superficie de uma fibra capilar
descolorida, descolorida tratada com éleo de argan e do dleo de argan.
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Figura 7. Espectro de MALDI-TOF do cértex de uma fibra capilar descolorida (topo),
descolorida tratada com 6leo de argan (meio) e o 6leo de argan (baixo).

Na Figura 7 pode-se observar a presenga dos picos do 6leo de argan no cértex da fibra
em 601,5; 647; 684 e 685,0 m/z. Os picos da amostra tratada coincidem com os do 6leo de argan
com moléculas de menor peso molecular. A comparagéo entre os espectros da amostra tratada
e ndo tratada ndo demonstra deslocamento de picos, sugerindo uma interagdo molecular menor
do 6leo de argan com o cortex polar da fibra capilar. Moléculas de peso molecular maior, menor
atividade devido a agrupamentos poli-insaturados nao foram encontrados no interior da fibra.

CONCLUSAO

Os resultados preliminares da técnica de MALDI-TOF/TOF mostraram-se promissores
na detecgao de moléculas organicas na superficie e cortex da fibra capilar, abrindo um vasto
campo de analise de presenga e interagdo de ativos cosméticos com a fibra capilar. O
procedimento analitico no preparo da amostra e na andlise s&o inéditos, contribuindo
significativamente para a industria cosmética.

O dleo de coco néo foi encontrado na superficie da fibra, mas o deslocamento dos picos
da amostra tratada e ndo tratada sugere a presenca do 6leo e interacdo molecular com a
superficie, e estudos mais detalhados sobre este aspecto se faz necessario. Por outro lado,
diversos picos do 6leo de coco foram encontrados no cortex da fibra. Os picos entre amostra
tratadas e n&o tratadas mostraram-se deslocados sugerindo também a interagdo molecular do
6leo com o cértex.

Diversos picos bem definidos do éleo de abacate foram encontrados na superficie da
fibra e também no coértex da fibra. Os picos entre amostra tratadas e nao tratadas mostraram-se
deslocados sugerindo uma interagao molecular do 6leo com o cortex e superficie.

Algumas moléculas de baixo peso molecular do éleo de argan foram encontradas no
cortex da fibra e algumas de mais alto peso molecular na superficie. Nao se observou
deslocamento dos picos entre amostra tratada e n&o tratada sugerindo que esse dleo tem menor
interagcao molecular tanto com a fibra com a superficie.
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