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O nada nadifica.
(Martin Heidegger)

Para quem ndo sabe aonde quer chegar,

qualquer caminho basta.

(Lewis Carroll, em ‘Alice no Pais das

Maravilhas’)
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Conhecimento ndo é aquilo que vocé sabe,
mas o que vocé faz com aquilo que vocé sabe.

(Aldous Huxley)

O homem ndo sabe mais que os outros
animais; sabe menos. Eles sabem o que precisam
saber. Nos ndo.

(Fernando Pessoa)
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DEGRADACAO DE CABELO CAUSADA POR TENSOATIVOS: QUANTIFICACAO
POR MEIO DA ANALISE DAS SOLUCOES DE LAVAGEM POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
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Resumo

Sabe-se que tensoativos (surfactantes) de xampus causam degradac¢do da fibra capilar. Entretanto,
ndo ha na literatura estudos para quantificar os danos decorrentes do uso de tensoativos
comerciais, que sao impuros. Este trabalho avalia e compara a degradacdo de cabelo induzida
pela acdo de 16 tensoativos comerciais. Cabelo-padrao Caucasiano castanho escuro foi imerso em
solucdes aquosas de 16 tensoativos comerciais, de dodecil sulfato de sédio (SDS) e de dgua
destilada, em condi¢des que imitam as do banho (38 °C, agitacdo constante). Obtiveram-se 0s
espectros UV—Vis das solucdes de lavagem. O método de Lowry foi utilizado para estimar a
quantidade de proteinas extraida por SDS e por dgua destilada. As solugdes de cabelo em todos
os tensoativos € em 4dgua tornam-se coloridas apds tempo prolongado (dias) de contato com os
cabelos. A intensidade da cor varia de acordo com o carater idnico do tensoativo €, somente no
caso dos tensoativos, aumenta com o tempo de contato. Os espectros UV—-Vis obtidos mostram
que o grau de degradacdo da fibra capilar varia de acordo com o indice HLB (detergéncia) dos
tensoativos. AniOnicos extraem em maior quantidade (ou mais rapidamente) as substancias do
cabelo, anfotéricos degradam menos e ndo-idnicos degradam na mesma intensidade que a 4gua.
A degradacao se da pela extracdo proteinas, fragmentos de cuticulas e granulos de melanina, sem
que haja alteracio de cor do cabelo. Os espectros UV—Vis das solucdes de lavagem apresentam
bandas em 275 nm (proteinas) e de 525 a 625 nm (melaninas). Estas bandas correlacionam-se
com a estimativa de proteina pelo método de Lowry. A partir desta correlacdo, a degradacao de
cabelos devido ao uso de tensoativos pode ser quantificada e comparada pelos espectros UV-Vis

das solucdes de lavagem com os tensoativos comerciais.
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HAIR DAMAGE CAUSED BY SURFACTANTS: QUANTITATIVE
DETERMINATION BY UV-VIS SPECTRA OF WASHING SOLUTIONS

Master Thesis of Rafael Pires de Oliveira
Advisor: Prof. Dr. Inés Joekes
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Abstract

It is well known that shampoo's surfactant causes degradation of human hair. However, studies
that quantify hair damage caused by commercial surfactants are lacking in scientific literature.
This work investigates and compares hair damage induced by 16 commercial surfactants.
Standard virgin dark-brown Caucasian hair was immersed in aqueous solutions of 16 commercial
surfactants, sodium dodecyl sulfate (SDS), and distilled water under conditions that imitate bath
(38 °C, constant shaking). UV-Vis spectra were recorded of the washing solutions. Lowry
method estimated the amount of protein extracted by SDS and distilled water. All surfactants
solutions and water become colored after prolonged (days) contact with the hair. The color
intensity varies with ionic character of the surfactant and, only in the case of surfactants,
increases with contact time. UV-Vis spectra show that the degree of hair damage varies
according to the HLB index (detergency) of the surfactants. Anionics extract a greater amount (or
faster) of hair substances, amphoterics extract fewer, and non-ionics degrade at the same intensity
as water. The degradation is caused by the extraction of proteins, fragments of cuticle and
melanin granules, without change hair color. UV-Vis spectra of washing solutions show bands at
275 nm (proteins) and 525-625 nm (melanins). These bands correlate with protein evaluation by
the Lowry method. From this correlation, hair damage due to surfactants can be quantified and

compared through UV—-Vis spectra of washing solutions of commercial surfactants.
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1. Introducao

1.1. Cabelos

O cabelo apresenta fun¢do sensorial, de atragdo sexual e de prote¢do corporal [1]. O fio de
cabelo possui uma composi¢do quimica complexa, sendo produzido no foliculo, localizado no
tecido subcutaneo.

Ao lado do foliculo, estd a glandula sebédcea, que lubrifica o fio. Nao existe cabelo “seco”,
“normal” ou “oleoso”. A oleosidade (ou falta dela) atribuida ao “tipo” de cabelo €, na verdade,
sebo produzido pelas glandulas sebaceas do couro cabeludo. Os processos mecanicos de pentear
ou passar as maos nos cabelos é que transportam o sebo do couro cabeludo para os fios.

O cabelo cresce em um ciclo de trés etapas e aproximadamente 14 cm por ano. Um adulto
normal possui de 81 a 121 mil foliculos na cabeca, dos quais 90 % estdo na fase de crescimento
dos fios e 10 % na fase de formacdo de um fio novo, expulsando o anterior. Um adulto normal
perde naturalmente até 100 fios por dia [1].

Conforme as células sdo produzidas dentro do foliculo, ocorrem processos de
diferenciacdo celular nos quatro componentes bdsicos: as cuticulas, o cértex, o complexo da
membrana celular (CMC) e, em alguns casos, a medula [1, 2]. Melandcitos presentes no foliculo
capilar produzem e transferem a melanina para a fibra, o que d4 a sua cor [3]. Estas estruturas sao
formadas por processos de diferenciacdo celular, que duram até o fio chegar a epiderme. O cabelo
nao sofre alteracdes bioldgicas depois que sai do couro cabeludo.

A Figura 1 representa, esquematicamente, a estrutura morfologica genérica de uma fibra

de queratina. A fibra capilar ndo apresenta as estruturas diferenciadas de orto, meso e para-cortex.

Cuticula

As cuticulas envolvem, no sentido da raiz para a ponta, toda a fibra capilar em cerca de
dez camadas sobrepostas (no cabelo virgem) e entre cada uma estd presente o CMC [4]. Cada
cuticula tem aproximadamente 0,5 pm de espessura e 60 pm” de drea [4], tendo exposta apenas
67 um. E composta por lipideos, carboidratos e proteinas [5], o que garante resisténcia quimica
e um maior coeficiente de difusdo em relacdo ao cortex [6]. Sua estrutura é amorfa [7] e

constituida por trés camadas, descritas a seguir e mostradas na Figura 2.
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Figura 1: Esquema genérico representativo da estrutura da fibra de cabelo. Notam-se as células
corticais alongadas no sentido do eixo do fio, compostas por macrofibrilas, que sdo constituidas
pelas microfibrilas. Véem-se ainda as trés camadas estruturais da cuticula. O CMC estd presente
entre as células corticais, entre as macrofibrilas e microfibrilas e entre cada uma das cuticulas.
Adaptado de Robbins [1], original de Dobb et al. [8].

1. Camada-A: € a regido mais superficial da cuticula, coberta por um filme lipidico (acido
18-metileicosanéico, 18-MEA) ligado covalentemente. E altamente reticulada, com um
alto conteudo de cistina (> 30 %). E, portanto, a camada mais resistente e hidrofébica da
cuticula.

2. Exocuticula: é densamente reticulada, com conteido intermedidrio de cistina (entre
15 e 20 %). Assim como a camada-A, ndo se intumesce em dgua [9].

3. Endocuticula: tem o menor contetido de cistina (ca. 3 %) de toda a cuticula. Contém maior
concentracdo de remanescentes celulares nao-queratinosos e aminodcidos bdsicos e
acidos. Ao contrdrio das camadas superiores, a endocuticula se intumesce em dgua e

apresenta baixa resisténcia a ataques quimicos.

Cortex

O cortex, maior componente da fibra de cabelo (entre 70 e 90 %), € a regido cristalina,

responsavel pelas suas propriedades mecanicas, que variam de acordo com a quantidade de dgua



presente na fibra capilar [10]. Basicamente, o cortex € constituido de filamentos de a-queratina

embebidos em uma matriz ndo-queratininzada.

Camada-A

Exocuticula

Endocuticula

Figura 2: Micrografia eletronica de varredura de um corte transversal de um cabelo comum
mostrando a regido do cértex e das cuticulas, com a indicagdo das suas camadas. Notam-se no
cortex os granulos de melanina. Retirado de [11].

O cortex € constituido por células alongadas durante o processo de queratinizacdo com
didmetro de 1-6 um e comprimento de 50-100 um, alinhadas paralelamente ao eixo da fibra. As
células corticais contém macrofibrilas, sendo que, cada uma, é formada por filamentos
intermedidrios (microfibrilas). Entre as macrofibrilas e entre as microfibrilas estd presente a
matriz que contém proteinas amorfas e remanescentes nucleares [12]. As células corticais sdao
ricas em cisteina, compactas, pouco penetrdveis por liquidos em geral e menos reativas

quimicamente.

Complexo da membrana celular (CMC)

O complexo da membrana celular (CMC) consiste de membrana plasmdtica modificada e
remanescentes celulares ndo-queratinizados [13] que mantém todas as partes da fibra capilar
aderidas. A composicdo mais detalhada do CMC, no entanto, ainda ndo esta bem definida [1]. O
CMC ¢ a unica fase continua da fibra capilar, sendo a principal via para difusdo de substincias

para dentro do fio de cabelo [1, 6, 13].



Medula

A medula € a regido mais interna da fibra capilar e pode estar ausente, fragmentada ou
continua. E separada do cértex por uma camada de CMC. Apresenta uma estrutura amorfa
porosa, com maior teor de lipideos e com vactolos preenchidos por ar [1]. Apesar de ndo serem
significativamente diferentes, as propriedades mecanicas dos fios ndo-medulados sdo mais

uniformes em comparacio com os medulados [14].

Melanina

Os granulos de melanina constituem, em geral, menos de 3 % da massa total da fibra de
cabelo. Ainda ndo estd bem estabelecida a sua func@o, mas acredita-se ser apenas de fotoprotecdao
[15]. Melandcitos presentes no dpice do foliculo capilar produzem melanossomos, organela
responsével pela producdo da melanina [3]. A melanina € introduzida no espago intracelular dos
filamentos de queratina, no inicio da formacdo da fibra capilar, antes do processo de
diferenciagcdo que os orientard e cristalizard [16, 17]. No fio de cabelo, a melanina fica situada no
cortex, no espago intermacrofibrilar.

A melanina é um polimero conjugado produzido por reagcdes a partir da tirosina. Quando a
dopaquinona (produzida pela oxidacdo da tirosina) reage com cisteina, ¢ formada feomelanina,
caso contrdrio, a rea¢do final produzird eumelanina [18]. A feomelanina possui uma coloragdo
avermelhada, enquanto que a eumelanina uma cor que varia de preto a marrom. Cabelos pretos
contém um maior nivel de eumelanina, cabelos loiros um teor menor de eumelanina, e cabelos
ruivos contém concentragdes equivalentes de eumelanina e feomelanina [19]. Além da cor, os
dois tipos diferem, entre outras propriedades, na solubilidade: eumelanina € insolivel, ao passo
que feomelanina € solivel em dlcalis [18, 20].

A melanina se agrega em granulos esféricos ou ovais, com didmetro que varia entre
0,3 a 1,0 um (no eixo maior), de acordo com a origem racial da pessoa [1]. Estes granulos, no
entanto, sdo na verdade uma estrutura hierarquizada, composta pela agregacdo de diversos
constituintes menores [21]. O pigmento de melanina € uma mistura ou um copolimero de
feomelanina e eumelanina [18, 22]. Segundo Popescu e Hocker [12], a cor dos cabelos se deve a
presenca dos granulos de melanina, através de “cor fisica” (physical colour) e nao cor devida a

cromo6foros quimicos.



Em 1961, Pullman e Pullman [23] sugeriram que a melanina segue o modelo de estruturas
de banda como os semicondutores. Estudos posteriores mostraram que esta propriedade se deriva
da estruturacdo do granulo de melanina, que forma band-gap através das conjugacdes m—n* nos
nanoaglomerados [24, 25, 26, 27]. Esta conjugacdo € responsdvel pela geracdo de cor do
pigmento e intensa absor¢do na regidao UV [28].

A desagregacdo do granulo de melanina altera a sua coloracdo [29]. A melanina também
adsorve dgua e, devido a complexa heterogeneidade estrutural e de composicdo quimica,
diferentes interacdes com a dgua modulam a sua solvatagdo produzindo diferentes tons de cor

[30].

1.2. Xampus

O Brasil € o terceiro colocado no mercado de cosméticos, que movimenta no pais cerca de
USS$ 43 bilhdes, e os produtos para cabelo, tais como xampus, s3o os mais vendidos deste setor
[31]. Xampus sdo formulagdes cosméticas com a func¢do ndo s6 de limpar os cabelos e couro
cabeludo, mas também de melhorar o seu aspecto visual [32].

O principal componente dos xampus € o tensoativo, que constitui, em geral, cerca de
10-15 % em massa do produto. Geralmente, utiliza-se um tensoativo anidnico (em sua maioria,
um alquil sulfato) e um tensoativo coadjuvante anfotérico (em geral, uma betaina). Xampus
“suaves”, como os indicados para bebés, utilizam também tensoativos ndo-idnicos [33, 34].

No processo de lavagem sdo utilizadas baixas temperaturas (de 20 a 44 °C) e um baixo
tempo de contato do produto com o cabelo/sujeira [35].

A sujeira do cabelo é composta predominantemente por sebo produzido das glandulas
sebdceas. O sebo natural do cabelo é composto por uma mistura complexa de ésteres e dcidos
graxos [36, 37]. Os outros constituintes s@o os residuos de produtos cosméticos (tais como
polimeros, ingredientes lipofilicos ou catidnicos) e os materiais particulados presentes no ar (por
exemplo, poeira e fuligem) [35].

A remocdo da sujeira € feita pelo tensoativo. O tensoativo rompe as interagdes
intermoleculares entre a sujeira e o substrato e a transporta para o meio aquoso, eliminando-a. A
Figura 3 ilustra o processo de remocdo de sujeira. Observa-se que o tensoativo adsorve-se nas
interfaces substrato—agua e sujeira—agua, destacando a sujeira do substrato. Assim, quanto mais

adsor¢des nestas interfaces ocorrer, maior serd o efeito detergente do produto.



O tensoativo adsorve também na interface ar-dgua, promovendo a formag¢ao de espuma. A
espuma, no entanto, nao € um indicativo do poder de detergéncia do produto, apesar da tendéncia

psicoldgica de associar a formagdo de espuma com o poder de limpeza [38].

{a) Ar

Figura 3: Esquema ilustrativo do processo de remog¢do de sujeira de uma superficie sélida por
acdo de um tensoativo. (a) Substrato sélido coberto por sujeira oleosa. (b) A 4gua sozinha ndo
consegue remover a sujeira. (¢) Adi¢do de tensoativo a dgua; as partes hidréfobas das moléculas
do tensoativo de orientam tanto sobre a superficie da sujeira quanto sobre a superficie do
substrato, reduzindo assim a adesdo entre a sujeira e o substrato, facilitando a remog¢do da sujeira
mecanicamente. (d) A sujeira € mantida em suspensdo na solucdo, pois as moléculas do
tensoativo formam uma camada de adsor¢do sobre a superficie limpa e em torno das particulas de
sujeira. Retirado de [38].

1.3. Revisao bibliografica

Sabe-se que os tensoativos causam a degradacdo da fibra capilar. Robbins [1] define a
degradacao do cabelo como ‘“dano quimico e ou fisico ou remog¢do de componentes estruturais ou

partes do cabelo que o torna mais fragil ou vulnerdvel a dano quimico ou mecanico”. Nao s6

6



xampus causam danos; radiacdo solar [39], 4gua de piscina [40], alisamentos fisicos e quimicos
[41], descoloracao [42] e tingimento [1] também degradam os cabelos.

Robbins, que é autor de um dos livros mais importantes da drea de fisico-quimica de
cabelos [1] e de capitulos de livros sobre xampus [35], no entanto, atribui e enfoca a sua
discussao a degradagdo gerada pelo processo de limpeza com xampus. A friccdo dos cabelos para
fazer a espuma do xampu € o que, segundo ele, mais danifica a fibra. Com esta abrasdo, ha
levantamento e remoc¢do de lascas da cuticula, o que deixa a fibra ainda mais suscetivel a
remocao de lipideos e material proteico.

O autor sugere em seu livro que o dano gerado pela lavagem com xampus ou solugdo
detergente € superficial, apenas as cuticulas. Ele especula, baseado no tempo de difusdao de dois
corantes de massa molecular ~ 350 g mol ™, que tensoativos anionicos requerem cerca de 1 h para
atravessar todas as camadas de cuticula e atingir o cortex. Santos Silva et al. [6], entretanto,
determinaram o tempo de aproximadamente 20 min para outro corante, de massa molecular ainda
maior (480 g mol_l), difundir as camadas de cuticula.

Baseados nos valores de coeficiente de difusdo, os dois autores sugerem que a difusio de
substincias € via intercelular (e ndo transcelular), conforme representado na Figura 4. As
substancias difundem pelo CMC entre as cuticulas até chegarem ao cortex, que é uma regiao

cristalina e, portanto, com menor facilidade para difusao.

Difusao Difusao
intercelular transcelular

L4

Figura 4: Esquema representativo da difusdo intercelular e transcelular. A primeira é a
preferencial, confirmado pelo coeficiente de difusdo de substincias no cabelo. Retirado de [1].

Faucher e Goddard [43] estudaram a sor¢ao de tensoativos anidnicos, concluindo que este
€ um processo difusivo. Mais, a sor¢do em cabelo de lauril sulfato de sodio (SLS) aumenta com a

adicao de sal a solu¢@o e diminui com a adi¢do de tensoativo ndo-idnico. Os autores atribuem a



diminuicdo a formagdo de micelas mistas e ndo a competicao pelos sitios de sor¢do da fibra. O
trabalho mostra ainda que a presenca de grupos 6xido de etileno, no lauril éter sulfato de sodio
(SLES), diminui a sua sor¢ao proporcionalmente ao nimero destes grupos.

Em um artigo de revisdo, Breuer [44] discute trés pontos importantes sobre a interagdo de
tensoativos em cabelos. Trabalhos utilizando 13, estrato cérneo e cabelo mostram que (1) a sor¢ao
de substancias com carga € menor do que sem carga; (2) o coeficiente de difusdo das substancias
independe da presenca ou auséncia de carga e (3) tensoativos chegam a penetrar na regidao
cristalina da fibra. O autor, no entanto, ndo discute quais sdo 0s tempos necessarios.

Analisando cabelo por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) com reflex@o interna total atenuada (ATR), Singh e Umapathy [45] mostraram que SDS
promove a desnaturacdo das proteinas da cuticula do cabelo, alterando permanentemente a sua
estrutura secunddria. Estes autores, no entanto, t€ém experiéncia apenas em espectroscopia € nao
em cabelos.

Utilizando microscopias eletronica de transmissdo (MET) e de varredura (MEV),
Scanavez et al. [46] mostraram que dgua e solucdo de SDS, sob fric¢do, degradam o cabelo com
a dissolucido/remocdo de material ndo-queratinizado da fibra, abrindo buracos e descolando as
cuticulas. Foi observada a formacao de cavidades na endocuticula, na regido intermacrofibrilar e
ao redor dos granulos de melanina. Ainda, havia fraturas e remocdo de fragmentos de cuticula.
Ap6s 30 ciclos de lavagens, as cuticulas ja foram quase totalmente removidas e o cOrtex estava

exposto com granulos de melanina suscetiveis a extracdo, como mostrado na Figura 5.

Figura 5: Micrografia TEM de secdo transversal de cabelo apds 30 lavagens. Detalhe de apenas
uma célula cuticular remanescente, com o granulo de melanina suscetivel a ser removido, e o
cortex com muitas cavidades geradas. Retirado de [46].



Wagner et al. [47] também estudaram a degradag@o causada por SDS, mas sem fric¢do. A
perda proteica aumenta com o aumento da temperatura e é aproximadamente o dobro para o SDS
em relacdo a dgua. Baseadas na ordem de reagdo calculada, as autoras sugerem que dgua e SDS
extraem as mesmas substincias dos cabelos. As energias de ativacdo estimadas para a perda
proteica de cabelo castanho escuro sdo de 53 e 70 kJ mol™', respectivamente para a dgua e para o
SDS, o que indica um processo difusivo, como visto por Faucher e Goddard [43].

Neste trabalho, € estimado ainda que apds trés anos sejam causadas as pontas duplas, com
a remocdo total das cuticulas e exposi¢cdo do cortex. Ao contrdrio do trabalho anterior de
Scanavez et al. [46], que utilizou friccdo manual, as autoras concluem que o dano aos cabelos

pela solucao de SDS sem fric¢@o se restringe somente as cuticulas.

1.4. Situaciao do problema

Apesar da importincia social e econdmica dos cabelos, poucos estudos cientificos estao
publicados na literatura embora exista um elevado nimero de patentes associados ao seu cuidado.

A Tabela 1 mostra um comparativo destes dados [48].

Tabela 1: Nimero de artigos cientificos publicados e patentes existentes [48]. Neste tipo de busca
sao pesquisados nos documentos: titulo, resumo e palavras-chave.

Palavras-chave Ultimos 5 anos Todos os anos Patentes
Human hair 377 1.177
+ cosmetic 14 35 18.361
+ surfactant 14 34 3.368
+ shampoo 5 21 3.879
+ damage 33 72 1.107
+ anionic 5 14 2.097
+ nonionic 4 7 1.506
+ amphoteric 0 0 1.482
+ lauryl 0 3 1.062
+ laureth 0 0 433
+ betaine 0 1 768




Vé-se que o nimero de artigos cientificos publicados sobre cabelos em geral (1.177) é
cerca de 20 vezes menor que o numero de patentes geradas considerando a categoria de
cosméticos (18.361). Observa-se ainda um reduzido nimero de artigos referentes a xampu (21)
ou tensoativos (34) em relacdo ao nimero de patentes existentes (mais de 3 mil em ambos os
casos).

O numero de artigos publicados sobre cabelos vem aumentando exponencialmente com o
tempo. Grande parte dos artigos sobre degradacdo de cabelos € focada em radiagdo solar e
alisamento quimico e térmico. Como visto, poucos sdo os trabalhos que estudam a degradacdo
causada por tensoativos e um nimero ainda menor que estuda outros tensoativos além do SDS.
Poucos sdo os métodos simples pesquisados para aplicacdo no estudo de degradagdo de cabelos.

N3ao ha na literatura artigos cientificos sobre novas moléculas para serem utilizadas como
detergente em xampus, apesar de a inddstria requerer muitas patentes anualmente. Conciliar o
conhecimento cientifico com o setor produtivo € extremamente benéfico para a sociedade. Este
trabalho visa melhorar o conhecimento cientifico sobre os efeitos deletérios dos tensoativos

utilizados em xampus, possibilitando que melhores produtos possam ser produzidos.
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2. Objetivos

Avaliar e comparar o grau da degradacdo de cabelo induzida por tensoativos para uso

capilar. Para atingir este objetivo, foi usada a seguinte estratégia:
 Identificar se os danos s@o apenas nas cuticulas ou se atingem o cortex.
» Comparar a velocidade de extracao de substancias do cabelo por SDS P.A. e pela dgua pura.

* Propor um método alternativo ao método de Lowry que possibilite a comparagdo e

quantificacdo da degradagdao promovida pelos tensoativos estudados.
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3. Experimental
3.1. Materiais e reagentes

Cabelo

Cabelos-padrao Caucasiano virgem castanho escuro e grisalho 50 % foram adquiridos da
De Meo Brothers, Inc. (EUA), o primeiro com 30 cm e o segundo com 23 cm de comprimento.
Os fios brancos e pigmentados do cabelo grisalho foram separados manualmente.

As duas amostras foram caracterizadas colorimetricamente utilizando um
espectrofotdometro de refletincia difusa Gretag Macbeth Color-eye® 2180 (EUA). As condigdes
de operacdo foram: calibracdo com cerdmica branca, reflectincia, radiacdo ultravioleta inclusa,
abertura para pequenas amostras, iluminante D65 e angulo de observacdo 10°. O equipamento
utiliza o sistema CIELAB apresentando os valores dos parametros de L* (luminosidade), a* (eixo
verde—vermelho) e b* (eixo azul-amarelo). Foram realizadas 20 medidas ao longo de toda a
mecha de cada uma das amostras. Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 2. Estes valores,
inclusive o elevado valor de b* para o cabelo branco, sdo consistentes com estudos anteriores do

Grupo de Pesquisa [49].

Tabela 2: Caracterizacdo colorimétrica pelo sistema CIELAB das amostras de cabelo-padrdao
virgem utilizadas. O cabelo branco foi separado manualmente de uma mecha de “grisalho 50%”.

Cabelo L* a* b*
Castanho escuro 21,3 +0,7 24+04 3,0+0,6
Branco 74 +1 -0,1+0,5 19+2

Este tipo de cabelo dito padrdao é amplamente utilizado na literatura cientifica da 4rea e é
comercializado por empresas especializadas. O cabelo-padrao é uma blenda uniforme de fios de
diversas cabecas de individuos com cabelos de caracteristicas semelhantes. Ndo se sabe, no
entanto, como as empresas preparam estas blendas tdo uniformes de fios. A vantagem de se
utilizar como amostra o cabelo-padrado € a possibilidade de se comparar os resultados com outros
trabalhos cientificos ou técnicos obtidos por outros grupos e laboratérios de pesquisa. A

denominacdo “virgem” se d4 aos cabelos que nio passaram por tratamentos quimicos prévios,
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tais como alisamento, permanente, clareamento e tingimento. O cabelo “grisalho 50 %”

corresponde a uma mecha composta por cerca de 50 % de fios brancos.

Tensoativos

Foram utilizadas amostras de 16 tensoativos de diversos fabricantes, listados na Tabela 3.
Estes produtos sdo produzidos e comercializados para uso industrial em formula¢des cosmético-

capilares e, portanto, ndo apresentam alto grau de pureza, sendo em geral solucdes aquosas.

Tabela 3: Identificacdo das amostras comerciais de tensoativo usados neste estudo.

Carater Tensoativo (abreviacdo) nomﬁz?lmf /%
AniGnico Lauril éter sulfato de s6dio (SLES) 27
Lauroil sarcosinato de sédio (Sarc) 30
Lauril glicose carboxilato de sédio e lauril glicosideo (Carbox) 30
Metil 2-sulfolaurato de sédio e 2-sulfolaurato dissédico (SLau) 40
Lauril sulfosuccinato dissédico (SSuc) 32
Lauril sulfato de aménio (ALS) 28
Anfotérico Cocoanfoacetato de sédio (AnfoAc) 30
Cocamidopropil betaina (CAPB) 30
Cocamidopropil betaina (CAPBb) 38
Coco/girassol amidopropil betaina (CSAPB) 29
Coco betaina (CB) 30
Oleil betaina (OB) 30
Cetil betaina (CetB) 30
Nao-idnico  Coco glicosideo (Gluc) 50
Decil glicosideo (DeGluc) 50
Poligliceril-10 laurato (PGLau) 100

! Tensoativos comerciais podem ser uma mistura de tensoativos devido a ndo purificagio do produto final.
Nesta tabela € citada a concentracdo da mistura dos tensoativo indicada pelo fabricante, denominado neste trabalho
como “ativo nominal”.
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Foram estudados tensoativos das trés classes utilizadas em xampus: seis anidnicos, sete
anfotéricos e trés nao-ionicos. O lauril éter sulfato de sédio (SLES) foi utilizado como controle e
agua destilada como branco de tensoativo. Dodecil sulfato de sédio (SDS) (pureza > 99,0 %) foi
adquirido da Merck KGaA (Alemanha) e foi utilizado sem purificacio adicional.

A forca detergente pode ser quantificada pelo indice HLB [50, 51, 52], em que quanto
maior este valor, maior é a forca detergente. O grupo éter no lauril sulfato (presente no SLES)
reduz a for¢a detergente comparando com o lauril sulfato (presente no ALS). O Carbox € um
sabdo (carboxilato) e, portanto, tem menor for¢a detergente; € produzido pela carboxilagcdo de um
tensoativo nao-idonico (lauril glucosideo), que continua presente na formulacdo como impureza.

A diferenca entre os tensoativos cocamidopropil betaina CAPB e CAPBb é a matéria-
prima utilizada e o consequente subproduto obtido em cada processo. O primeiro tem como
matéria-prima um dcido graxo, que produz dgua como subproduto, e o segundo utiliza 6leo de
coco (uma triglicéride) que produz como subproduto a glicerina. O ndo-idnico PGLau € um

polimero tensoativo.

Outros reagentes

Melanina de sépia (Sepia officinalis) foi adquirida da Sigma-Aldrich, Inc. (EUA) e
utilizada sem purificag¢do adicional. Esta melanina € obtida da tinta que o molusco marinho choco
(também chamado de sépia) libera para fugir de predadores e € considerada eumelanina pura,
sendo utilizada como padrao [53].

Outros reagentes foram utilizados para ajustar o pH das solu¢des e no método de Lowry:
dcido citrico anidro P.A. (= 99,5 %) (Synth, Brasil); hidroxido de sodio (= 98 %) (Sigma-Aldrich,
Suécia); sulfato de cobre P.A. (CuSO4-5H,0, > 98,0 %) (Synth, Brasil); tartarato de potdssio e
sodio P.A. (KNaC4H4O44H;0, > 99,0 %) (Nuclear, Brasil); carbonato de sédio (> 99,0 %)
(Sigma-Aldrich, EUA); éalcool etilico absoluto P.A. (> 99,5 %) (Synth, Brasil); Folin &
Ciocalteu’s phenol 2 N (Sigma-Aldrich, EUA); albumina bovina, Fracdo V (BSA, > 96 %)
(Sigma-Aldrich, EUA).

A massa molar da BSA (66 kDa) foi confirmada por SDS-PAGE [54]. Este procedimento
foi realizado por Vanessa Eline Sylvestrin (LaCTAD — UNICAMP).

Argdnio comprimido (White Martins Praxair Inc., Brasil) foi utilizado como atmosfera

inerte.
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Outros materiais

A vidraria utilizada foi previamente lavada com detergente e enxaguada exaustivamente
em 4gua corrente e em seguida com dlcool anidro comercial 99,5 °INPM. Os tubos de vidro
utilizados para colocar as solu¢des dos tensoativos em contato com os cabelos e para armazenar
as amostras coletadas foram lavados adicionalmente com solucao sulfonitrica. Os materiais foram
secos em estufa exclusiva para este fim.

As fotografias foram obtidas utilizando-se maquina fotografica digital Nikon Coolpix®

P500 e celular smartphone Samsung Galaxy S GT-19000B.

3.2. Meétodos

Pré-lavagem dos cabelos

O cabelo foi previamente lavado com solucao de SDS a 2,0 % m/m como se segue:
os cabelos foram molhados em dgua corrente (de torneira) quente (~ 40 °C),
aplicou-se 0,5 mL de solu¢@o de SDS por grama de cabelo,
fez-se massagem digital no cabelo por 30 s,

enxaguou-se a mecha por 2 min em dgua corrente quente (~ 40 °C),

A S

repetiram-se mais uma vez os passos (2—4).

Apos este procedimento ser aplicado, as amostras de cabelo foram secadas ao ar e em
seguida armazenadas em um dessecador contendo solu¢do saturada de NaBr (UR = 58 % [55])
por pelo menos 24 h.

Para esta lavagem foram utilizadas luvas de vinil, a fim de evitar contaminacio pelas
maos. A massagem digital consiste em esfregar levemente os cabelos entre os dedos, separando
os fios e abrindo a mecha. Durante o enxdgue, a mecha fica embaixo da dgua corrente, sendo
alisada com os dedos no sentido raiz—ponta para retirar a 4gua entre os fios, promovendo uma
maior remog¢ao do tensoativo.

Este procedimento visa remover sujidades e residuos de produtos cosméticos anteriores
das mechas sem extrair significativamente componentes da fibra capilar. Este tipo de
procedimento € empregado em trabalhos da literatura cientifica, ja foi utilizado por nosso Grupo

de Pesquisa [56, 57]. Outro procedimento também utilizado € a extragdo dos cabelos com éter
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etilico em sistema Soxhlet por 8 h [11], o que remove mais lipideos, ndo sendo indicado para este
estudo.
Ap0s este procedimento de pré-lavagem, os cabelos foram sempre manuseados utilizando-

se luvas de latex ou vinil, evitando sua contaminagao.

Condigoes do contato das solugoes de tensoativo com cabelo

Foram preparadas solucdes de cada um dos tensoativos contendo 2,5 % m/m de ativo em
agua destilada a 80 °C (para facilitar a solubiliza¢do do tensoativo) e deixadas em repouso por
uma noite em temperatura ambiente. O calculo da massa de tensoativo foi feito a partir do valor
de ativo nominal indicado pelo fabricante (Tabela 3). O pH das solugdes foi ajustado se
necessario em 6,0, valor no qual os xampus sdo formulados, com solugdes de NaOH 0,80 mol L™
ou de 4cido citrico 1,0 mol L™ utilizando-se papel de pH (Macherey-Nagel GmbH & Co.,
Alemanha).

Amostras do cabelo (1,02 £ 0,04 g) foram imersas em 20,04 + 0,03 g das solugdes de cada
um dos 16 tensoativos e em agua destilada em um tubo de 4,0 cm de didametro e 10,0 cm de altura
(Figura 26-A, no Anexo) coberto com papel aluminio. Estes tubos foram deixados por cerca de
64 h a 38 °C com agitacao horizontal constante em um banho Dubnoff a 100 rpm.

Em outro experimento, 1,0000 £ 0,0002 g de cabelo castanho escuro e cabelo branco
foram imersos em 20,009 + 0,006 g de solugdo dos tensoativos SLES, CAPB, Gluc, SDS e 4dgua
destilada em um tubo de 2,5 cm de diametro e 10,0 cm de altura com tampa rosqueavel (Figura
26-B, no Anexo). Trocou-se a atmosfera dos tubos por argdnio a fim de evitar o crescimento de
micro-organismos. Estes tubos foram deixados por 64 h a 38 °C com agitac@o horizontal circular
constante em uma incubadora a 150 rpm.

ApOs este experimento, a cor das mechas foi novamente determinada, segundo o mesmo
procedimento jé descrito. Neste caso, foram realizadas sete medidas de cada mecha.

A concentragdo (2,5 % m/m) e quantidade (20,0 g0 g_lcabelo) das solucdes de tensoativo
foram calculadas estimando-se a dilui¢do do xampu quando aplicado nos cabelos molhados. A
temperatura de 38 °C corresponde a temperatura média da dgua do banho. O prolongado tempo
de contato dos cabelos com a solu¢do de tensoativo (~ 64 h) tem o objetivo ndo de imitar o caso
real de um banho, mas sim de avaliar o resultado cumulativo e extrapolar os efeitos do tensoativo

na fibra capilar.

16



Espectros UV-Vis e andlise das solugbes de extrato de cabelo

Os espectros UV—Vis de cada solugdo foram obtidos utilizando um espectrofotometro
Varian Cary 50, em uma tnica cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1,0 cm e volume 1,0 mL. O
equipamento foi sempre zerado com 4gua destilada.

As solucdes de todos os tensoativos sao limpidas, transparentes e incolores, exceto SSuc e
PGLau, que sdo turvas. A Figura 6 mostra a caracteriza¢do destas solugdes por UV—Vis. Nota-se
que a maioria das solugdes absorve apenas na regido UV e apenas o SSuc e o PGLau absorvem

também na regido visivel (Assuc, 500 nm = ApGLau, 700 nm > 0,1), devido a serem solucdes turvas.

u

Comprimento de onda / nm
Figura 6: Espectros UV-Vis das solugdes —— AnfoAc
de tensoativo a 2.5 % m/m. A direita, —SLES ——CAPB
fotografias mostrando a turbidez das <~ DAC —— CAPBD
solucdes de SSuc e PGLau; solucdo de :gfra?lox _%AP T3 :]C)}i:lgluc
SLES (limpida) ¢é mostrada como SSuc — OB —  PGLau
comparativo. Nas fotografias foi colocada A1 g —  CefB Agua

uma faixa de fundo escuro para facilitar a
visualizag¢do da turbidez. Veja a Tabela 3
para as abreviagdes.
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Ap6s o contato com o cabelo, todas as solugdes de tensoativo e a dgua foram analisadas
por UV-Vis, fazendo-se a subtracdo do espectro da solucao inicial. Estas solucdes de tensoativo e
a dgua apods o contato com cabelo serdo denominadas “solucdo de extrato de cabelo”.

Para verificar se ocorre efeito solvatocrdmico, foram coletadas aliquotas de 3,00 g das
solucdes de extrato de cabelo obtidas com dgua e com Gluc e adicionado SDS P.A. para uma

concentracao final de 2,50 e 10,0 % m/m, respectivamente.

Redugdo da turbidez das solugoes de extrato de cabelo

As solucdes de extrato de cabelo com os tensoativos SSuc, ALS, PGLau e a dgua ficaram
também turvas, o que inviabiliza a interpretacdo dos espectros UV—-Vis devido ao espalhamento
de luz. Para reduzir a turbidez, tentou-se centrifugar as solucdes, mas ndo foi obtido sucesso. Fez-
se entdo a adig¢do de 1,0 g de solugdo de SDS a 9 % m/m em 7,0 g das solucdes de extrato de
cabelo.

A Figura 7 mostra que a adicdo de SDS € efetiva na reducdo da turbidez, pois este
tensoativo solubiliza proteinas insoldveis em dgua [58, 59] tornando a solucdo limpida. Como
controle, fez-se a adicao de até 1,5 g de dgua destilada e verificou-se que a reducdo da turbidez

niao se deve apenas a diluicao das amostras.

SSuc ALS PGLau
antes apos antes apos antes apos
wd AL

g Wi

Figura 7: Fotografias mostrando o efeito da adicdo de solugdao de SDS na reducio da turbidez das
solucdes de extrato de cabelo. Na foto foi colocada uma faixa de fundo escuro para facilitar a
visualizagdo da turbidez. Veja a Tabela 3 para as abreviacoes.
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A adi¢do da solucdo de SDS as solucdes de extrato de cabelo com AnfoAc, CB e OB
causou um aumento de viscosidade e até gelificacdo das duas ultimas. Mais, a solu¢do OB ficou
turva além de gelificada. Fez-se um teste adicionando solucdo de SDS a solu¢do de OB sem
entrar em contato com o cabelo e esta gelificou, sem ficar turva. Nao serdo apresentados,

portanto, os espectros da solucdo de OB.

Extragdo com SDS

Para compreender a extracdo de substincias do cabelo em funcdo do tempo de contato
solucdo—cabelo, foram preparadas duas imersdes de cabelo: uma em solucao de SDS a 2,5 % m/m
e outra em dgua destilada (pH de ambas ajustado para 6,0). Optou-se por realizar este
procedimento com SDS devido a sua alta pureza, eliminando a adicdo de contaminantes e
interferentes na solucao.

Neste experimento foram utilizadas as mesmas razoes (20,0 + 0,1 g0 g_lcabelo) e condicoes
(38 °C com agitagdo horizontal) do ensaio com os tensoativos comerciais, sendo mantidas por até
96 h. O ensaio foi realizado em duplicata, sendo uma replicata com 70,0 e outra com 100,0 g de
solucdo.

Foram coletadas aliquotas de 1,5 mL de cada solu¢cdo ao longo do tempo e obtidos os
espectros UV—Vis. Os espectros foram obtidos a partir das solucdes diluidas (com resposta menor
que 1,0) para as medidas em ¢t =47, 72 € 96 h para a 4gua e em ¢ = 15, 47, 72 € 96 h para o SDS;
nao havia mais disponivel solu¢cdo de SDS referente ao # = 24 h e, portanto, as medidas ndo foram
feitas. A intensidade das bandas em 275, 525 e 600 nm foi medida manualmente pelo método da
linha base. Estes valores para as bandas em 525 e 600 nm mostraram o mesmo comportamento
(apenas em menor intensidade) que a banda em 275 nm e seus espectros ndo serdo mostrados.

Para obter a curva no UV sem o decrescimento monotdnico, o que iria possibilitar a
deconvolu¢do do espectro na regido UV, fez-se a tentativa de obter estes espectros em uma
cubeta com caminho 6tico reduzido (1,00 mm). No entanto, este perfil ndo se alterou.

Para observacdo e comparacdo das solugdes de extrato, preparou-se uma solucio
concentrada de melanina de sépia em dgua destilada. Apds decantagdo do excesso de melanina, o
sobrenadante desta solucdo e a solucdo de extrato de cabelo de 96 h foram observados em um

microscépio 6ptico.
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Espectros UV-Vis de solugcdo de melanina de sépia

Uma solucgdo saturada foi preparada adicionando-se melanina de sépia em dgua destilada
uma quantidade suficiente para ter formacdo de corpo de fundo e foi deixada agitando por uma
noite a 38 °C.

Para verificar se ocorre a formacdo de alguma banda no espectro UV-Vis, agitou-se e
coletou-se 2,0 g da solugdo saturada de melanina de sépia e adicionou-se 2,0 g de solucao de SDS
a 2,5 % m/m e, em outro tubo, 2,0 g de dgua destilada como controle. Os tubos foram deixados
em agitacdo por 8 h a 50 °C. Apds decantacdo dos granulos de melanina, foram obtidos os

espectros UV-Vis.

Determinacdo pelo método de Lowry da quantidade de proteina extraida

A quantidade de proteina extraida pela solu¢do de SDS e pela dgua foi estimada pelo
método de Lowry. Este método ja foi utilizado com sucesso em trabalhos anteriores da literatura
e do nosso Grupo de Pesquisa para estimar a quantidade de proteinas do cabelo em solugdo [47,
60, 61, 62].

No método de Lowry, a solu¢do sem proteina deve ser limpida e incolor, e a solugdo com
proteina possuir uma coloracdo azul (Ansx = 750 nm). O desenvolvimento desta cor € devido a
reacdo entre Cu*, produzido no meio pela complexacdo do Cu®* por sitios de proteina (reacio de
biureto), com o reagente Folin-Ciocalteu [63]. Este método, portanto, € sensivel aos aminodcidos
aromaticos e ricos em elétrons.

A solucdo de cobre-tartarato-carbonato (CTC) foi preparada a partir de solugdes
individuais de CuSO4-5H,0 a 1,0 % m/V, tartarato de sédio e potdssio a 2,0 % m/V e Na,COs a
20 % m/V. As concentracdes finais foram 0,10, 0,20 e 10 % m/V, respectivamente.

Foram adicionados em tubos eppendorf de 1,5 mL: 400 uL de aliquota da solugdo de
cabelo, 100 uL de solugdo de NaOH a 0,80 mol L™, 300 pL de solu¢io CTC e 200 uL de solucio
de Folin & Ciocalteu’s phenol 2 N diluido 10:50 (V:V) em dgua destilada. Os tubos foram
agitados por ca. 5 s em agitador vortex.

A absorbancia das solucdes foi lida em 750 nm apds pelo menos 2 h apds a adi¢do do
ultimo reagente. O ensaio foi realizado em triplicata de uma das duplicatas das solucdes de

cabelo; exceto para as solugdes de SDS em ¢ = 15 h (replicata dnica) e 96 h (duplicata).
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As solucdes de cabelo a seguir foram diluidas em dgua destilada (V:V): as obtidas com
dguaemt=47,72 e 96 he com SDS em ¢ = 15 h (1:2), as obtidas com SDS em r =47 e 72 h
(1:4) e a obtida com SDS em ¢ = 96 h foi diluida uma replicata em 1:4 e outra em 1:8.

Este ensaio foi realizado apds as solucdes de cabelo permanecerem congeladas por nove
meses. Nao havia mais disponiveis amostras referentes ao ¢ = 24 h das solu¢des obtidas com dgua
e com SDS, e nem as solucdes obtidas com SDS referentes ao # = 0 min.

A curva analitica foi construida com triplicata de amostras preparadas a partir da diluicao
de uma solugdo de BSA a 0,908 mol L™ (a concentragdo real foi verificada pela absor¢io em
279 nm, com €270 = 43.824 mol L' ¢cm™). A Figura 8 mostra a reta obtida, cuja equacio é

y=2,65x10" x e R = 0,994 + 0,007.

0154 y=2,65%10" x
| R=0,994 + 0,007

0,12

o
<

Absorbancia
)
|

0,03

0,00

0 10 20 30 40 50 60
Concentragiio BSA /mg L
Figura 8: Curva analitica do método do Lowry construida utilizando-se solu¢do de albumina de

soro bovino (BSA). Ensaio realizado em triplicata de amostra. A barra de erro na maioria dos
pontos € menor que o tamanho do simbolo.

Tentou-se também estimar a quantidade de proteina extraida pelos tensoativos comerciais,

porém as solugcdes dos tensoativos escolhidos sem contato com os cabelos, ou seja, sem proteina,

tornam-se coloridas neste método, como mostrado na Figura 9. Cinco procedimentos (Tabela 4)
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foram testados para evitar o desenvolvimento indesejavel de cor na solu¢do, mas ndo foram
capazes de prevenir este efeito.
BSA foi utilizada na construg@o da curva analitica, em triplicata, para os procedimentos A

e B. As absorbancias das solucdes finais do método de Lowry foram lidas em 500, 660 e 750 nm
[64].

SLES.

‘E.L‘ﬂ u"ﬂ i
- BT (17 [

Figura 9: Solugdes a 2,5 % m/m dos tensoativos selecionados apds os procedimentos A (a
esquerda, referéncia) e E (2 direita, turvas). Na fotografia da direita foi colocada uma faixa de

fundo escuro para facilitar a visualizacdo da turbidez. Veja a Tabela 3 para as abreviacdes e
Tabela 4 para os procedimentos.

B |

Tabela 4: Volume dos reagentes adicionados nos cinco diferentes procedimentos do método de
Lowry. Os reagentes foram adicionados na ordem indicada.

Volumes adicionados em cada procedimento / uLL

Reagente
A B C D E
1. Amostra 400 400 400 100 400
2. NaOH a 0,80 mol L™ 100 100 100 100 100
3.CTC 300 100 100 100 100
4.1.SDS a 5,0 % m/V — 200 — — —
4.2. Agua destilada — — 200 500 —
4.3. Alcool etilico — — — — 200
5. Reagente B * 200 200 200 200 200

* “Reagente B” € o reagente Folin & Ciocalteu’s phenol 2 N diluido 10:50 em dgua destilada.
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Os procedimentos A e D verificaram se a estequiometria entre Cu”* e a proteina alteravam
a intensidade da coloragdo, constatando-se que ndo.

O SDS € usualmente adicionado a solugdo para aumentar a desnaturacdo da proteina e
para evitar a precipitacio de tensoativos ndo-idnicos. O procedimento B testou o efeito do SDS e
mostrou que apenas o NaOH ¢é suficiente para desnaturar as proteinas extraidas, sem evitar a
formacao da coloragdo.

Ainda, a adicdo de SDS gelificou algumas solucdes dos tensoativos (por exemplo,
CAPB), e sem a adicdo, algumas solugdes precipitaram o tensoativo (por exemplo, OB). Como o
etanol reduz a constante dielétrica da solugdo, esperava-se que sua adi¢do evitaria a formacdo de
precipitado. Ao contrdrio, no entanto, a adi¢ao de etanol (procedimento E) produziu turbidez nas
solucdes (exceto para CAPB), sem eliminar a formacdo de cor.

Os tensoativos utilizados ndo apresentam grupos aromdticos que reagem no método,
conforme mostrado a seguir pelas suas estruturas moleculares.

As amostras utilizadas sdo comerciais e nao foram purificadas antes de serem utilizadas.
Estes tensoativos sdo obtidos a partir de 6leos vegetais e passam por uma série de reacdes para se
chegar ao produto final [65], em baixa concentracdo (~ 30 %). Este processo, portanto, pode
incluir subprodutos que reagem no método de Lowry, tornando-o inaplicével para estes estudos.

Em conclusao, o método de Lowry € inadequado para estimar a perda protéica dos cabelos

causada por estes tensoativos comerciais.

SLES .0 ,
O\g/ O‘Q/O)\/\/\/\/\/\/

o
CAPB 0
0_\[(\{!,+"\/\NJ\/\/\/\/\/\/
5 | y
AnfoAc o) ?HZCHon o)
o'Jk/”\/\TJ\/\/\/\/\/\/
H

Gluc
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A ndo fluorescéncia das solugoes de extrato de cabelo

Vista a inadequacdo do método de Lowry, tentou-se medir a fluorescéncia das amostras.
Caso houvesse fluorescéncia significativa nas solugdes, esta seria uma técnica potencial para ser
utilizada na quantificacdo dos danos aos cabelos. O aminodcido triptofano, presente na
composi¢do quimica do cabelo [66], apresenta fluorescéncia quando excitado em 280 nm,
emitindo em 340 nm [67].

Amostras de cabelo em triplicata (1,01 £ 0,01 g) foram submersas na solucio
(20,02 £ 0,02 g) de cada um dos tensoativos: SLES (controle), CAPB, Gluc e 4gua destilada
(como branco) por 24 h a 38 °C com agitacao horizontal circular constante em uma incubadora
(150 rpm). Estas condi¢des sdo andlogas as do ensaio com os 16 tensoativos comerciais. Os
espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Varian Eclipse, utilizando
uma unica cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1,0 cm e volume 5,0 mL, com excitagdo em
280 nm.

Os espectros obtidos (mostrados no Anexo) mostram que nao hd fluorescéncia

significativa nas solugdes de extrato de cabelo quando excitado em 280 nm.
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4. Resultados

Os resultados obtidos neste estudo estdo organizados de forma a separar 0s ensaios
realizados na tentativa de quantificar a intensidade dos danos causados aos cabelos pelos
diferentes surfactantes comerciais, daqueles realizados na tentativa de explicar a origem destes
danos.

Inicialmente apresentamos os resultados obtidos ao expor os cabelos a a¢do dos diferentes
surfactantes em solug@o aquosa, mostrando o aparecimento de cor nas solugdes.

A seguir, como nao h4 na literatura nenhum estudo sobre o aparecimento desta coloracao,
investigamos sua origem usando cabelos pigmentados e nao-pigmentados.

Como os tensoativos estudados sd@o impuros, foi primeiramente usado um tensoativo de
grau P.A. de pureza para investigar a extracdo de substincia através dos espectros UV—Vis. Estes
espectros permitiram obter a velocidade relativa da extragao de proteinas. O método de Lowry foi
utilizado para estimar a quantidade de proteina extraida do cabelo pelas solucdes.

Por fim sdo analisados os danos causados pelos tensoativos comerciais.

Todos os espectros UV—Vis das solu¢des de cabelo sdo apresentados como “I/ly” (ao
invés de “absorbancia”) em funcdo do comprimento de onda, pois, para estas solucdes, além de

absor¢do também ocorre espalhamento de luz.

4.1.  As solucdes obtidas apds imersao dos cabelos nos tensoativos comerciais

Para se verificar os danos na fibra capilar, geralmente analisam-se diretamente os fios de
cabelo usando técnicas que mostram o aparecimento de diferencas em relacdo a um controle. No
caso de danos causados por tensoativos, pode-se quantificar a proteina extraida em solug¢ao. Neste
trabalho, para estes tensoativos comerciais, a técnica usual para esta quantificacdo foi
inadequada. Deixaram-se entdo os cabelos em solu¢do por um tempo prolongado a fim de
aumentar os danos causados pelos tensoativos, de modo a melhor evidencia-los, e concentrou-se
o estudo nas solugdes de “extrato de cabelo”.

As solugdes dos 16 tensoativos e a dgua tornaram-se coloridas apds o contato com 0s

cabelos. A Figura 10 mostra uma foto dos tubos com estas solucdes.
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Figura 10: Fotografias das solucdes de extrato de cabelo obtidas apds o contato solucdo—cabelo
por cerca de 64 h a 38 °C com agitacdo horizontal constante antes da adi¢do de solugdo de SDS.
Solugdes de tensoativos a 2,5 % m/m. Todas as solucdes e a dgua destilada em pH = 6,0. Na foto
foi colocada uma faixa de fundo escuro para facilitar a visualizagdo. Veja a Tabela 3 para a
identificacdo dos tensoativos.

Vé-se que as solugdes apresentam diferentes tons de marrom, mais ou menos intensos. A
olho nu, a intensidade da cor destas solu¢des varia de acordo com o caréter i6nico do tensoativo
na sequéncia decrescente: anionicos, anfotéricos, ndo-idnicos e dgua destilada.

As solugdes obtidas com os tensoativos anidnicos tendem para uma coloracdo mais

avermelhada que as demais. A coloracdo da solug@o de cabelo obtida com o anfotérico AnfoAc é
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ligeiramente esverdeada. As solucdes com coloragdao mais intensa sdo ALS, SSuc, CetB e SLES;
e as menos intensas Gluc, DeGluc, PGLau e dgua.

Apesar de coloridas, as solu¢des estavam transparentes apds contato com o cabelo, exceto
as solucdes de SSuc, PGLau, ALS e dgua, que estavam turvas. As duas primeiras ja eram

inicialmente turvas, como foi descrito no capitulo Experimental.

4.2. A origem da cor das solucoes

Para confirmar a hipétese de que a cor da solucdo seja devido a melanina, fez-se 0 mesmo
ensaio de obtencdo de extrato de cabelo com solucdo de SDS utilizando-se cabelo castanho
escuro e cabelo branco. A unica diferenca na composicdo entre os dois cabelos € a melanina,
ausente nos cabelos brancos.

A Figura 11 mostra uma fotografia da solu¢do de extrato obtida para estes dois cabelos.
Vé-se que a solugdo de extrato de cabelo castanho escuro € colorida, enquanto que a de cabelo

branco € incolor, confirmando que a cor na soluc@o provém da melanina extraida.
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Figura 11: Fotografia e espectros UV—-Vis das solu¢des de extrato de cabelo obtidas apds 64 h de
contato da solucdo de SDS a 2,5 % m/m com cabelo castanho escuro (linha continua) e com
cabelo branco (tracejada) com agitacdo constante a 38 °C. Duplicata de amostras. Na foto foi
colocada uma faixa de fundo escuro para facilitar a visualizacao.
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Nos espectros, vé-se que a solucdo de cabelo castanho apresenta resposta significativa na
regido visivel com duas bandas, em 525 e em 600 nm. A solucdo de cabelo branco, por ser
incolor, ndo apresenta resposta significativa na regido do espectro visivel.

A quantidade de melanina extraida, entretanto, € insuficiente para mudar a cor dos
cabelos. Espectros de reflectancia difusa obtidos dos cabelos antes e apds imersao em SDS,

SLES, CAPB, Gluc e dgua destilada, ndo mostraram alteracao significativa.

Melaninas em solugdo de extrato de cabelo

N

Uma vez que a coloragdo da solucdo de extrato de cabelo se deve a presenca de
melaninas, foram realizados alguns estudos para investigar as suas propriedades em solucao.

Primeiramente, para verificar a presenca de granulos de melanina na solu¢do de cabelo,
fez-se a observagdo da solucdo de extrato de cabelo mais concentrada (96 h) obtida com SDS,
comparando-a com uma solu¢cdo saturada de melanina de sépia. A Figura 12 mostra as
micrografias obtidas para estas solu¢des. Vé-se que a melanina de sépia em solucdo apresenta-se
na forma de granulos circulares com didmetros variados até cerca de 8 pm. A solugdo de cabelo,
no entanto, ndo apresenta granulos de melanina visiveis neste aumento. Por outro lado, sdo

visiveis nesta solu¢do fragmentos de cuticula similares aos observados por Bradbury et al. [68].

A ° ‘ > B § : / 7

-

Figura 12: Micrografias (A) de solu¢do saturada de melanina de sépia e (B e C) de solucdo de
extrato de cabelo obtida apds 96 h de contato com SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, com agitacao
constante.

A Figura 13 mostra os espectros das solu¢des de melanina de sépia e de cabelo em dgua.

Duas diferencas nos espectros sdo evidentes: a primeira aparece na regidao de 275 nm, na qual a
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solucdo de cabelo apresenta uma resposta maior, atribuida a proteinas extraidas do cabelo; a outra
em 625 nm, onde hd uma banda pouco intensa no espectro da solucdo de cabelo.

Nao ha na literatura espectros de solugdes de cabelo. Em cabelo, a banda no UV deve
provir da presenca de proteinas. As bandas no visivel, que sio responsdveis pela cor observada a
olho nu, sao devido as melaninas extraidas. A cor destas solugdes se deve a absorcao de luz pela

melanina na solu¢do e ndo ao espalhamento de luz por particulas nanométricas [69].

I,

Comprimento de onda / nm

Figura 13: Espectros UV-Vis de solu¢gdes aquosas de melaninas. (m) Solugcdo saturada de
melanina de sépia. (m) Solucdo de extrato de cabelo castanho escuro obtida com 4gua destilada
ap6s 64 h de contato a 38 °C com agitac@o constante.

A Figura 14 mostra o espectro da solucdo de melanina de sépia apds a adi¢do de SDS.
Quando a adi¢do é feita na solucdo saturada, vé-se que causa o aumento da intensidade da
resposta. Isto pode ser devido a solubilizag¢do ou estabilizacao coloidal de uma maior quantidade
de granulos de melanina na solu¢do. Quando a adicao € feita em uma aliquota do sobrenadante,
ndo aumenta a intensidade da curva espectral, indicando que o tensoativo ndo promove nenhuma

alterac@o nos granulos de melanina ja em solugao.
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Figura 14: Espectros UV—Vis da solu¢do saturada de melanina de sépia (=) antes e (m) apos a
adi¢do de SDS a 2,5 % m/m.

4.3. O perfil dos espectros de solucoes de extrato de cabelo

Compreender os espectros UV-Vis das solucdes de extrato de cabelo é fundamental para
este estudo. E preciso saber, por exemplo, se as bandas aparecem logo nos primeiros tempos de
contato cabelo—solucdo ou se alguma delas aparece somente apds um determinado tempo. Em
outras palavras, este estudo mostra se as substancias responsdveis pelas bandas de resposta t€ém
algum fator que as impeca de sair no contato inicial, sendo extraidas somente ap6s algum tempo.
Isto indicaria que as substancias estariam mais fortemente ligadas ou ainda que estivessem
presentes mais internamente na fibra capilar.

A Figura 15 mostra o espectro UV—Vis das solucdes de extrato de cabelo obtidas com
dgua destilada e com SDS, surfactante escolhido pela pureza, ja que os surfactantes de interesse
neste trabalho sdo de grau comercial.

Vé-se que, como esperado, SDS extrai mais rapidamente as substincias do cabelo do que
a 4gua, vista a maior intensidade de resposta. (A escala de resposta é mostrada até 3,0 apenas

para ilustrar o perfil geral das curvas.)
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Figura 15: Espectros UV—Vis das solucdes de extrato de cabelo obtidas com (=) dgua destilada e
(m) SDS a 2,5 % m/m, em funcdo do tempo de contato com cabelo. 7= 38 °C, agitagdo constante,
duplicata de amostras.
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Embora as curvas de cada duplicata se sobreponham em quase todos os tempos, apds 47 h
de contato cabelo—solucdo comecam a se separar, indicando um aumento no erro experimental.
Ainda, nota-se que hd uma inversdo na intensidade da resposta das solugdes de SDS em r =72 e
96 h na regido do visivel.

Vé-se ainda que, logo nos primeiros tempos de contato cabelo—solu¢do (30 min), as
bandas ja aparecem e apenas aumentam de intensidade com o tempo. Como o perfil dos espectros
permanece constante, a natureza das substancias extraidas continua a mesma ao longo do tempo.

A Figura 16 mostra uma ampliacio da escala de resposta dos espectros na regido visivel.
H4 apenas uma banda pouco intensa no espectro da solu¢do de extrato de cabelo com dgua
destilada, centrada em 625 nm. J4 no espectro da solu¢do de extrato de cabelo com SDS
aparecem duas bandas, centradas em 525 e 600 nm. Como a cor € devida a extracao de melanina,

pode ser que o SDS interaja com ela de forma a alterar sua resposta.

i,

O,(X) 7;‘ ! I ! I i I i I i I ! I ! 1
400 45 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda / nm
Figura 16: Ampliacdo do espectro UV-Vis da Figura 15. Solugdes de extrato de cabelo obtidas

com (=) dgua destilada e (m) SDS a 2,5 % m/m em fungdo do tempo de contato com o cabelo.
Apenas uma replicata é mostrada.
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Andlise da cinética de extragdo de proteinas do cabelo pelo espectro UV

A andlise quantitativa da velocidade de extracdo pode ser feita a partir das medidas das
intensidades de resposta em funcao do tempo. Entretanto, apenas a banda em 275 nm (atribuida a
proteinas) apresenta-se adequada para este propdsito, por ser comum a ambos os espectros; as
bandas no visivel (devido as melaninas) apresentam-se em comprimentos de onda diferentes para
cada uma das solucdes. Portanto, s6 pode ser avaliada a velocidade de extracdo das proteinas
extraidas, e nao das melaninas.

A Figura 17 apresenta a variacdo da intensidade da banda em 275 nm (medida pelo
método da linha-base) em fun¢ao do tempo de contato cabelo—solucdo. O crescimento da resposta
tem um comportamento logaritmico e € cerca de trés vezes maior para a solu¢do de SDS em
relacdo a d4gua. Em ¢t = 48 h o crescimento da banda de 4gua aparentemente atinge um patamar,
enquanto que o da solu¢do de SDS nao. Isto pode indicar uma saturacdo da d4gua com as proteinas

extraidas do cabelo.
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Figura 17: Intensidade da banda em 275 nm da solucao de extrato de cabelo em fun¢ao do tempo
de contato com (=) dgua ou (m) SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, agitacdo constante, duplicata de
medida para cada duplicata de amostras. A barra de erro dos pontos € menor que o tamanho do
simbolo.
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4.4. Quantidade de proteina extraida do cabelo estimada pelo método Lowry

A quantidade de proteina extraida do cabelo por dgua e por SDS foi estimada pelo método
de Lowry. A Figura 18 mostra a quantidade de proteina extraida em fun¢do do tempo de contato

do cabelo com as solucdes.
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Figura 18: Proteina extraida do cabelo em funcdo do tempo de contato com (=) dgua ou
(m) SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, agitacdo constante. Estimativa pelo método de Lowry, em
triplicata de medidas, exceto os pontos para SDS em ¢ = 15 h (medida tnica) e 96 h (duplicata). A
barra de erro na maioria dos pontos é menor que o tamanho do simbolo.

Vé-se que SDS consegue extrair cerca de 4 vezes mais proteinas do cabelo do que a dgua
ap6s 96 h. A dgua atinge um patamar em cerca de 24 h, indicando que provavelmente hd uma
saturacao da soluc@o com as proteinas extraidas. Estes resultados concordam com os dados para a
agua obtidos por Wagner et al. [47], que utilizou condi¢des experimentais diferentes (relagdao
cabelo/solucdo diferente, sem agitac@o e substituindo as solucdes apds intervalos de tempo).

Ainda, vé-se que o perfil das duas curvas € igual ao da curva obtida pela medida da
intensidade da banda em 275 nm, mostrado na Figura 17, indicando uma forte correlagao entre os
dois métodos.

Era esperado que o ponto r = 0 min apresentasse zero proteina, por ser a dgua destilada

que ndo entrou em contato com o cabelo (guardada no congelador). No entanto, este ponto
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apresentou 0,368 + 0,007 mg g_lcabelo de proteina. A curva analitica construida ja desconta o valor
da resposta no método de Lowry da dgua destilada. Este resultado foi obtido com uma amostra

Unica e, portanto ndo € possivel falar em exatidao para este ponto.

4.5. UV-Vis das solucdes de cabelo obtidas com os tensoativos comerciais

Conhecendo o perfil e a formacdo dos espectros UV-Vis das solucdes de extrato de
cabelo com SDS e 4gua, € possivel agora comparar com os espectros das solu¢des obtidas com os
tensoativos comerciais.

A Figura 19 mostra os espectros destas solu¢des apés a adicdo de SDS 2 Quanto maior a
area embaixo da curva espectral, maior é o dano causado ao cabelo, pois uma quantidade maior
de substincias foi extraida da fibra capilar. A mesma sequéncia crescente de resposta das curvas
espectrais é observada na intensidade da cor das solugdes de extrato de cabelo.

Vé-se que os tensoativos ndo-idnicos apresentam o menor dano nos cabelos, de acordo
com a area embaixo das curvas e com a fraca cor da solugdo. Os anidnicos e anfotéricos t€m
areas similares e intensidade de cor das solucdes também similar. Este resultado pode ser devido
a forca detergente de cada tensoativo, que € maior para os anidnicos e anfotéricos. Quanto maior
a detergéncia, mais substancias sio extraidas do cabelo.

Analisando o gréfico inferior da Figura 19 vé-se que o perfil dos espectros das solucdes de
cabelo nos tensoativos anionicos € diferente dos demais. Enquanto os tensoativos anfotéricos e
nao-i0nicos apresentam apenas uma banda em 600 nm, os anidnicos apresentam também a banda
em 525 nm ja observada para SDS. A solucdo de extrato de cabelo obtida com dgua destilada
apresenta uma banda discreta em 625 nm.

Dentre os anidnicos, o Carbox apresenta intensidade de resposta similar a da &4gua,
enquanto que Sarc e SLau apresentam intensidade tdo alta quanto SLES, indicando que a
extracdo de substincias da fibra capilar foi maior no caso destes. O ALS e o SSuc ndo sdo
interpretados aqui pela sua alta resposta e espalhamento de luz pela turbidez da solu¢cdo, mesmo

apos adig¢do de SDS.

2 A solugio contendo oleil betaina (OB) gelificou e turvou dentro do tubo de ensaio apés esta adi¢io e ndo

foi possivel obter seu espectro; assim, seus resultados ndo serdo mostrados.
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Figura 19: Espectros UV-Vis das solu¢gdes de extrato de cabelo obtidas apds o contato
solugdo—cabelo por ca. 64 h a 38 °C com agitacido horizontal constante e com adicdo de SDS.
Veja a Tabela 3 para as abreviagdes. Abaixo, drea hachurada das classes dos tensoativos de cada
solugdo de extrato de cabelo: (m) anidnicos, (m) anfotéricos, (m) ndo-idnicos, e (=) dgua destilada.
As solugdes SSuc e ALS (turvas) sdo omitidas no grafico inferior.
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Os tensoativos anfotéricos apresentam dano aos cabelos pela extra¢do de substancias em
quantidades de similares aos anidonicos. CetB € o anfotérico com maior efeito de dano. CAPBD €
o menos danoso, sendo compardvel a dgua. CSAPB, CAPB, AnfoAc e CB tém um efeito
intermedidrio na extracdo de substancias do cabelo.

Os espectros das solucdes de cabelo com tensoativos nao-idnicos apresentam a menor
intensidade, sendo similar ou ainda menor que a solu¢do de cabelo em dgua. PGLau é o que
apresenta 0 menor dano. Gluc e DeGluc t€ém dano compardvel a dgua. Nao hé diferenca quimica
significativa entre estes dois tensoativos, visto que eles diferem somente no tamanho da cadeia
carbdnica (12—16 carbonos vs. 10 carbonos, respectivamente).

Para melhorar a andlise das diferencas entre os tensoativos, escolheu-se um tensoativo
representante de cada carater i6nico (SLES, CAPB e Gluc) e repetiu-se o ensaio em triplicata no
tubo de ensaio tampado, comparando com SDS e 4gua destilada, em duplicata. A Figura 20

mostra os espectros no visivel obtidos destas solugdes.
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Figura 20: Espectros UV—Vis das solu¢des de extrato de cabelo obtidas apds 64 h de contato a
38 °C com agitagdo constante. Tensoativos a 2,5 % m/m: (m) SDS, (=) SLES, (m) CAPB,
(m) Gluc e (m) dgua destilada. (O ruido em 480 e 530 nm € devido ao equipamento.)

Véem-se as bandas de respostas para cada solu¢do: em 625 nm para a dgua destilada, em

600 nm para os tensoativos de cada um dos trés caracteres 10nicos, € em 525 nm uma banda
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adicional somente para os anidonicos. Ainda, dentre os dois anidnicos, a solu¢do de cabelo obtida
com o SDS, que tem maior forca detergente, apresenta maior intensidade de resposta que SLES.
Para verificar se ocorre deslocamento de banda por efeito solvatocromico, devido ao
carater i6nico dos tensoativos, adicionou-se SDS nas solucdes de cabelo obtidas com Gluc e com
agua destilada e obtiveram-se os espectros mostrados na Figura 21. Vé-se que a posicao das

bandas ndo se alterou, indicando que estas bandas ndo sofrem efeito solvatocrémico.
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Figura 21: Espectros UV—Vis de solu¢gdes de extrato de cabelo obtidas apds 64 h de contato a
38 °C com agitacdo constante com (m) Gluc e (=) dgua destilada. Solu¢do antes (linha tracejada)
e apos (linha continua) adicdao de SDS. (O ruido em 480 e 530 nm é devido ao equipamento.)
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5. Discussao

Ao longo deste trabalho apareceram dificuldades para a determinagdo dos danos causados
pelos tensoativos estudados usando os métodos tradicionais. O mais importante foi a
inadequacdo, para os tensoativos comerciais, do método de Lowry, que € bastante utilizado na
quantificacdo das proteinas extraidas do cabelo.

Na tentativa de encontrar um método alternativo, centrou-se o estudo nas solucdes obtidas
ao deixar os cabelos em contato com os tensoativos por tempo prolongado. Estas solugdes, que se
chamou de “solucdo de cabelo”, apresentaram caracteristicas diferentes para os diferentes

tensoativos.

As bandas dos espectros UV-Vis das solugées de cabelo

Os espectros UV-Vis das solucdes de cabelo deste trabalho apresentam banda com
resposta intensa em 275 nm, e também no visivel entre 525 e 625 nm. A localizacdo das bandas
no visivel depende da presenca ou auséncia de tensoativo, e do respectivo cardter idnico dos
tensoativos.

A banda em 275 nm € atribuida a proteinas contendo aminodcidos arométicos, tais como
triptofano, tirosina e fenilalanina [70], presentes no cabelo. Nao hd na literatura espectros
UV-Vis de solugdo de cabelo, seja solucao de cabelo obtida com solucdes de tensoativos € nem
obtida por digestdo. Em nosso Grupo de Pesquisa ja foram realizadas algumas anélises [71, 49],
mas apenas nha regido inicial do espectro, tipicamente entre 190-500 nm.

Nao hd, portanto, descricdo das bandas na regido do visivel que foram obtidas neste
trabalho. Como mostrado, sdo as melaninas do cabelo as responsdveis por estas bandas.

O espectro UV-Vis de solucdo de melanina € conhecido [28]. Ele apresenta uma curva
com decrescimento monotdnico de 200 a 800 nm e sem banda significativa no visivel. Entretanto,
os trabalhos da literatura utilizam melanina extraida dos cabelos por digestdao, o que altera a sua
estruturacdo natural [72]. Outros estudos utilizam melanina de sépia ou melanina sintética; a
primeira € obtida pela lavagem iterativa com agua e centrifugacao da tinta da S. officinalis [53], e
a segunda € produzida a partir de reagdes dos precursores da melanina [18].

Apesar de integra, a melanina de sépia possivelmente apresenta estruturacdo e

composi¢ao quimica diferente das melaninas de cabelo. Melaninas de cabelos quando extraidas
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integralmente por difusdo (e ndo por digestao) apresentam banda(s) na regido visivel que nao
aparece(m) nos estudos da literatura para a de sépia. Ou ainda, os granulos de pigmento do cabelo
podem se desagregar nas suas unidades menores, como descrito no capitulo Introducéo, e estas
unidades menores apresentarem tais bandas.

Os espectros da solucdo de cabelo obtida com dgua apresentam banda em 625 nm; as
solucdes obtidas com tensoativos anfotéricos e ndo-idnicos em 600 nm; e as solucdes obtidas
com tensoativos anionicos uma banda em 600 e outra em 525 nm.

Estes resultados sugerem um deslocamento de banda por efeito solvatocromico, devido ao
aumento da forca idnica dos tensoativos (SDS > SLES > CAPB > Gluc > dgua). No entanto, os
resultados obtidos adicionando-se SDS em maior concentragdo a solucdo de Gluc que contém
melanina de cabelo mostram que o espectro ndo se altera com o deslocamento ou aparecimento
de banda. Assim, mostra-se que o efeito solvatocromico ndo ocorre neste caso.

Desta forma, as bandas no visivel que aparecem em diferentes comprimentos de onda
podem ser atribuidas a (1) diferentes fracdes de melanina que foram extraidas pelos tensoativos

e/ou (2) tamanhos diferentes de agregacao dos granulos de melanina.

A degradacdo dos cabelos causada pelas solucoes de tensoativos

Wagner [71], em seu trabalho sobre a degradacao de cabelos decorrentes do uso continuo
de lauril sulfato de sédio (LSS), mostrou que os espectros no infravermelho do cabelo e do
extrato evaporado da solug¢do de cabelo obtida com dgua sdo diferentes. Ela atribui esta diferenca
a composi¢ao quimica diferente da cuticula e do cértex, e sugere que o cortex nao foi degradado.

A solucdo de cabelo obtida com &4gua era colorida. A autora também obteve espectro
UV-Vis desta solucio (apenas na regido UV), comparando com o espectro da melanina de sépia
(que ndo tem semelhanga) e assim ndo atribui a coloragdo da solucdo as melaninas. Ainda, ela
discute que ndo encontrou fragmentos de cuticula, ao contrério de relatos na literatura, sugerindo
que o descolamento s6 ocorre com vigorosa agitacdo ou abrasao.

Neste trabalho foram encontrados fragmentos de cuticula e atribuiu-se a coloracdo das
solugdes de cabelo as melaninas. Ao contrdrio de Robbins [1], que sugere que tensoativos
requerem cerca de uma hora para atravessar as camadas de cuticula, neste estudo mostrou-se que
em 30 min j& ha na solu¢do material presente no cértex da fibra capilar (as melaninas), indicando

que a difusdo de tensoativos € mais rapida.
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A extracdo das melaninas deve dar-se por um processo de degradacdo que envolve,
primeiramente, dissolucdo do CMC e da endocuticula, com remog¢do de fragmentos de cuticulas
e, posteriormente, o arraste dos granulos para fora do cortex, como citado na Introducdo.
Portanto, a 4gua pura consegue degradar o cortex, ainda que com menor intensidade que na

presenca de tensoativos.

Espectrofotometria UV-Vis e o método de Lowry para quantificar a degradagdo de
cabelos

Neste trabalho foram utilizadas duas metodologias para estimar a degradacdo da fibra
capilar por tensoativos: o ja amplamente utilizado método de Lowry e a espectrofotometria
UV-Vis das solucdes de lavagem dos cabelos, ainda ndo descrita na literatura.

O primeiro método estima a quantidade de proteina em solucdo baseado em uma curva
analitica com BSA. Wagner et al. [47] constatou que este padrdo tem composicdo de
aminodcidos semelhante a queratina do cabelo e, portanto, é adequada para calibracdo do modelo.
No entanto, apenas proteinas com a mesma composicdo de aminoédcidos sdo devidamente
quantificadas. Por este motivo, diz-se que este método “estima” a quantidade de proteinas de
cabelo em solucao, quantificando-as indiretamente.

Além disso, o método de Lowry apresenta muitos interferentes, como visto pelas
inimeras variacdes do método e, neste trabalho, pela inadequacdo para estimar proteinas na
presenca dos tensoativos comerciais.

Na espectrofotometria UV-Vis hd duas “sondas” ou “marcadores” para avaliar o dano nos
cabelos: uma banda relativa as proteinas (em 275 nm) e outra atribuida as melaninas (entre 525 e
625 nm).

Através da medida da intensidade da banda em 275 nm, pode-se fazer a determinacao
direta das proteinas em solucao. Os resultados obtidos neste estudo mostram uma forte correlacao
entre os dois métodos para quantificacdo das proteinas extraidas do cabelo. A Figura 22 mostra as
curvas de cinética de extracdo de proteinas analisadas pelos dois métodos e a correlacdo entre os

dois métodos.
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Figura 22: Dois métodos para estimar quantidade de proteina extraida dos cabelos: banda em
275 nm e método de Lowry. Solucdes de cabelo com tempos crescentes de contato com (=) dgua
ou (m) SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, agitacdo constante. Acima, linha tracejada: medida da
intensidade da banda em 275 nm; linha continua: estimativa de proteina pelo método de Lowry.
Abaixo, correlacio entre os dois métodos.
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Vé-se no grafico superior que as curvas nos dois métodos quase se sobrepdem. O grafico
inferior mostra a correlacdo entre os dois métodos, ajustados com uma reta. Nota-se que o
coeficiente angular das retas é diferente. Pode ser que a correlacio ndo seja linear, sendo
necessario aplicar métodos quimiométricos para identificar a correlagdo correta. Em todo caso, a
reta azul deveria passar por (0;0) como a reta vermelha.

Para os tensoativos comerciais, que no espectro UV-Vis apresentam intensa resposta
abaixo de 300 nm, o uso da medida da banda em 275 nm € inadequado. Existe, no entanto, a
possibilidade de se correlacionar a intensidade das bandas no visivel com a quantidade de
proteina em solucao estimada pelo método de Lowry, como mostrado na Figura 23.

Conforme as proteinas vao sendo extraidas da fibra capilar, uma quantidade proporcional
de melaninas também € extraida, colorindo a solugdo. Assim, a medida que aumenta a
intensidade da banda em 275 nm, também aumenta proporcionalmente o espectro na regidao
visivel, como visto para o SDS e dgua (veja Figura 15). Desta forma, pode-se assumir que com o0s
tensoativos comerciais o aumento da banda no visivel também correlaciona com a extragdao de
proteinas do cabelo.

Este método, contudo, sofre interferéncia de particulas em suspensdo e nestas solugdes
possivelmente haverd fragmentos de cuticula extraidos em suspensdo, como foi observado neste
estudo (veja Figura 12). Desta forma, para uma andlise quantitativa da degradacdo dos cabelos,
deve-se desenvolver uma metodologia de preparo de amostra para minimizar este efeito, o que

nao é o objetivo deste trabalho.

Degradacdo de cabelo pelos tensoativos comerciais

Como as dreas sob as curvas podem ser associadas as quantidades de material extraido
dos cabelos, pode-se fazer uma associagdo entre estas dreas € os danos causados. O tensoativo
tem o poder de aumentar a solvatacdao ou estabilidade coloidal dos granulos de melanina, como
mostrado no aumento da intensidade do espectro na Figura 14.

Os resultados obtidos mostraram que as solucdes de cabelo com os tensoativos anidnicos
tém a maior drea sob as curvas espectrais. As solucdes obtidas com anfotéricos tém resposta
similar aos anidnicos. As solu¢des de cabelo obtidas com os ndo-idnicos apresentam curvas com

valores proximos ou até menores que as obtidas com agua.
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A maior drea observada para os tensoativos anidnicos pode ser atribuida ao seu maior
carater detergente, que extrai mais substancias do cabelo que os demais tensoativos. Os
anfotéricos, que possuem menor forca detergente, apresentam degradacdo da fibra capilar
intermedidria entre os anidnicos € 0s nao-idnicos.

Os tensoativos nao-idnicos e o anidnico Carbox podem apresentar degradaciao de cabelo
menor que a dgua devido a sua adsor¢do na superficie da fibra capilar, dificultando a saida de
substancias extraidas pela dgua, ou ainda devido a diminui¢cdo da atividade da dgua. Vale
ressaltar que o anidnico Carbox é derivado de um tensoativo ndo-idnico. Além disso, estes

tensoativos sdo de grau técnico, as suas impurezas podem influenciar nestes fenomenos.

079 5 275mm 5 J
0,6 | O 525nm |
g | A 600nm
3 0,54 = i
Z ,
g O ]
S 0,3 . @ [l i
DR | |
5 0,2 i TN -
;‘ ] |

0,11 ]
()’(); @ |
00 10 20 30 40 50 60
Quantidade de proteina por Lowry / mg g‘lmbelO

Figura 23: Correlacdo entre a resposta no UV-Vis e a quantidade de proteina estimada pelo
método de Lowry das solu¢des de cabelo obtidas com SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, agitacdo
constante. Duplicata de amostra. Os valores dos pontos de 275 nm foram medidos pelo método
da linha-base.

7z

Uma forma de se quantificar esta degradacdo é através da correlacdo dos espectros
UV-Vis com o método de Lowry. Utilizando-se SDS, com o qual o método de Lowry é
adequado, € possivel estimar a quantidade de proteina extraida e, por UV—Vis, quantificar a cor

da solugdo. Desta forma, encontra-se uma correlacdo entre a quantidade das melaninas e das
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proteinas extraidas, como é mostrado na Figura 23. A partir deste gréafico, vé-se que quanto mais
intensa a cor da solucdo (dado pelos valores de resposta no visivel), maior e proporcional é a
concentracdo de proteinas em solucdo. Somente os pontos de SDS referentes ao t = 72 h
distanciam-se do modelo, visto pela inversdao da ordem dos espectros (veja Figura 15).

Para exemplificar, podemos aplicar este modelo para os tensoativos comerciais SLES,
CAPB e Gluc. A partir da correlacio (veja Figura 29-A no Anexo) entre a intensidade em 275 e
600 nm (regides em que todas as solugdes apresentam banda) e a quantidade de proteina estimada
pelo método de Lowry, estima-se indiretamente a quantidade de proteinas em solucao.

Esta metodologia de utilizar o valor de apenas um comprimento de onda, no entanto,
causa um erro para os tensoativos que tem banda mais intensa em outra regido. Para minimizar
este erro, pode-se integrar a resposta espectrofotométrica em um intervalo de comprimentos de
onda no visivel onde todas as amostras apresentam banda, por exemplo, no intervalo entre 490 e
650 nm (veja Figura 20).

A Figura 29-B (no Anexo) mostra a correlacdo da drea da resposta do SDS (mostrada na
Figura 15) com a quantidade de proteina estimada por Lowry. Para aplicar este modelo algumas

consideragdes devem ser feitas:

1. Como ndo foram realizadas medidas de proteina pelo método de Lowry na solucdo de
SDS da Figura 20, optou-se por normalizar os valores de drea em fun¢ao do SDS.
Desta forma, assume-se (e os espectros permitem) que o SDS € quem mais extrai

proteina e a partir dele serdo inferidos os valores dos outros tensoativos.

2. O modelo foi construido com solu¢des em contato com o cabelo em fun¢do do tempo.
Assim, o maior tempo (96 h) é o que apresenta maior quantidade de proteina
extraida e, portanto, a maior drea. Para aplicar a amostra de SDS da Figura 20, que
ficou em contato com cabelo por 64 h (dois tercos de 96 h), neste modelo, fez-se a

corre¢ao multiplicando-se todos os valores por 2/3.
A Tabela 5 apresenta os resultados das duas metodologias aplicadas nos tensoativos

comerciais: (1) utilizando-se a intensidade de um comprimento de onda especifico e (2) a que

utiliza a integral das intensidades de um intervalo espectral, dada pela drea embaixo das curvas.
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Tabela 5: Estimativa da quantidade de proteina extraida utilizando a correlagdo do espectro
UV-Vis com a estimativa pelo método de Lowry.

Estimativa de proteina extraida / mg g_lcabelo

Pela linha-base Pela intensidade Pela area relativa
Solugido em 275 nm em 600 nm de 490-650 nm
y=0,073 x y =0,065 x y=0,209 x
SDS 1,9 2,6 3,2
SLES — 1,5 1,9
CAPB — 1,6 1,9
Gluc — 1,2 1,3
Agua 0,9 0,5 0,6

Vé-se que os resultados dos dois métodos que utilizam comprimentos de onda na regiao
visivel sdo proximos, com todos os erros e consideracdes incluidas. Estes modelos, no entanto,
assumem que a correlacdo € linear, o que pode ndo ser verdade. Vé-se ainda que a diferenca entre
a quantidade de proteina calculada para SLES e CAPB segundo os dois métodos da regido visivel
ndo € significativa. Assim, a degradacdo causada pelo SLES, apesar de ser um anidnico, € no
mesmo grau que o CAPB, o que confirma que o abaixamento do indice HLB do tensoativo
diminui sua for¢a detergente e consequentemente a degradacdo que causa a fibra capilar.

Em relacdo ao resultado obtido com o comprimento de onda no UV (A = 275 nm), vé-se
que o valor para SDS é muito diferente do obtido utilizando a regido visivel. Porém, este valor
provém dos espectros da Figura 20, que tém baixa resolucao.

Portanto, mostrou-se que a partir do espectro Vis € possivel estimar indiretamente a
quantidade de proteinas extraidas do cabelo por tensoativos. Embora o resultado corresponda ao
esperado, trata-se da primeira vez em que estas diferencas entre tensoativos comerciais sdao
quantificadas.

Este método apresenta maior sensibilidade quanto mais intensa for a cor da solug¢do. No
entanto, tempos de contato cabelo—solucao superiores a 72 h podem a causar erros experimentais
(tais como a inversdo dos espectros, como visto na Figura 15). Sugere-se, portanto, trabalhar com

tempos de contato entre 48 e 72 h.
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6. Conclusoes

A extracao de substancias do cabelo pode ser avaliada e quantificada pela espectrofotometria

UV-Vis, a qual apresenta uma forte correlagdo com o método de Lowry.

* O material proteico extraido pode ser quantificado pela intensidade da banda em 275 nm,

que € uma metodologia mais direta e com menos interferentes que o método de Lowry.

* A intensidade da banda em 275 nm correlaciona com a intensidade das bandas no visivel,
0 que permite estimar a quantidade de proteinas extraida pelos tensoativos comerciais

usando indiretamente o método de Lowry ou outro método de quantificacdo de proteinas.

Como esperado, tanto os tensoativos quanto a dgua causam degradacdo da fibra capilar, desde
a remocdo de fragmentos de cuticula até a extragdo de melanina do coértex e de material
proteico.

O grau de degradacdo da fibra capilar varia de acordo com o indice HLB dos tensoativos.

* Tensoativos anidnicos, que t€ém maior indice HLB, extraem em maior quantidade (ou

mais rapidamente) as substancias do cabelo.

* Anfotéricos, que t€ém menor forca detergente, degradam menos.

* Nao-i6nicos podem degradar o cabelo na mesma intensidade, ou ainda menor, que a agua.

A dgua cessa a extracdo de substincias do cabelo apds cerca de 24 h de contato, enquanto que

as solugdes de tensoativo continuam extraindo até pelo menos 96 h.

Os espectros UV—Vis das solugdes de cabelo obtidas com tensoativos de diferentes caracteres

i0nicos sdo diferentes, e esta diferenca nio € causada por solvatocromismo.
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7. Sugestoes para trabalhos futuros

Realizar andlise quimiométrica a fim de se criar um modelo de correlacdo entre a
espectrofotometria UV-Vis e a quantificagdo de proteina pelo método de Lowry (ou outro

método adequado de quantificacdo de proteinas).

Identificar quais sdo as substincias extraidas do cabelo e quais sdo as responsdveis pelas

diferentes bandas no espectro UV—-Vis de solugdo de cabelo.

Analisar e comparar por titulacio calorimétrica isotérmica (ITC) a energia da interagcdo entre
cada tensoativo e as substancias extraidas do cabelo. Pode-se inicialmente estudar e comparar
a interacdo dos tensoativos com uma proteina padrdo como, por exemplo, a BSA, que tem

composi¢ao de aminodcidos similar a proteina do cabelo.

Trabalhos incrementais:

Variar a concentracao dos tensoativos para verificar a partir de qual concentragdo comecam a
aparecer significativamente as bandas no espectro UV—Vis.

Utilizar uma mistura de tensoativos (alquil sulfato e betaina, por exemplo).

Variar a temperatura para calcular a energia de ativacdo aparente do processo para cada
tensoativo.

Utilizar cabelos loiros e ruivos, que contém maior teor de feomelanina, e verificar a sua
influéncia nos espectros UV—Vis das soluc¢des de cabelo.

Avaliar quimiometricamente a correlacdo entre indice HLB do tensoativo e a quantidade de
substancias extraidas do cabelo.

Comparar resultados de extracdo de raiz e ponta dos cabelos apds imersdo nas solugdes de
tensoativo.

Determinar por espalhamento de luz o tamanho das particulas em solucdo.

Determinar o coeficiente aparente de difusdo (por exemplo, de Rhodamina B ou de azul de
metileno) nos cabelos apds o tratamento com 0s tensoativos.

Titular solucdo de cabelo com agente oxidante a fim de clarear a solucdo e estimar a

quantidade de melanina.
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9. Anexos

Figura 24: Fotografia de Sepia officinalis, que mede entre 15 e 25 cm, e possui uma bolsa interna
de tinta que é composta por melanina [3, 4].

Phosphorylase b (97 kDa)

Bovine serum albumin (66 kDa)

Ovalbumin (45 kDa)
Carbonic anhydrase (31 kDa)

Soybean trypsin inhibitor (21 kDa)

Lysozyme (14 kDa)

Figura 25: Fotografia do SDS-PAGE obtido que verificou a pureza da albumina de soro bovino
(BSA) utilizada neste trabalho. (A) Referéncias, (B) padrao de BSA fornecido por Vanessa Eline
Sylvestrin (LaCTAD — UNICAMP), (C e D) amostra de BSA utilizada neste trabalho.

3 http://en.wikipedia.org/wiki/Cuttlefish, acessado em 07/05/2013.

* Sepia officinalis, fotografado por David Liittschwager, National Geographic Creative.
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A B

Figura 26: Fotografias mostrando os cabelos imersos em solucdo de tensoativo. (A) tubo de
4,0 cm de didmetro e 10,0 cm de altura, (B) tubo de 2,5 cm de didmetro e 10,0 cm de altura com
tampa rosquedvel. Na foto B foi colocada uma faixa de fundo escuro para facilitar a visualizagao.
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Figura 27: Espectros de fluorescéncia (Aex = 280 nm) das solugdes de dgua e tensoativo
(2,5 % m/m de ativo) antes (linha tracejada) e apds 24 h de contato com o cabelo (linha continua)
a 38 °C com agitacdo constante. Triplicata de amostras. (m) SLES, (m) CAPB, (=) Gluc e
(m) dgua destilada.
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Figura 28: Parametros de cor das mechas de cabelo apds 64 h em solu¢cdo dos tensoativos a
2,5 % m/m e 4gua destilada. SLES, CAPB e Gluc: 7 medidas para triplicata de amostra
(21 valores); SDS e Agua: 7 medidas para duplicata de amostra (14 valores). T = 38 °C, agitacio
constante.
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Figura 29: Correlagdo entre espectro UV-Vis das solucdes de cabelo obtidas e a quantidade de
proteina estimada pelo método de Lowry. (A) Intensidade da banda em 275 nm medida pela
linha-base, (B) resposta em 600 nm e (C) édrea relativa do espectro UV-Vis em 490-650 nm.

Solugdes de cabelo obtidas com SDS a 2,5 % m/m. T = 38 °C, agitacdo constante. Duplicata de
amostra. O ponto andmalo referente ao ¢ = 72 h no visivel foi retirado.
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