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Resumo

A aplicacdo de produtos cosméticos no cabelo ¢ uma rotina diaria para milhdes de
pessoas, ja que ele apresenta grande importancia para a autoestima, higiene e bem-estar
pessoal. O uso de Oleos vegetais em formulacdes tem se destacado devido ao crescente
interesse por produtos naturais. Além dos proprios componentes do 6leo ja oferecerem
propriedades importantes para o cabelo, tais como hidratacdo e protecdo, eles também
podem ser utilizados como veiculo para ativos. Um dos maiores problemas relacionados
ao cabelo ¢ a alopecia androgenética, porém ainda existem poucas opgdes de produtos no
mercado que a tratam com eficiéncia. Para compreender o uso de oleos vegetais, tanto
como tratamento cosmético quanto em terapias para doengas capilares (como a alopecia),
¢ necessario verificar como a incorporagdao do 6leo ocorre nos fios de cabelo. Sendo
assim, este estudo representa um avango pioneiro ao desenvolver um método de analise
utilizando a técnica de geracdo de imagens por espectrometria de massas usando a
ionizacao por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-MSI) para visualizar a
incorporagdo de cosméticos, com foco nos 6leos vegetais de argan, abacate e coco, em
amostras capilares. Inicialmente os 6leos foram caracterizados por GC-MS, GC-FID,
injecdo direta no ESI-MS e comparagdo com MALDI-TOF-MS. A aplicacdo da técnica
de MALDI-TOF-MSI permitiu avaliar a permeacao dos 6leos em fibras capilares, com
desvio padrao maximo de 0,08 Da para 10 repeticdes (6leo de abacate). Nas amostras
capilares tratadas com os oOleos vegetais foram encontrados sinais que indicam
incorporagdo direta de componentes desses 6leos e modificagdes na fibra, tanto no cortex
como na superficie do fio, comprovando que os 6leos sdo incorporados ao cabelo durante
o tratamento. Isso revela a eficacia do uso de 6leos em formulagdes cosméticas e indicam
que ha potencial no uso desses produtos como veiculos em tratamentos especificos, como
na preveng¢do a alopecia. Com o método desenvolvido, foi possivel gerar imagens da
distribuicao espacial dos ions no cortex capilar, confirmando os dados que apontam

modificagdes no cortex capilar apds os tratamentos.

Palavras-chave: MALDI-MSI, MALDI-TOF-MS, cosméticos, 6leos vegetais, cuidado

com o cabelo
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Abstract

Applying cosmetic products to the hair is a daily routine for millions of people, as it is
important for self-esteem, hygiene and personal well-being. The use of vegetable oils in
formulations has gained prominence due to the growing interest in natural ingredients. In
addition to the oil's components offering important properties for the hair, it can also be
used as a vehicle for active ingredients. One of the biggest problems related to hair is
androgenetic alopecia, but there are still few product options on the market that treat it
efficiently. To understand the use of vegetable oils, both as a cosmetic treatment and in
therapies for hair diseases (such as alopecia), it is necessary to check how the oil is
incorporated into the hair. Therefore, this study represents a pioneering advance in
developing an analysis method using the mass spectrometry imaging technique using
matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI-MSI) to visualize the incorporation
of cosmetics, focusing in argan, avocado and coconut vegetable oils. Initially, the oils
were characterized by GC-MS, GC-FID, direct injection into ESI-MS and comparison
with MALDI-TOF-MS. The application of the MALDI-TOF-MSI technique made it
possible to evaluate the permeation of oils in hair, with a maximum standard deviation of
0.08 Da for 10 repetitions (avocado oil). In samples treated with vegetable oils, we found
signs that indicate direct incorporation of components of these oils and changes in the
cortex and surface of the hair, proving that the oils are incorporated into the hair during
treatment. This reveals the effectiveness of using oils in cosmetic formulations and
indicates that there is potential in using these products as vehicles in specific treatments,
such as preventing alopecia. With the method developed, it was possible to generate
images of the spatial distribution of ions in the hair cortex, confirming the data that

indicate changes in the hair cortex after treatments.

Key words: MALDI-MSI, MALDI-TOF-MS, cosmetics, vegetable oil, hair care
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Introducao

O uso de cosméticos tem se tornado cada vez mais comum no dia a dia do
brasileiro, o que fez com que o pais fosse considerado o quarto maior mercado
consumidor do mundo do setor de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos segundo
dados da Associacgdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, perfumaria e Cosméticos
(ABIHPEC) em 2022, além de também estar no quarto maior consumidor em produtos

para cuidado com o cabelo (ABIHPEC, 2022).

O cabelo apresenta grande importancia no bem-estar e na autoestima. Segundo o
Caderno de Tendéncias da ABIHPEC 2019-2020, o Brasil passa por um momento no qual
a busca por cabelos naturais, seja ele crespo, cacheado, liso ou ondulado, tem ganhado
for¢a. O crescimento no interesse pelo uso de produtos ecologicamente corretos e a busca
por ingredientes naturais destacou o uso de dleos vegetais em formulacdes cosméticas,
pois além de atender ao apelo dos consumidores por produtos naturais, também suprem a
necessidade de hidratacdo dos cabelos naturais, principalmente os crespos (ABIHPEC,
2019). Oleos vegetais sdo usados diretamente no fio ou em formulas cosméticas como
agentes condicionantes, ja que possuem efeito hidratante e protetor. Além dos proprios
componentes do dleo ja oferecerem propriedades importantes para o cabelo, ele também

pode ser utilizado como veiculo para ativos (TINOCO et al., 2022).

Vale ressaltar que o cabelo ndo esta relacionado apenas a estética, uma vez que
possui outras fungdes como regulador da temperatura, receptor sensorial, protecao contra
abrasao mecanica e radiacdo solar, além de ser um indicativo de doengas (DIAS DOS
SANTOS, 2017). Durante a formacao da fibra capilar, os elementos sdo incorporados
permanentemente na estrutura queratinosa, sendo assim os fios de cabelo podem refletir
alguns aspectos das mudangas metabolicas e fisiologicas que ocorrem a nivel folicular,

podendo ser usado como uma matriz biolégica em diversas analises. (ADAV etal., 2018)

Um dos problemas mais populares que afetam o cabelo ¢ a alopecia, ou queda de
cabelo. O tipo de alopecia mais comum ¢ a androgenética, que se caracteriza pela perda
de cabelo progressiva, ocorrendo principalmente em homens. A comprovagido da
penetracdo de moléculas em fibras capilares ¢ o entendimento do mecanismo de
incorporagdo ¢ essencial para a garantia da eficacia de tratamentos pala alopecia como

também para area cosmética em geral (GUMMER, 2001)
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As grandes vantagens em se analisar amostras de cabelo ¢ que ele ¢ mais estavel
em comparag¢do com outras matrizes bioldgicas humanas (por exemplo, sangue, urina),
sendo facil de coletar, transportar ¢ armazenar. Além disso, sua amostragem ¢ um

procedimento ndo invasivo (WOLOWIEC et al., 2013).

Os métodos convencionais para analise de amostras de cabelo sdo cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS). No entanto, sdo necessarios técnicas de preparo de
amostra complexas e demoradas, que podem levar horas ou até dia. O resultado dessas
analises nao fornece informagdes cronoldgicas tao precisas, propiciando apenas
informacdes baseadas na taxa média de crescimento do cabelo por més (cerca de 12
mm/més) (FLINDERS et al., 2017b; MIKI et al., 2011b). Além disso, requerem grandes
quantidades de amostra de cabelo (10—100 mg) e muitas vezes ha a necessidade de se
executar protocolos de limpeza complexos e demorados (FLINDERS; BASSINDALE;
HEEREN, 2019).

Ressalta-se que, apesar da evidente necessidade em se entender a acdo dos
cosméticos nas fibras capilares, faltam estudos na literatura sobre o tema. Uma técnica
promissora para analises capilares ¢ o imageamento por espectrometria de massas com
ionizag¢do por dessorcado a laser assistida por matriz (MALDI-MSI), ja que, além de trazer
beneficios no preparo de amostras, uma vez que permite um rapido preparo com pequenas
quantidades de amostra, também permite a localizagdo espacial dos analitos na secao dos
tecidos analisados. No caso de andlise de cabelo, ainda pode fornecer informacgdes
cronologicas precisas sobre a incorporacdo de analitos ao fio com base na sua taxa de

crescimento (ADAYV et al., 2018).

Embora o MALDI-MSI ja tenha sido empregado na analise de drogas em amostras
capilares em diversos estudos cientificos, esse trabalho representa um avango pioneiro ao
utilizar dessa técnica para visualizar a incorporagdo de cosméticos, como 0Oleos vegetais,
em amostras capilares, destacando a importancia da compreensdo dos processos de
incorporagdo de substancias em fibras capilares em tratamentos cosméticos e, também,
no uso desses compostos como veiculo para ativos de tratamento de doengas capilares

como a alopecia.
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1. Objetivos

e Desenvolver dispositivos e métodos analiticos para a analise molecular dos fios de

cabelo por espectrometria de massas e técnica de imageamento;

e Avaliar a permeagao de substancias provenientes dos 6leos vegetais em fibras

capilares;

e Gerar imagens da distribui¢do espacial dos compostos de interesse no cortex dos

fios de cabelo.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Anatomia e fisiologia do cabelo

A pele humana, considerada um dos maiores 6rgaos do corpo, ¢ composta por
duas camadas: a epiderme e a derme. Outras estruturas presentes na pele sdo nervos
sensoriais, glandulas sebaceas, vasos sanguineos e foliculos capilares. Humanos possuem
cerca de dois milhdes de foliculos, o que tem grande influéncia na saude da pele. Sao
nesses foliculos que os fios de cabelo sao formados e queratinizados, ou seja, ocorre a

transformagdo de grupos sulfidricos em ligag¢des dissulfeto (DIAS DOS SANTOS, 2017).

O cabelo ¢ composto por 65 a 95% de proteinas, sendo estas compostas por 20
aminoacidos mais comuns, € 15 a 35% de agua, 1 a 9% de lipidios e alguns minerais. O
ciclo de crescimento capilar, em condigdes normais, consiste em trés fases principais:

anagena, catagena e telogena (DIAS DOS SANTOS, 2017).

Anagena ¢ a fase em que ocorre a produgdo e crescimento da haste capilar, na qual
as células epiteliais da base de um foliculo se dividem, mantém uma alta e constante taxa
mitotica e ocorre a produgdo de pigmentos. Até 90% dos fios de cabelo podem estar nessa

fase (WANG; LU; L-S AU, 2006).

A segunda fase ¢ uma fase curta, chamada catagena, na qual ocorre uma extensa

morte celular programada (apoptose) na maioria dos queratindcitos foliculares, término
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da producao de pigmentos e da divisdo celular e regressao do istmo e do bulbo capilar

(HINDS; THOMAS, 2008).

A tultima fase, a telogena, é uma fase de repouso com posterior queda da haste
capilar do foliculo. Durante essa fase as células da papila dérmica e os queratinocitos se
reativam, dando inicio a um novo ciclo de crescimento capilar. A nova fase anagena se
desenvolve e a nova haste empurra a antiga, levando-a ao desprendimento (também citado

como fase exdgena) (RANDALL, 2008).

No entanto, a haste capilar ¢ composta por trés partes principais: a cuticula, o

cortex e a medula (quando robusto e espesso o suficiente), como mostra a Figura 1.

Células do
Cuticula cortex

Figura 1. Diagrama esquematico representando as principais camadas de um fio de

cabelo: a cuticula e suas subdivisdes, o cortex e a medula. Fonte: Adaptado de

PHILIPSEN et al., 2021.

A cuticula ¢ a camada mais externa e ¢ vital para proteger a estrutura interna de
danos causados por fatores ambientais ou tratamentos cosméticos, sendo a camada mais
afetada pelos componentes dos produtos capilares. Ela ¢ formada por multiplas camadas,
cada uma com cerca de 0,5 um de espessura (PHILIPSEN et al., 2021). Cada célula da

superficie contém uma fina membrana proteica, a epicuticula, coberta por uma camada
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lipidica. Abaixo existem trés camadas, a camada A, a exocuticula ou camada B ¢ a
endocuticula, todas contendo proteinas fortemente reticuladas, principalmente a cistina

(DIAS, 2015).

A parte interna da haste capilar é composta majoritariamente pelo cortex, que
consiste em varios filamentos intermediarios de queratina. As queratinas sdo proteinas
que possuem cistina em grande proporcao, as quais sao formadas pela dimerizagdo da
cisteina) em condigdes oxidantes por meio de uma ligacdo dissulfeto. A Figura 2

representa a cisteina (a) e a cistina (b).

Estas ligagdes cruzadas conferem muita estabilidade fisica e quimica a fibra de
queratina, portanto essa ¢ a regido responsavel pelas propriedades de resisténcia
mecanica, elasticidade, além de umidade e cor ao cabelo. Uma vez que ¢ onde se
encontram os granulos de melanina, pode ser caracterizada como eumelanina (pigmento
que confere tons que variam do preto ao marrom) ou feomelanina (cores que variam do

amarelo ao vermelho) (DIAS, 2015).

Quando os melandcitos, responsaveis por produzir esses pigmentos, deixam de

produzi-los, a fibra perde sua coloracdo, dando surgimento ao cabelo branco.

a) b)
O HoN
@]
SH/YJ\OH HO*@S— OH
NH, 0
NH>
Cisteina Cistina

Figura 2. Cisteina (a) e seu dimero, cistina (b). Fonte: Autoria propria.

A estrutura mais interna, a medula, geralmente esta presente apenas em pelos
grossos, como pelos da barba, assim nao apresentam relevancia para o uso de cosméticos

capilares (PHILIPSEN et al., 2021).

No fio de cabelo hé dois tipos de queratinas, a cristalina e a amorfa (conformagao
nao definida), sendo cerca de 30% da estrutura do cabelo cristalina € 70% amorfa. Dentro

da classe da queratina cristalina, encontram-se a a-queratina (estrutura em forma de o-
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hélice), presente majoritariamente no cortex e B-queratina (estrutura em forma de B-

folha), localizada principalmente na regido da cuticula (DIAS DOS SANTOS, 2017).

No fio como um todo, o alto teor de ligagdes de dissulfeto provenientes da cistina
forma uma rede de ligagdes cruzadas, porém a interagdo entre as cadeias também ocorre
por ligagdes de hidrogénio, interagdes idnicas e interagdes hidrofobicas (Figura 3), o que

fornece caracteristicas fisicas e propriedades mecanicas ao fio do cabelo.

Ligagédo de hidrogénio

Ho H
C -OH----- O=C|3—C
OH
Ligagao idnica
Ho
C -C—NHs* O\ H,
I c—C
CH2 //
Ha Hz

C-8S——8—C —

Ligacédo dissulfeto

ICH3 H3C\
CH CH
\ /

CHs H,C

Interagdes hidrofébicas
e de van der Waals

Figura 3. Principais interagdes entre cadeias laterais de aminodcidos que compdem a

haste capilar. Fonte: Autoria propria.

Cerca de 300 proteinas do cabelo foram identificadas até a publicacdo do trabalho
de ADAV, 2018. As queratinas capilares sdo resistentes ¢ muito dificeis de solubilizar,
portanto, ¢ desafiador identificar e quantificar essas proteinas com precisdo. Superar esses
desafios técnicos € essencial para entender o papel biologico, a abundancia e a estrutura
dos compostos presentes na haste capilar em geral (ADAYV et al., 2018). A analise de
substancias incorporadas ao cabelo também ¢ de extrema importancia para entender sua
composicao geral, as interacdes que podem ocorrer entre o fio e outras substincias e até

mesmo compreender problemas de satide.
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2.2. Alopecia

Um dos principais problemas quando se trata de cabelo ¢ a alopecia, que se refere
a perda de cabelo ou pelos, decorrente da disfuncdo ou perda de foliculos capilares e
alteragdes na producao de fibra capilar. Embora a perda de cabelo em si ndo cause danos
a saude fisica, provoca grande impacto negativo na qualidade de vida e na saude mental
dos pacientes, sendo associada a baixa autoestima, ansiedade e depressdo. Portanto,
distarbios capilares sio um problema significativo para muitos individuos (VAREJAO et
al.,2014). Esse problema, que afeta homens e mulheres, pode ser transitorio ou definitivo,

possuindo diferentes causas possiveis, tipos e graus.

2.2.1. Alopecia androgenética (AGA)

A alopecia androgenética (AGA), conhecida como calvicie, € o tipo mais comum
de queda de cabelo progressiva. Seu nome estd associado a androgenos, que sao
hormonios masculinos. No entanto, apesar de atingir em maior quantidade a populagdo
masculina, ¢ uma condi¢ao genética que pode afetar tanto homens quanto mulheres (LEE
et al., 2018). Nela ocorre a miniaturizagcdo progressiva do foliculo piloso, levando ao
afinamento dos fios. Isso ¢ resultado de alteragdes na dindmica do ciclo capilar, ja que a
duragdo da fase anagena diminui e a da fase teldgena aumenta gradualmente (LOLLI et

al., 2020).

A testosterona € o principal androgeno circulante nos homens. Atinge a pele
através do sangue capilar e € convertido em diidrotestosterona (DHT) pela 5 -a-redutase,
(enzima localizada na papila dérmica do foliculo), um andrégeno mais forte que possui
um papel muito importante no afinamento dos fios. Na pele, os androgenos mais fracos,
desidroepiandrosterona, sulfato de desidroepiandrosterona e androstenediona sao
convertidos perifericamente (em sebocitos, glandulas sudoriparas e células da papila
dérmica) nos androgenos mais potentes como a testosterona e DHT. Alteragdes nesses

hormonios sdo fundamentais no desenvolvimento da doenca (LOLLI et al., 2020).
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Embora a relagdo entre DHT e a AGA masculina tenha sido constatada, o papel
dos androgenos nao ¢ bem definido na alopecia feminina, uma vez que, apenas um ter¢o
das mulheres com AGA apresentam niveis anormais de andrégenos. Para explicar os
demais casos uma hipdtese criada € a sensibilidade aumentada aos andrégenos, porém, a
AGA também foi descrita em mulheres sem receptores de androgenos, sugerindo que
mecanismos independentes desses compostos podem estar envolvidos. (STARACE et al.,

2020).

O receptor de estrogénio beta ¢ expresso nos foliculos capilares e uma evidéncia
indireta da influéncia de estrogénios no crescimento do cabelo vem do aumento da
prevaléncia da AGA em mulheres apds a menopausa. No entanto, o papel do estrogénio

ainda ¢ incerto (REDLER; MESSENGER; BETZ, 2017).

Vale ressaltar que, apesar de ser uma condig¢do genética e progressiva, € possivel
melhorar com a utilizagdo de tratamentos apropriados, como medicagdes topicas ou orais,
laserterapia e procedimentos minimamente invasivos, que visam aumentar o nimero de
fios de cabelo e retardar o afinamento. Uma alternativa € o transplante capilar, no entanto,
apresentam alto custo e riscos como infeccao local, ja que se trata de um procedimento

invasivo (VAREJAO et al., 2014).

2.2.2. Alopecia areata

A alopecia areata ¢ uma doenca inflamatoria autoimune que causa queda de
cabelo, caracterizada por pequenas falhas circulares de cabelo ou pelos do corpo. A
evolugdo da alopecia areata ndo € previsivel e ha casos em que a extensao da perda pode
causar alopecia total, porém ela ¢ reversivel j& que a doenca nao destroi os foliculos

pilosos (SIMAKOU et al., 2019).

As atividades autoimunes de células presentes no bulbo capilar, como a Thl,
Th17, NK e CD8+, produzem IFN-y que perturba o funcionamento do foliculo e
interrompe o ciclo de crescimento capilar, causando perda prematura e inibicdo do
crescimento dos fios. Anticorpos IgG contra as células do foliculo piloso também sao
encontrados em pacientes com esse tipo de alopecia. Ainda assim, a causa exata da

alopecia areata ¢ pouco compreendida, porém fatores emocionais, traumas fisicos e
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quadros infecciosos podem desencadear ou agravar o quadro. Além disso, a doenca
coexiste com outras doengas autoimunes e pode ser secundaria a infecgdes ou inflamagdes

(SIMAKOU etal., 2019).

2.2.3. Tratamentos para alopecia

As opgodes terapéuticas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil
para AGA sao limitadas a poucos medicamentos (LEE et al., 2018).

A finasterida ¢ um inibidor da 5-a-redutase tipo II que bloqueia a conversao de
testosterona em DHT, levando a diminui¢ao da queda capilar, aprovado pela FDA e pela
Anvisa apenas para uso em AGA masculina, j& que tem sido associada a malignidades
mediadas por estrogénio, como cancer de mama, porque pode gerar excesso de estrogénio

e devido ao efeito teratogénico (STARACE et al., 2020).

Os efeitos colaterais podem incluir dores de cabega, nauseas, ondas de calor e
diminuigao da libido. A dutasterida, que também ¢ um inibidor da 5-a-redutase (tipo I e
IT) assim como a finasterida, foi aprovada em 2022 pela Anvisa para tratamento da
alopecia masculina, demonstrando uma maior eficicia se comparada a finasterida

(STARACE et al., 2020; ANVISA, 2022).

O minoxidil (3-6xido-2,4-diamino-6-piperidinopirimidina), que tem seu uso
topico aprovado pela FDA e pela Anvisa para tratamento da AGA para homens e
mulheres, € um bloqueador dos canais de potassio cujo efeito colateral é o aumento do
crescimento do cabelo. O mecanismo de ag¢ao ainda ndo ¢ conhecido, sabe-se que ha um
prolongamento da fase anagena e o aumento de foliculos reduzidos. Algumas hipdteses
que explicam esses fatores incluem vasodilatacdo e efeitos proliferativos, anti-
androgénicos e anti-inflamatérios. O uso oral de minoxidil, apesar de ndo ser aprovado
pelas agéncias reguladoras, ¢ usado em alguns tratamentos com indicacdo médica

(STARACE et al., 2020; ANVISA, 2022).

Para que o desenvolvimento de novas estratégias de prevencao ou tratamento seja
bem-sucedido ¢ necessario inicialmente compreender o crescimento capilar e a influéncia

de produtos de uso topico e ingeriveis no crescimento do fio, ja que a incorporagao de
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cosméticos no cabelo ainda nao ¢ bem compreendida. Sendo assim, o primeiro passo ¢

esclarecer os mecanismos de incorporacdo de compostos ao cabelo.

2.3. Mecanismos de incorporacio ao cabelo

Desde a década de 90, os mecanismos de incorporagdo de substancias ao cabelo
tém sido investigados com o intuito de entender como ocorrem e, assim, melhorar a
interpretagdo dos resultados de analises capilares (CONE, 1996; HENDERSON, 1993;
PRAGST; BALIKOVA, 2006).

Acreditava-se que a contribuicao predominantemente para incorporagao de drogas
no cabelo se dava pela via de difusdo passiva da corrente sanguinea na base do bulbo
capilar. Porém, avaliando o perfil de distribuicdo de metoxifenamina, um anéalogo nao
regulado da metanfetamina, houve alteragdes que indicam que existe pelo menos dois
locais de incorporagdo no fio, o que gerou sobreposi¢ao do composto na haste capilar e

prejudicou a resolugdo cronolédgica em até 11 dias ou mais (KAMATA et al., 2015).

A deteccao de tilidina por MALDI-MSI provou que a contaminagdo externa por
suor/sebo pode imitar a ingestdo cronica de tilidina, ou seja, sua presenca em todo o
comprimento do cabelo ndo ¢ necessariamente causada pela ingestdo multipla do
medicamento (POETZSCH et al., 2015). Isso ocorre pois os ductos das glandulas
sebaceas e apdcrinas (sudoriparas) saem diretamente no tinel do foliculo piloso, abaixo
da superficie da pele, portanto, a haste capilar (exceto pelos da barba) fica em contato
com as secrecoes até que emerja da pele (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS
AND CRIME, 2014).

Esses resultados indicam que exista pelo menos dois principais sitios de
incorporagao de medicamentos e drogas, o bulbo capilar e a parte superior da raiz capilar.
Também sugerem que as vias de incorporagdo e perfis de distribuicdo de medicamentos
em cabelos tUnicos variam consideravelmente dependendo das propriedades das

substancias de interesse (KAMATA et al., 2015).

A United Nations Olffice on Drugs and Crime (UNODC), além de propor a
incorporagdo de produtos quimicos ao cabelo por difusdo passiva do sangue que abastece

o foliculo piloso e através do suor, sebo e da secregao de glandulas, também cita a
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absorcao diretamente da pele para a zona de sintese capilar e pela exposi¢ao a produtos
quimicos em aerossoéis, fumaca ou pelo contato direto (UNITED NATIONS OFFICE ON
DRUGS AND CRIME, 2014).

Usando NanoSIMS (Nano espectrometria de massas por ion secundario), a
penetracdo e distribuicdo de corantes na cuticula do cabelo por contato direto foi
investigada e descobriu-se que a endocuticula (regido pobre em cistina) continha mais
moléculas de corante em comparagdo com outras estruturas da cuticula mais ricas em
cistina (camada A e exocuticula). Além disso, a investigacdo da penetragao e adsor¢ao de
L-teanina, quitosana cationica e o6leo de palma no cabelo por TOF-SIMS
(espectrometria de massas por ion secundario com ionizagdo por tempo de voo) utilizando
marcagdo com deutério, comprovou uma maior absor¢do em cabelos danificados pela

descoloragao (KOJIMA, 2015).

Esses estudos ajudam a esclarecer a permeagao de compostos para dentro da haste
capilar, sendo assim, podemos identificar alguns tipos de mecanismos de incorporagao
(Figura 4), que incluem: a) a incorporagdo através da difusdo ativa ou passiva do sangue
dos vasos capilares para o foliculo capilar; b) a incorporacao pelo contato com do suor e
secregoes produzidos pelas glandulas sudoriparas e sebaceas adjacentes ao fio; ¢)
incorporagdo pelo contato direto com a superficie do fio; d) a incorporagdo através do
contato com substancias externas presentes no ambiente (DAYANNE CRISTIANE
MOZANER BORDIN et al., 2015).
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Figura 4. Diagrama esquematico das possiveis vias de incorporagao de compostos na
haste capilar: a partir da corrente sanguinea, pelo suor e sebo produzido por glandulas e

através de contato externo. Fonte: Autoria propria.

A incorporagdo na estrutura do cabelo ¢ influenciada pelas propriedades quimicas
e fisicas dos compostos. Em geral, tamanhos menores, alta hidrofobicidade e a presenca
de grupos basicos ionizaveis tendem a favorecer ligagdes com a estrutura capilar. A
queratina desempenha um papel de destaque com seus grupos carboxila, amina, fenol,
hidroxila e sulfidrila, além de multiplas ligacdes de hidrogénio na incorporagdao de
xenobiodticos. Para drogas, a melanina ¢ descrita como um “sitio” de ligagdo pois se
comporta como um trocador catidonico fraco e, portanto, tende a se ligar a drogas basicas
como cocaina, nicotina e anfetaminas (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND
CRIME, 2014).

Atualmente tem crescido a necessidade em se entender a agdo dos cosméticos nas
fibras capilares, ja que os efeitos dependem do local de agdo dos produtos e comprovagao
da incorporacdo dos produtos ¢ necessdria para garantir a eficiéncia dos tratamentos
cosméticos. Porém, faltam estudos na literatura sobre o tema (DIAS SANTOS et al.,

2022).
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2.4. Tratamentos capilares

A aplicagdo de produtos cosméticos no cabelo se tornou uma importante rotina
diaria para milhdes de pessoas, ja que ele esta diretamente relacionado a autoestima, bem-
estar e higiene. Além da busca por aprimorar caracteristica fisicas dos fios, como
reconstrucao, diminuicdo da quebra, elasticidade, cor, entre outros, cosméticos sao
também usados a fim de diminuir danos relacionados a luz UV, ao contato com produtos

quimicos e outros fatores externos (TINOCO et al., 2022).

Tratamentos capilares mais comuns sao realizados através de cosméticos de uso
topico ou de ingestdo oral. Produtos de ingestdo oral se caracterizam por atingir o foliculo
capilar e o fio de cabelo pela difusdo da corrente sanguinea e contato com secrecoes.
Vitaminas para crescimento e fortalecimento capilar e remédios para alopecia podem ser
consumidos dessa forma. Tratamentos capilares topicos também podem ser realizados
com medicamentos, no qual formulas cosméticas podem ser utilizadas como veiculos
para ativos como, por exemplo, no uso de minoxidil para tratamento de alopecia.
Cosméticos de uso topico comuns para cabelo incluem xampu, condicionador, cremes,

tintas, descolorantes, alisadores, protetores térmicos, entre outros.

Houve um crescimento no interesse pelo uso de produtos sustentdveis e
ecologicamente corretos, o que estimulou empresas e pesquisas a buscarem compostos
naturais para uso em cosméticos capilares (TINOCO et al., 2022). As principais
caracteristicas desejadas pelos consumidores sao de ingredientes naturais e “isentos de”
sais, sulfatos, silicones, parabenos e outros componentes prejudiciais. Muitas marcas t€ém
investido em produtos ricos em ingredientes naturais, respondendo ao desejo dos

consumidores.

O cabelo ¢ composto por células mortas ¢ ndo tem capacidade de se reparar.
Portanto, ¢ importante reparar os cabelos danificados usando agentes condicionadores
para evitar maiores danos ao cabelo. Considera-se que o efeito reparador de agentes

condicionantes ¢ causado pela adsor¢ao na superficie e permeacao no fio de cabelo.

Oleos vegetais sio amplamente utilizados como agentes condicionantes em
produtos capilares, ja que possui efeito hidratante e protetor do fio, além de suprirem o

desejo por “produtos verdes” (ABIHPEC, 2019).
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2.4.1. Oleos

Oleos vegetais sdo 6leos extraidos de sementes, frutas e plantas como um todo.
Sao constituidos de uma grande variedade de compostos, como acidos graxos livres,
monoglicerideos, diacilglicerdis (DAG), triacilglicerdis (TAG), fosfolipidios, fendis,
esterois e carotendides (pigmentos). Os compostos majoritarios sdo os TAGs, uma

combinagdo de um glicerol ligado a trés acidos graxos (CAO et al., 2021).

Por serem compostos que suprem o apelo dos consumidores por produtos naturais
e, a0 mesmo tempo, atendem diferentes necessidades de tratamentos capilares, como
hidratacao, brilho, controle de frizz e prote¢do, o uso de dleos vegetais em produtos

cosméticos tem sido um destaque (ABIHPEC, 2019).

Trés oleos que tém sido amplamente utilizados em cosméticos sdo os 6leos de
argan, coco ¢ abacate. Os trés também sdo citados como veiculos em produtos que contém
Oleos essenciais, ja que podem prevenir a rapida volatilizacao e prolongar a acao desses
compostos (ABELAN et al., 2022). O uso direto do 6leo, fora de formulagdes cosméticas,
também pode ser indicado como tratamento de hidratacao capilar. Acredita-se que o efeito
condicionante ¢ reparador de danos ocorre devido a adsor¢do na superficie e permeagao

na haste capilar (KOJIMA, 2015).

O numero de produtos cosméticos que possuem 6leo de argan em sua composi¢ao
aumentou significativamente. Na area farmacéutica, propriedades de prevengdo de
doencas cardiovasculares e obesidade chamam atengdo. O 6leo de argan é composto por
cerca de 95% de TAG e 4% de DAG, tendo como principais acidos graxos o oleico (O),
linoleico (L), palmitico (P) e estearico (S), em ordem decrescente. Outros compostos
presentes sao monoacilglicerdis, dcidos graxos livres, tocoferdis e esterdis. Como a arvore
de argan ¢ endémica do Marrocos, o 6leo ¢ um produto caro, sendo frequentemente
encontrado produtos falsificados, o que se pode determinar pela caracterizacdo do 6leo

(KHARBACH etal., 2021; PAGLIUCA et al., 2018).

O abacate ¢ nativo do México, que ¢ o maior produtor atualmente, com mais de
100 variedades documentadas. No Brasil, segundo dados do IBGE, 338 mil toneladas
dele foram produzidas em 2022, sendo 146 mil s6 no estado de Sao Paulo. Portanto, o

6leo de abacate pode ser considerado um produto mais acessivel quando comparado ao
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6leo de argan, ja que ¢ um produto nacional e de menor custo associado (IBGE, 2023). O
6leo de abacate possui excelentes qualidades para uso na industria cosmética e alimenticia
devido a riqueza de micronutrientes funcionais e vitaminas encontrados em sua
composicao. Seu uso ¢ citado na producao de protetores solares, sabonetes, cremes, entre

outros.

A composi¢ao do oleo de abacate pode mudar de acordo com a variedade,
qualidade e maturidade da fruta, mas a quantidade aproximada de acidos graxos
monoinsaturados ¢ de 70%, saturados ¢ de 16% e de poli-insaturados € préximo de 13%.
Os componentes minoritarios sao fitosterdis e lecitina (aumento de espalhabilidade), -
sitosterol, a-tocoferol (vitamina E) e outras vitaminas (D e A), luteina e compostos
bioativos. Esses compostos sdo de grande importancia pois proporcionam ao Oleo
propriedades relevantes para a area cosmética, como estabilidade, alta capacidade de

penetracdo na pele, hidratacao e cicatrizagdo (STOLP; KODALI, 2022).

A demanda por 6leo de coco também cresceu drasticamente devido a suas
aplicagcdes na area cosmética, na area de alimentos, lubrificantes e para producdo de
produtos de transesterificagao, como polimeros. O 6leo de coco ¢ rico em acidos graxos
saturados de cadeias médias (6-12 atomos de carbono), sendo o 4cido laurico (La) o
majoritario. E composto por TAG (85%), seguido de DAG (7%), monoacilglicerdis (3%),
fosfolipidios (0,2%) e acidos graxos livres (0,13%) e bioativos naturais (FERREIRA et
al.,, 2019). Estudos mostram que a presenca de fitoesterois e fendis provoca efeitos

antioxidante, anti-inflamatorio e hipolipidérmicos.

Além dos 6leos serem usados propriamente como parte do tratamento capilar, a
fase oleosa pode consistir em um 6leo carreador, no qual o principio ativo esta dissolvido.
O uso dos 6leos de argan, abacate e coco como carreadores para 6leos essenciais foi citado

(ABELAN et al., 2022).

O uso de nanoemulsdes para tratamento topico utilizando 6leos vegetais como
fase oleosa e surfactante tem sido estudado. Nanoemulsdes sdo sistemas isotropicos onde
goticulas de tamanho nanométrico (< 200 nm) podem favorecer a penetragdo de
medicamentos no foliculo capilar. Seu uso mostrou capacidade de favorecer a absor¢ao
de minoxidil nos foliculos capilares. Sua aplicagao como veiculo para finasterida também
foi citada, mas experimentos mais detalhados sdo necessarios para esclarecer o potencial

do seuuso (GOMES etal., 2014). O 6leo de coco foi utilizado em nanoemulsdes contendo
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extrato de uma planta conhecida como curcuma selvagem para desenvolvimento de

cosméticos (WUTTIKUL; SAINAKHAM, 2022).

Além da penetracao nos foliculos capilares ¢ importante entender também como
a incorporagdo do dleo ocorre nos fios de cabelo para compreender seu uso como veiculo
e como tratamento direto (ABELAN et al., 2022). Para determinar a incorporagao de
compostos no fio de cabelo, faz-se necessario o uso de uma técnica que identifique e

forneca a localizagdo espacial dos analitos no interior dos fios.

O uso de espectroscopia Raman e espectroscopia no infravermelho foi testado
para avaliagdo da incorporagdo de cosméticos em cabelo, mostrando que foi possivel
observar a permeagao desses produtos para o interior da fibra capilar descolorida, apesar
de permanecerem com maior concentragao na regido da cuticula (DIAS SANTOS et al.,

2022).

Técnicas de imageamento quimico também podem ser usadas a fim de entender e
comprovar a absor¢do dos cosméticos capilares de uso tdpico. A penetracdo da
tripalmitina, contida no 6leo de palma, em cabelos danificados foi demostrada por TOF-
SIMS. As imagens sugeriram a penetragdo da tripalmitina na cuticula e at¢ 10 pum da
dire¢do do cortex, mas foi necessario utilizar tripalmitina deuterada para a confecgao das

imagens (KOJIMA, 2015).

A técnica de imageamento por MALDI-TOF MS pode ser utilizada com a
finalidade de observar a permeagdo de compostos presentes nos oleos vegetais para o
interior de fibras capilares, ja que permite visualizar a localizagao espacial de compostos
com alta massa molecular como metabolitos e proteinas, sendo capaz de fornecer a
localizagdo de lipidios, como os TAG, que estdo presentes em grande quantidade nos

oleos.

2.5. MALDI-MSI

A espectrometria de massas (MS) ¢ uma ferramenta analitica indispensavel em
quimica, farmdcia, medicina e em inumeros campos da ciéncia. O principio basico da MS
¢ a geracgdo de ions a partir de compostos de interesse utilizando um método adequado,

separacao desses ions pela razdo massa/carga (m/z) e deteccao qualitativa ou quantitativa
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(GROSS, 2017). A cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC) e a cromatografia
gasosa (GC) sdo duas das principais ferramentas utilizadas atualmente acopladas a MS.

(HORATZ et al., 2018).

A investigacao de moléculas de alta massa molecular e biomoléculas por MS foi
possivel a partir da década de 80 com a introdu¢do de métodos suaves de ionizagdo, como
electrospray (ESI) e ionizacdao por dessor¢ao a laser assistida por matriz (MALDI). O
desenvolvimento da MALDI-MS se tornou uma importante ferramenta para analise de
uma ampla gama de compostos, incluindo macromoléculas de massas molares acima de

100kDa (PATIL et al, 2024).

Um importante marco na espectrometria de massas, principalmente na questao da
verificagdo espacial, foi o desenvolvimento da técnica de imageamento, inicialmente
denominada Imageamento por Espectrometria de Massas (IMS - Imaging Mass
Spectrometry) mas, devido a possivel confusao a sigla utilizada para espectrometria de
mobilidade ionica (IMS - ion mobility spectrometry), o termo mais difundido atualmente

¢ MSI (Mass Spectral Imaging) (GROSS, 2017).

Apesar dos primeiros passos para o surgimento do imageamento quimico
utilizando MALDI em 1994, por Spengler e Kauffmann, foi apenas em 1997 que Caprioli
utilizou a técnica para aquisi¢cdo de imagens de biomoléculas (proteinas e peptideos)

(CAPRIOLI; FARMER; GILE, 1997; SPENGLER; HUBERT; KAUFMANN, 1994).

O MALDI-MSI realiza uma sequéncia de medidas na superficie de uma amostra,
ao longo de uma grade predefinida, fornecendo informagdes dos compostos presentes em
cada ponto dessa grade. A combinacdo dos espectros permite a criagdo de mapas
moleculares bidimensionais (2D) ou tridimensionais (3D), como mostra o trabalho de
Mallah (2018), no qual um cérebro foi dividido em varias se¢oes, € 0s espectros € imagens
obtidas de cada se¢do foram mesclados formando uma imagem 3D para visualizagdo de

mudangas lipidicas associadas a lesdes cerebrais (MALLAH et al, 2018).

A geragdo de imagens tem passado por mudangas significativas que permitiram
melhora na sensibilidade de detec¢do e resolugdo espacial, contribuindo para a
popularizacdo da técnica e permitindo o mapeamento de distribui¢des moleculares em
secoes de tecido animal e vegetal (STOECKLI; FARMER; CAPRIOLI, 1999; COLE,
2017a).
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Um dos analisadores mais comuns usados com MALDI ¢ o analisador de tempo
de voo (TOF, do inglés time-of-flight), cujo principio € a separagao de ions com diferentes
m/z de acordo com o intervalo de tempo até atingirem o detector (Figura 5). O laser do
MALDI incide na amostra, que ¢ dessorvida junto com a matriz e ionizada. Os ions sdo

focalizados e entram ao mesmo tempo no analisador (GROSS, 2017).

TOF
l— = = ——» Refletor
° [ ]

@ . °

°®
° (] [ ]
1« W ‘l‘ Dessolvatagdo

e ionizagao
— — Detector

o

Laser T Dessorgao

Figura 5. Esquema do equipamento MALDI -TOF MS e seu funcionamento bdsico.

Fonte: Autoria prépria.

O refletor ¢ utilizado para aumentar o espago que os ions viajam até chegar ao
detector, consequentemente aumentando seu tempo de voo. Além disso, o campo elétrico
aplicado no refletor corrige uma possivel diferenca de energia cinética que pode ocorrer
no processo de ionizagdo para ions de mesma m/z, fazendo com que cheguem juntos ao
detector. Isso permite uma separacdo mais eficiente e melhora a resolugdo de massa para
ions de m/z <6000 Da. Os métodos lineares, que nao utilizam o refletor, possuem menor
resolucdo de massas e maior sensibilidade e sdo aplicados para massas maiores (GROSS,

2017).

Outros analisadores que também podem ser utilizados sdo o Orbitrap ou
Ressonancia Ciclotronica de fons com Transformada de Fourier (ET-ICR), que oferecem
alta resolu¢c@o de massas e alta precisdo (BUCK et al., 2015a). A principal vantagem no
uso deles estd no poder de superar as interferéncias de sinal de matrizes e outras

impurezas, permitindo desempenho superior na analise de composto com baixa massa
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molecular (m/z <500). Porém, a maior limitacdo para o uso desses equipamentos estd
relacionada ao seu alto custo. Sendo assim, o custo inferior associado a alta resolu¢ao do
TOF faz com que seja frequentemente utilizado desde os primeiros trabalhos sobre MS

até hoje (HAN et al, 2019).

Essa técnica ¢ capaz de visualizar e identificar diversos analitos, como drogas,
metabolitos, biomarcadores e proteinas em diferentes materiais, como se¢des ou laminas
de tecidos animais e tecidos ou células vegetais, preservando sua localizagdo espacial.
Para isso, segue um fluxo de trabalho bem definido com algumas etapas indispensaveis
para seu funcionamento adequado (BLANC et al., 2018; MACCARRONE et al., 2017;
MIKI et al., 2011a; RYAN; SPRAGGINS; CAPRIOLI, 2019; STURTEVANT; LEE;
CHAPMAN, 2016).

Uma grande area de aplicagdo da técnica ¢ no diagnodstico de cancer em
combinagdo com histopatologia (DJAMBAZOVA; VAN ARDENNE; SPRAGGINS,
2023). Seu uso na discriminagdo de regides patologicas de biopsias cancer em glandulas
salivares através perfis metabdlicos e lipidicos mostraram um aumento significativo de
glicerofosfolipidos nos tecidos tumorais e redugdo de esfingomielinas e os triacilglicerois

(SOMMELLA et al., 2022).

Na caracterizagdo das diferengas bioquimicas entre tecido canceroso, mucosa
adjacente e saudavel de cancer colorretal foi possivel observar assinaturas fosfolipidicas
caracteristicas do tecido tumoral e diferencas bioquimicas entre a mucosa saudavel e o
tecido saudavel adjacente ao tumor, este podendo ser considerado como metaplasia
(MIRNEZAMI et al., 2014). Esse tipo de estudo abre caminho para o uso de MALDI-

MSI em solugdes clinicas em tempo real.

A técnica também pode ser utilizada para outros tipos de diagndsticos clinicos,
como na identificagdo e visualizag¢do da distribuicdo espacial de metabolitos alterados na
doenga de Alzheimer, na localizacdo de neuropeptideos vinculados a doenca de
Parkinson, em peptideos expressos em lesdes cerebrais de esclerose multipla, no perfil
proteico associado a resposta inflamatoria durante a cicatrizagdo de queimaduras e para a
caracterizagdo da biodistribui¢do espacial de medicamentos (CHEN et al., 2022;

MANZANARES-MEZA; GUTIERREZ-ROMAN; MEDINA-CONTRERAS, 2017)

O MALDI-MSI também ¢ usado para avaliacao de tecidos vegetais. Sua aplicagao

na andlise da distribui¢do de metabolitos em morango com diferentes estagios de
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maturidade indicou que antocianinas sdo responsaveis pela cor dos morangos, ja que estao
em maior abundancia em morangos vermelhos e localizadas principalmente na periferia
da fruta (WANG et al., 2021). Métodos para mapear alteragdes lipidicas em cereais com
diferentes tempos de armazenamento foram desenvolvidos, no qual destacam a
importancia do protocolo de preparo da amostra na analise da classe de compostos
(ZHANG; ZHANG:; SHI, 2023). A técnica também tem sido adotada para a investigacao
de respostas a estresses abioticos e bidticos, mecanismos de defesa de plantas, relagdes
simbidticas e processos como fixagdo de nitrogénio e ciclagem de nutrientes

(BOUGHTON; THINAGARAN, 2018).

Melhorar a eficiéncia de ionizagdo pode contribuir para melhorias de sensibilidade
em MSI. Com essa finalidade, Soltwisch et al. introduziu a estratégia de posicionamento
do laser (LPI) na fonte MALDI convencional, que usa um laser ajustavel para iniciar
processos secundarios de ioniza¢do na fase gasosa, conhecida como MALDI-2. Este
método aumentou os rendimentos de ions de metabdlitos nos tecidos em até duas ordens

de grandeza (SOLTWISCH et al., 2015).

A comercializacido de MALDI-2 MSI juntamente com espectrometria de
mobilidade i6nica aprisionada (MALDI-2-TIMS-MSI) pode aumentar ainda mais a
identificacao molecular precisa e a sensibilidade, mostrando capacidades extraordinarias
em analises metabolomicas, sendo capaz de mapear a distribuigdo espacial de mais de 30
espécies diferentes de esterdis em um sistema simbiotico platelmintos—algas (BIEN et al.,

2021).

Estratégias para geragdo de imagem que abrangem mais de uma técnica sao
ferramentas importantes para complementar informacdes especificas de uma amostra. A
combinagdo de imagens por espectroscopia Raman e por MALDI-MSI foi utilizada na
avaliacdo de desenhos com marcador permanente e tecidos biologicos de camundongos
(figado, rim e cérebro), usando uma tnica amostra para as duas andlises, ja que Raman ¢

uma técnica ndo destrutiva (CHEN et al., 2023; YANG et al., 2023).

O MALDI convencional e 0 MALDI-2 também foram utilizado combinado com
espectrometria de mobilidade de ions aprisionados (TIMS — Trapped Ion Mobility
Spectrometry) em busca de aprimorar a sensibilidade e especificidade no imageamento
de lipideos e metabdlitos em esferdides tumorais (modelo in vitro) (CHEN et al., 2023).

Outra abordagem de geragdo de imagens integrada incluiu a microscopia de fluorescéncia
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e MALDI para monitorar in sifu a reacdao da trombina com seus potenciais inibidores em
um chip microfluidico de vidro ITO-PDMS. A integracdo de duas técnicas de detecgao
complementares pode melhorar a velocidade de analise, a eficiéncia, a sensibilidade e a

precisdo do método analitico (WANG et al., 2023).

Na tultima década, a lipidomica ganhou atencdo consideravel. Devido a sua
sensibilidade e versatilidade incompardvel, a espectrometria de massas (MS) emergiu
como ferramenta identificagdo e deteccao de lipidios. Imagens de MALDI com laser em
modo de transmissdo (t-MALDI) podem fornecer informagdes moleculares com um
tamanho de pixel menor que 1 um, o que torna este método interessante na caracterizagao

quimica de tecidos e células em um nivel (sub)celular (NIEHAUS et al., 2019).

O uso de pos-ionizacao induzida por laser no modo de transmissao (t-MALDI-2)
foi adaptado a um analisador de massa Orbitrap, aumentando de forma relevante a
sensibilidade e precisao na visualizando de fosfolipidios e glicolipidios no cérebro de
camundongos, alcangando um tamanho de pixel de 600 nm, ¢ aplicado também para
analise de célula unica (NIEHAUS et al., 2019). Para diferenciar isomeros posicionais de
ligacdo dupla C=C na distribuicao de fosfo- e glicolipideos, um processo de derivagdao
Paternd — Biichi foi aplicado em se¢des de tecido, que foram analisados por MALDI-2
com fragmentagdo por dissocia¢do induzida por colisdo (CID) no tecido cerebral de

camundongo (BEDNARIK et al., 2018).

Experimentos de fragmentacdo, conhecidos por MALDI-MS/MS, ou TOF/TOF
no caso do analisador por tempo de voo, podem ser realizados de modos distintos, como
o decaimento pds-fonte (PSD), a dissociagcdo induzida por laser (LID) e a dissociacao
induzida por colisdo (CID). O desejo de superar as desvantagens do PSD e de utilizar o
LID em todo o seu potencial desencadeou o desenvolvimento do LIFT-TOF/TOF
(SUCKAU et al., 2003), cujo esquema de funcionamento esta representado na Figura 6.
No modo LIFT, a energia cinética do ion precursor ¢ dos fragmentos ¢ aumentada
imediatamente apds a fragmentacao e os fragmentos metaestaveis sao reacelerados para
minimizar a propagacao de energia, possibilitando sua chegada ao detector em diferentes
tempos de voo. Assim, todos os fragmentos sdo detectados (DAVE et al., 2011).
Geralmente, a técnica de LIFT ¢ utilizada combinac¢ao com outra técnica de identificagao

de compostos, como HPLC-MS ou GC-MS.
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Figura 6. Esquema de funcionamento do LIFT em MALDI-TOF/TOF. Fonte: Autoria

propria. Fonte: Autoria propria.

MALDI-LIFT-MS/MS foi aplicado para identificagdo de proteinas em cristalino
do olho humano através do perfil de fragmentacao e comparagdo com biblioteca de dados.
As proteinas identificadas por foram confirmadas por LC-MS/MS, apesar do namero total
de proteinas identificadas por essa abordagem ser maior (RONCI et al., 2011). A analise
de isomeros de fulerenos de gaiola aberta foi realizada utilizando grafite como matriz,
revelando diferentes vias de fragmentagao usando LIFT e permitindo a diferenciacao dos

isomeros (NYE et al., 2019).
2.5.1. Fluxo de trabalho

O fluxo de trabalho em MALDI-MSI consiste nas seguintes etapas: preparo de
amostra, que inclui a coleta, fixagdo, limpeza, corte dos tecidos; escolha e deposicao da
matriz; aquisi¢ao dos dados; analises dos dados. A obtengdo de resultados confiaveis e

reprodutiveis estd diretamente relacionada a boa execu¢do do método analitico, portanto
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devem ser tomados uma série de cuidados durante todo o processo, desde a coleta das

amostras até o tratamento dos dados obtidos (BRUKER, 2022).

COLETA CORTE DEPOSICAOQ ANALISE
DA MATRIZ

Parametros
instrumentais

Armazenamento e fixagao OCHy  SA

* ) Deposigdo homogénea . Tratamento de dados
[] : g

Congelamento
Procedimentos in situ

O
2,

Fixacdo em Sy
parafina %

Figura 7. Fluxo de trabalho basico para experimentos de imageamento por MALDI.

Fonte: Autoria propria.

A coleta das amostras deve ser realizada com cautela para que a integridade na
localizagdo espacial das moléculas seja mantida. Para evitar a deformagao e degradagao
das amostras, o congelamento instantaneo ¢ altamente aconselhdvel. Uma alternativa ao
congelamento ¢ embeber o tecido em parafina e fixar com formalina como foi demostrado
por Buck (2015), porém esse processo de incorporacdo e posterior remog¢ao da parafina

utilizando solventes pode remover lipidios na amostra (BUCK et al., 2015a).

Depois realiza-se o corte do tecido, para o qual equipamentos como microtomos
e criostatos sdo amplamente utilizados. Realizar essa etapa a baixa previne a

deslocalizagdo dos analitos na amostra quando o corte é efetuado.

Em alguns casos pode haver problemas com contaminacdo, que podem ser
solucionados adicionando uma etapa de limpeza previamente ao corte. Um exemplo ¢ a
analise de drogas em fios de cabelo, na qual principal limitagdo é a contaminacao devido
a exposi¢dao externa, medicamentos, contaminacdo laboratorial, entre outros fatores.

Apenas o corte da amostra ¢ insuficiente para evitar a contaminacdo externa, pois esta
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pode estar em qualquer nivel e, portanto, deve-se inferir uma metodologia de limpeza

com eficiéncia comprovada (BOUSCHEN et al., 2010).

Apos o corte, a amostra deve ser aderida em uma lamina condutora antes da
aplicacdo da matriz. As laminas geralmente utilizadas em MALDI-MSI sdo laminas de
vidro revestidas com 6xido de indio-estanho (ITO) que fornece uma superficie condutora.
Outros parametros fundamentais sdo a escolha da matriz e sua deposi¢ao. Geralmente, a
intensidade dos sinais de ions e a resoluc@o espacial ¢ fortemente influenciada por esses
parametros ja que a deposicao da matriz determina a distribui¢ao e o tamanho dos cristais

da matriz (CAPRIOLI; FARMER; GILE, 1997).

Para ser considerada ideal para imageamento por MALDI, uma matriz deve
atender duas condicdes basicas: Permitir uma aplicagdo homogénea e ser totalmente
estavel em véacuo por um longo periodo. As matrizes organicas polares e 4cidas mais
comumente utilizadas no modo positivo de ions sdo a acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(CHCA) e acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), ja no modo negativo de ions a 9-
Aminoacridina ¢ amplamente aplicada (RZAGALINSKI; VOLMER, 2017).

Diferentes matrizes tém sido estudadas com diferentes finalidades, considerando
também a implantacdo de novas classes de compostos, como o grafeno, 6xido de grafeno,
nanoparticulas de metal e 6xidos metalicos, ou liquidos i0nicos, polimeros e matrizes
organicas e hibridas organico-inorganicas (RZAGALINSKI; VOLMER, 2017;
FRIESEN,2015; GUAN, 2018; KOSYAKOV, 2018).

A heterogeneidade na cristalizagdo ou diferencas na espessura da camada de
matriz podem gerar informacgdes erroneas. Muitos métodos foram estudados e
desenvolvidos para a otimizagdao do processo de revestimento com matriz e, atualmente,
existem equipamentos comerciais especializados em efetuar a deposi¢do de forma
homogénea, como o instrumento ImagePrep™ (Bruker) e o TM-Sprayer™ (HTX
Tecnologies). A comparagdo entre métodos de baixo custo e aqueles disponiveis
comercialmente mostra que mesmo instrumentos muito simples possuem capacidade de
serem utilizados para a deposicdo de matrizes homogéneas quando o acesso aos

equipamentos comerciais ndo ¢ possivel (HUANG et al, 2018)

Os parametros para a aquisicao de dados, como configuracao de foco do laser,
intensidade, comprimento de onda, taxa de repeticdo, largura de varredura, taxa de

repeticao por pixel, modo de ion (positivo ou negativo), tensdo do refletor, potencial de
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aceleracgdo, além de calibracao de massa externa, devem ser configurados para a aquisi¢ao
de imagens. O tratamento dos dados ¢ realizado em softwares especificos para MSI.
Atualmente, existem varios pacotes de softwares comerciais ou de codigo aberto
disponiveis para analisar esses dados, em formatos online ou offline, como MSiReader,
mslQuant, SpectralAnalysis, FlexImaging, SCiLS e Cardinal (RZAGALINSKI et al.,
2018).

2.5.2. MALDI-MSI em amostras capilares

O primeiro emprego de MALDI-MSI em amostras capilares foi realizado por Miki
(2011) para determinar a incorporacdo de metanfetamina (MIKI et al, 2011). O
monitoramento da distribui¢do de drogas e medicamentos continua sendo maior aplicagcdo
de MALDI-MSI em amostras de cabelo. A maioria das drogas tem alta afinidade com a
melanina, portanto acredita-se que a deposicao de drogas in vivo ocorra principalmente
no cortex ¢ na medula (KAMATA et al., 2015). Isso também significa que a coloracao
do cabelo ¢ importante para a analise de drogas, assim como para medicamentos, que
foram citados como encontrados em concentragdo significativamente menor em cabelos
descoloridos. Uma revisao recente, realizada por Ueki (2022), discorre amplamente sobre
o uso de MSI para visualizagdo de medicamentos em amostras capilares (UEKI;

FUKUSAKI; SHIMMA, 2022).

A anadlise de canabindides demonstrou a aplicabilidade da técnica na detecgdo de
A9-tetrahidrocanabinol (THC) em pequenas quantidades de amostra, (BEASLEY;
FRANCESE; BASSINDALE, 2016) mesmo o THC sendo uma molécula fenoélica, que ¢
incorporada ao cabelo em uma extensao menor do que drogas de carater basico (UNITED

NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2014).

A deteccdo de metanfetamina incorporada no cabelo foi possivel até em
nanogramas por miligrama e apresentou boa correlagdo semiquantitativa com os
resultados obtidos por HPLC-MS/MS, sendo possivel a quantificacdo desse composto.
(WANG; WANG, 2017) Cocaina e seus metabodlitos também foram identificados e
quantificados (FLINDERS et al., 2017b).
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Uma vantagem interessante em se utilizar MALDI-MSI para analise capilar
consiste no fornecimento de informagdes cronoldgicas visuais e precisas de compostos
ingeridos por via oral, geralmente em dias e até em horas, ja que a resolugdo espacial ao
longo do comprimento do cabelo pode ser determinada em relacdo ao tempo de
crescimento do fio de cabelo, pois um pixe/ de 150 um equivale a aproximadamente 11 h
de crescimento. Geralmente os menores tamanhos de pixel que podem ser obtidos entre
5 e 10 pm, que correspondem a um tempo de crescimento do fio de entre 20 e 45 min.
Além disso, menores quantidades de amostras sao necessarias € suas preparagdes sao mais

simples e rapidas (FLINDERS; BASSINDALE; HEEREN, 2019).

Ao analisar zolpidem em amostras capilares, Shima (2017) concluiu que a técnica
de MSI pode distinguir entre ingestdes Unicas, ocasionais € multiplas pela detec¢do de
areas com alta concentracdo. Entdo, além do uso da técnica de MSI em hastes capilares
com a finalidade de detectar uso de drogas, ela pode ser aplicada para fins clinicos, como
avaliacdo da absor¢do de medicamentos e produtos quimicos, ou mesmo detectar
variacoes do organismo devido a ingestdo ou uso de determinadas substancias (SHIMA

etal., 2017).

No caso da analise da haste capilar, o preparo da amostra consiste basicamente em
uma limpeza prévia do fio para retirada de produtos depositados na superficie, o
seccionamento, fixa¢cdo na lamina especifica para o equipamento utilizado e deposicado da
matriz. Diversos autores relatam sensibilidade muito baixa quando ¢ utilizado o cabelo
intacto, refor¢ando a necessidade de se efetuar um corte longitudinal no fio de cabelo
(NAKANISHI; NIRASAWA; TAKUBO, 2014; SHEN et al., 2014; WANG; WANG,
2017).

Até o presente trabalho, ndo havia registros sobre andlise da incorporagdo de
cosméticos e 6leos vegetais em fibras capilares por MALDI-TOF-MSI. Portanto, esse
trabalho se prop0s a explorar essa aplicagdo da técnica, representando um avango pioneiro
e destacando a importancia de compreender os processos de incorporagdo de substancias
em fibras capilares. Esse conhecimento pode trazer detalhes valiosos para testes de
eficacia de cosméticos, contribuindo para o desenvolvimento de novas formulagdes

cosméticas, visando melhorar a saude e a estética capilar.
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2.5.3. Preparo das amostras

2.5.3.1. Lavagem dos fios

A lavagem prévia dos fios tem como proposito evitar contaminagdes externas,
como suor, lipidios, residuos de produtos cosméticos e até mesmo drogas ou
medicamentos. Sendo assim, ¢ uma etapa imprescindivel quando se utiliza cabelo como

matriz bioldgica, principalmente em analises semiquantitativas.

Diversos protocolos de lavagem e procedimentos de descontaminagdo foram
publicados ao longo dos anos e suas limitagdes e eficacia foram recentemente revisadas
(BACIU et al., 2015; ERNE et al., 2019; MANTINIEKS et al., 2018). Os resultados
variam entre os diversos procedimentos de descontaminacao investigados e, para analise
de drogas, ¢ dificil provar que o composto depositado externamente tenha sido totalmente
eliminado (TSANACLIS; ANDRAUS; WICKS, 2018). A interpretagdo dos resultados
torna-se ainda mais dificil quando se considera as influéncias externas de xampus,
procedimentos de tintura e descoloragdo e até os efeitos da exposicao luz solar e altas

temperaturas (ERNE et al., 2019).

Segundo a Society of Hair Testing (SoHT), apenas o corte ndo elimina a
contaminagdo externa ja que ela pode ocorrer em qualquer nivel do fio, sendo assim a
descontaminagdo geralmente deve incluir pelo menos um solvente orgénico inicial para

remover 0Oleos, seguido de lavagens aquosas (SOCIETY OF HAIR TESTING, 1997).

Protocolo de lavagem publicado por Cairns (2004) € aplicado em 12 mg de cabelo,
que devem ser lavados por 15 min com 2 mL de isopropanol sob agitagcdo vigorosa (900
rpm) em tubo Eppendorf, seguido de duas lavagens com 2 mL de tampao fosfato com
0,01% de albumina de soro bovino (BSA), pH 6, por 30 min a 37 °C com agitacao
vigorosa, seguida de duas lavagens por 60 min com a solugdo tampao (CAIRNS et al.,

2004).

Cuypers (2016) avaliou lavagens com 5 mL de diclorometano, isopropanol,
acetonitrila, diclorometano/agua e metanol/agua por 1 min em ultrassom para
descontamina¢do de cocaina. Apenas a lavagem com metanol demostrou menores

concentragdes de cocaina na parte externa do fio sem, e o teste de lavagem final com
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agua, como indica a SoHT, ndo apresentou diferengas significativas com relacdo as

amostras nao lavadas (CUYPERS et al., 2016).

A UNODC cita dois protocolos de descontamina¢do: um com solvente aquoso e
outro com solvente organico. O primeiro ¢ composto por uma lavagem com 10 mL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% em agua (m/v) durante 3 min, seguido por duas
limpezas com 10 mL de agua por 3 min, uma com 10 mL de acetona por 3 min e secagem
abaixo de 60 °C durante 30 min para aproximadamente 100 mg de cabelo (UNITED
NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2014).

O segundo, para a mesma quantidade de cabelo, recomenda duas lavagens por 2
min em 5 mL de diclorometano, com uma etapa de secagem com papel absorvente entre
as duas lavagens (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2014).
Flinders et al. usa apenas uma lavagem com 10 mL de diclorometano para um tnico fio

com agitagdo durante 1 min. (FLINDERS et al., 2017a).

O protocolo de lavagem publicado por Erne et al. consiste em 10 lavagens com 5
mL de metanol durante 2 min em ultrassom, seguido por uma lavagem prolongada
durante 18 h em 5 mL de metanol em um novo tubo Eppendorf. Ao final, os cabelos sao
lavados trés vezes por adigdo, agitagdo e descarte de 2 mL de metanol (ERNE et al.,

2019).

2.5.4. Corte longitudinal

Embora a anélise de amostras de cabelo intactas tenha sido demonstrada por
MALDI-MSI, uma das questdes levantadas ¢ a eficiéncia da ionizacdo dos compostos
incorporados ao nucleo da haste capilar uma vez que diversos compostos absorvidos sao
aprisionados principalmente no cortex. Portanto, a realizagdo de se¢oes longitudinais foi
proposta como solugdo para resolver este problema, fator que também proporciona uma
melhor deposicdo da matriz devido a parte interna dos cabelos ser mais porosa que a

superficie (KAMATA et al., 2015).

Para MSI, ¢ necessario que haja a padronizagdo das sec¢des de tecido, pois
influencia diretamente a qualidade dos resultados obtidos, portanto o corte deve ser

realizado de forma precisa, gerando uma superficie uniforme. O tipo de corte mais

44



comumente utilizado em MSI ¢ a sec¢ao de tecidos congelados, mas existem alternativas
(PIETROWSKA et al.,, 2016). Diferentes métodos de exposicdo do cortex e
seccionamento serao discutidos nesse topico, como a raspagem, o corte manual, o corte

com micrétomo € o corte em criostatos.

2.54.1. Raspagem

A raspagem dos fios com uma lamina ¢ um método simples para expor o cortex
capilar. Ele consiste em apoiar os fios em uma placa e usar a ponta de uma lamina,
mantida a um pouco menos de 90° em relagdo a placa, e raspar a espessura do cabelo até

a profundidade desejada (Figura 8).

Lamina
\ Fio de cabelo
Suporte
/

Figura 8. Raspagem do fio de cabelo para sec¢do longitudinal utilizando uma lamina

perpendicular. Fonte: Autoria propria.

Shen (2004) testou o uso de bisturi para raspar o fio do cabelo longitudinalmente,
no entanto observou que esse procedimento nao era muito eficiente ja que deixava a

superficie do fio nao uniforme (SHEN et al., 2014).

Kempson (2012) cita que a regido do cortex permanece razoavelmente plana,
porém a cuticula ¢ significativamente danificada durante o procedimento. Além disso,
durante o processo pode haver contaminag¢ao ou deslocalizacao dos analitos (KEMPSON;
KIRKBRIDE, 2002). Apesar de ser o mais simples e mais facil de implementar para fios
muito curtos (alguns milimetros), ¢ o método que traz maiores desvantagens e ndo pode

ser considerado um método adequado para MSI (KEMPSON; KIRKBRIDE, 2002).
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2.54.2. Corte Manual

Outra forma de expor o cortex € realizar o corte do fio ao longo de seu
comprimento. Isso pode ser realizado de forma manual, utilizando uma lamina ¢ um

suporte que permita a fixagao do fio de cabelo (Figura 9).

Lamina

Fio de cabelo

Suporte

— e

Figura 9. Corte longitudinal do fio de cabelo utilizando uma lamina inclinada. Fonte:

Autoria propria.

Um método de corte longitudinal utilizando um aparato metalico foi citado
primeiramente por Kempson (2002), que confirma que esse método retem a estrutura
cuticular muito melhor do que o método de raspagem. A ideia € prender o fio com uma
fita adesiva na lateral de um bloco metalico e posiciona-lo dentro de uma ranhura presente
no bloco, passando a lamina e seccionando o fio com a mesma espessura da altura da

ranhura (Figura 10).

Tanto amostras de cabelo cacheado quanto liso podem ser cortadas pois a lamina,
quando corretamente posicionada, segura o fio de cabelo na ranhura efetua o corte ao
longo do comprimento. (KEMPSON; KIRKBRIDE, 2002) Uma analise posterior que
usou 0 mesmo aparato constatou que este permite um corte longitudinal apropriado
aparentando danos minimos a amostra, além de terem se mostrado reprodutiveis

(FLINDERS et al., 2015).
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Lamina

\ Cabelo

Fita adesiva

Figura 10. Esquema de corte longitudinal de fios de cabelo utilizando um bloco metalico

com ranhuras. Fonte: Autoria propria.

2.5.4.3. Corte com Microtomo

Para o corte em microtomo geralmente as amostras sdo fixadas em formalina e
embebidas em parafina (FFPE). Esse tipo de corte, realizado em temperatura ambiente, ¢
uma alternativa ao uso de tecidos frescos congelados, ja que essa técnica nem sempre esta
disponivel. As amostras FFPE sofrem processos de degradacao tecidual limitados e sdo

usadas rotineiramente em diagnosticos clinicos e pesquisas (HERMANN et al., 2020).

Amostras FFPE eram considerados incompativeis com MALDI-MSI devido a
baixa acessibilidade de proteinas pela forte reticulagdo com o formaldeido. No entanto,
essa limitagdo foi superada pela recuperagdo antigénica adequada que reverte a

reticulagcdo de proteinas (PIETROWSKA et al., 2016).

A presenca de parafina durante a analise por MALDI pode gerar problemas de
supressdao de ions. Portanto, ¢ necessario um processo de retirada da parafina muito
cuidadoso, no qual geralmente se utiliza xileno. A remocao da parafina ¢ uma etapa
critica, pois durante esse processo existe o risco de ocorrer a modificagdo ou remocao dos
componentes enddgenos como proteinas, peptideos e substancias de baixa massa
molecular, principalmente no caso de compostos sensiveis a solventes organicos, como

os lipidios (HERMANN et al., 2020; PIETROWSKA et al., 2016).

Apesar dessas desvantagens, amostras FFPE ja foram usadas com sucesso para

imagens de peptideos/proteinas (CASADONTE et al., 2014; DE SIO et al., 2015;
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O’ROURKE; DJORDJEVIC; PADULA, 2015) e de metabdlitos resistentes a solventes
especificos (BUCK et al.,, 2015b). Uma pesquisa recente também mostrou tecidos
preservados por fixagdo em formalina e processados por inclusao em parafina ndo
apresentam grandes alteracdes de lipidios e peptideos em comparagdo com amostras de
tecido congeladas (PIETROWSKA et al., 2016). Métodos foram desenvolvidos para
analisar lipidios em tecidos FFPE, demonstrando que esse método de preparo de amostras

pode ser aplicado para analises lipidomicas (DENTI et al., 2021).

2.5.4.4. Corte com Criostato

O congelamento rapido usando nitrogénio liquido no momento de coleta da
amostra ¢ o método geralmente empregado para tecidos animais, apesar de poder causar
rachaduras no tecido pelo resfriamento abrupto de partes da amostra. Com a amostra
armazenada congelada, o corte mais comumente empregado utiliza um criostato. Para
isso, a amostra deve ser disposta no equipamento posi¢ao correta e utiliza-se laminas para
efetuar o corte. A amostra geralmente ¢ aderida a algum material para efetuar o corte,
como carboximetilcelulose. E o método relatado como sendo o mais uniforme para

diversas amostras (COLE, 2017Db).

Apesar de ser o mais indicado para andlises de MSI, muitas vezes ndo esta
disponivel proximo ao local de coleta das amostras, o que pode se tornar um problema ja
que, principalmente em tecidos animais, ¢ importante que a amostra seja rapidamente
resfriada e mantida a —80 °C para conservar os componentes de interesse, portanto o
transporte da amostra deve ser realizado com cautela para nao haver influéncias negativas
nos resultados. Como o cabelo ¢ uma matriz estavel, a necessidade de rapida conservagao

a baixas temperaturas depende da estabilidade do analito de interesse.

2.6. Caracterizacio de oleos vegetais

Devido ao interesse das industrias cosmética € farmacéutica em utilizar 6leos

vegetais, a caracterizacdo de seus componentes ¢ importante para as diversas aplicacdes.
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Diferentes ferramentas analiticas podem ser utilizadas para avalias a composi¢do quimica

e as propriedades (ANTONIOSI FILHO, N. R., 1999).

A composicao de acidos graxos influéncia nos valores nutricionais ¢ em
caracteristicas especificas dos 6leos. Técnicas amplamente usadas com a finalidade de
identificar a composicao de acidos graxos ¢ o0 GC-MS, que pode ser combinado com GC-
FID para a quantificacao. Para isso, geralmente os acidos graxos sao convertidos em seus
ésteres metilicos correspondentes em um processo de transesterificacio (FERREIRA et

al., 2019).

A caracterizagao do perfil lipidico em termos da composi¢ao de TAG ¢ importante
para a tipificagdo, controle de qualidade e triagem de adulteracdo e contaminagao desses
0leos. Perfis de TAG de coco foram analisados por HPLC acoplada a detecc¢ao por indice
de refracdo (HPLC-RI) e por GC acoplado a deteccao de ionizagao por chama (GC-FID).
Um estudo permitiu a diferenciagdo de variedades de coco baseado em seu perfil lipidico,
com a caracterizacao baseada na infusao direta utilizando ionizagao por eletrospray (ESI-
MS), sem separagao prévia, o que pode auxiliar no direcionamento de plantagdes de coco
para fins especificos, dependendo da caracteristica que se busca (FERREIRA et al.,

2019).

A ESI ¢ considerada branda, o que simplifica o espectro de massas de misturas
complexas em comparacdo com técnicas de ionizagdo mais fortes, 0 que tornou comum
o uso desse tipo de ionizacdo em analises diretas de misturas sem separagao

cromatografica (TONIN et al., 2017).

A supressao quase completa da dissociagdo de ions durante o ESI poderia levar a
uma relacao de um ion por analito, porém, para algumas misturas complexas a ionizagao
¢ capaz de formar varios tipos de ions a partir do mesmo analito, o que reduz a
sensibilidade e aumenta a complexidade do espectro. No modo positivo, uma molécula
poderia ser detectada como [M+H]*, [M+NH4]*, [M+Na]*, [M+K]" e/ou [M-H+2Na]".
Para o modo negativo felizmente esse efeito ¢ menos comum, gerando
predominantemente ions como [M-H]~, embora [M+Cl] ~ também pode ocorrer (TONIN

etal., 2017).

Uma alternativa para resolver essa dificuldade ¢ sequestrar da solugdo os

principais cations metalicos. Eteres coroa podem ser utilizados com esse proposito, uma
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vez que sdo conhecidos por serem sequestradores eficientes dos ions Na* e K*(TONIN et

al., 2017).

3. Materiais e Métodos

3.1. Coleta e armazenamento

As amostras de cabelo (Figura 11) foram fornecidas pela empresa Katléia Lab
Ltda - Centro Avangado de Diagnostico Capilar (Sdo Carlos, Brasil) como parte de um
projeto PIPE (FAPESP — SEBRAE), intitulado: Cosméticos Personalizados “Sob
Medida: Do diagnostico ao tratamento. Elas foram armazenadas a temperatura ambiente
até o tratamento. Foram fornecidas 4 mechas de fibras lisas e descoloridas, 4 mechas de
fibras lisas e naturais (sem processo de descoloracao) e 4 mechas de fibras cacheadas e

descoloridas.

A) Lisos e B) Lisos e C) Cacheados e
descoloridos naturais : descoloridos

o 1 g

Figura 11. Mechas de cabelo compostas por: A) Fios lisos e descoloridos; B) Fios lisos

e naturais e C) Fios cacheados e descoloridos. Fonte: Autoria propria.
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3.2. Limpeza e tratamento

3.2.1. Procedimentos de limpeza

Diversos procedimentos de limpeza para andlise de drogas em cabelo estdo
reportados na literatura e descritos acima, no item 2.5.3. Os procedimentos que obtiveram
resultados satisfatorios no trabalho desenvolvido por Erne et al. (2019), ou seja, foram

efetivos na limpeza externa dos fios, foram avaliados nesse trabalho.

O primeiro protocolo, recomendado pela UNODC (United Nations Olffice on
Drugs and Crime), consistiu em duas lavagens por 2 min em 5 mL de diclorometano
(estabilizado com amileno PA-ACS-ISO, Panreac), em cerca de 10 fios de cabelo, com

auxilio de um tubo eppendorf e secagem apds cada lavagem utilizando jato de nitrogénio.

O segundo protocolo, idealizado por Erne et al., consistiu em 10 lavagens com 5
mL de metanol (grau HPLC, Merk) em ultrassom por 2 min, seguido por uma lavagem
longa durante 18 h em 5 mL de metanol e mais 3 lavagens com 2 mL de metanol (MeOH)
seguidas de descarte imediato. Foram testadas variagdes desse protocolo com numeros

variados de lavagem para verificar a efetividade, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolos testados de lavagem dos fios com MeOH. Fonte: Autor, 2021.

Numero de lavagens curtas Lavagem longa com
com 5 mL MeOH (2 min) 5 mL MeOH
10 lavagens em ultrassom 18 h
5 lavagens em ultrassom 18 h
10 lavagens em ultrassom ndo
5 lavagens em ultrassom nao
5 lavagens em repouso nao

Outro procedimento avaliado foi a lavagem com lauril éter sulfato de sodio
(LESS), um surfactante primario muito utilizado em sistemas de limpeza, como
shampoos e sabonetes liquidos, e muito utilizado na cosmetologia. Nesse caso, mechas

de cabelo entre 1 e 3 g sdo lavadas com solugdo a 10% de LESS e esfregadas com os
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dedos durante 1 min, enxaguadas com agua corrente em abundancia durante 1 min,

passam por um ultimo enxague com agua ultrapura e sao secas em ambiente padronizado

a22 °Cpor24h.

3.2.2. Tratamento com oleos

O tratamento foi realizado em mechas de cabelo virgens e em mechas de cabelo
descolorido. Para a descoloracdo, mechas cabelo virgem foram submetidas ao processo
de descoloragao oxidativa com um descolorante a base de perdxido de hidrogénio,
seguindo-se as orientagdes de uso do fabricante. As amostras ja foram obtidas apos a

realizagao desse procedimento.

Mechas virgens e descoloridas, medindo aproximadamente 20 cm e pesando entre
1 e 3 g, foram lavadas com uma solu¢do de lauril éter sulfato de s6dio (LESS) 10%
durante 1 min e enxaguadas em agua corrente. Esse processo foi repetido duas vezes.

ApoOs a lavagem as mechas foram secas em ambiente padronizado a 22 °C por 24 h.

Apds a secagem, as mechas foram submetidas ao tratamento com trés o6leos
vegetais: 6leo de argan, 6leo de coco e dleo 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 28 °C por 24 h. Em seguida, cada
mecha foi lavada duas vezes com solu¢do de LESS 10%, enxaguadas com 4gua corrente
em abundancia, finalizadas com um enxague com agua ultrapura e deixadas para secagem
em ambiente controlado (24 °C) por 24 h. As mechas que ndo passaram pelo tratamento

também foram submetidas ao processo de limpeza.

52



3.3. Desenvolvimento da metodologia de corte

3.3.1. Corte em criostato

Realizou-se a tentativa do corte longitudinal em um criostato, seguindo o
procedimento citado por Kamata (2015), que consistiu na fixagdo dos fios na lamina de
vidro utilizando fita dupla face e congelamento de uma camada de agua sobre os fios.
(KAMATA et al., 2015). O equipamento utilizado foi um criostato Leica, modelo CM
1850.

O equipamento nao possui suporte para laminas de vidro, portanto o corte com os
fios ja depositados sobre as laminas nao foi efetivo. Sendo assim, foram testadas outras
formar de corta-los: fixando-os em gel de agarose com posterior congelamento, fixando-
os em gelatina com congelamento e fixando-os em Tissue-Tek® O.C.T. Compound
(Sakura), um composto formado por glicois e resinas transparentes muito utilizado na

histologia para incorporar tecidos e realizar o seccionamento em criostato.

3.3.2. Corte em micrétomo

Como o corte em criostato nao foi efetivo, avaliou-se o corte em micréotomo. Para
1sso, inicialmente as fibras capilares foram fixadas em parafina. Diversas tentativas foram
realizadas com o proposito de manter os fios alinhados: fixar os fios diretamente em
parafina; posicionar os fios sobre um gel de agarose 10% e fixa-los em parafina, jogando-

a sobre o gel; posicionar os fios sobre gelatina fixa-los em parafina.

3.3.3. Corte manual

Um aparato foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, baseado em um
aparato criado por Kempson (2002), com o objetivo de cortar os fios de cabelo

previamente colados na ldmina ITO com fita dupla face (Figura 12). Ele foi impresso em
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3D utilizando ABS (acrilonitrila butadieno estireno) cinza e em acrilico utilizando a
cortadora a laser Kawai modelo KW600. A parte superior (Fig. 12a) ¢ utilizada para fixar
a lamina utilizada no micrétomo e a parte inferior ¢ utilizada para fixar a ldmina ITO

contendo os fios, que foi produzida em ABS (Fig. 12b) e em acrilico (Fig. 12¢).

Figura 12. Instrumento produzido para corte dos fios de cabelo previamente fixados na
lamina ITO: a) Pega superior impressa em 3D, usada para fixar a ldmina metalica do
micrétomo; b) Peca inferior impressa em 3D com area de encaixe para a lamina ITO; c)
Peca inferior produzida em acrilico com éarea de encaixe para a lamina ITO. Fonte:

Autoria propria.

Um outro aparato metalico para corte longitudinal das amostras foi desenvolvido
(Figura 13), baseado no processo descrito por Kempson (2002), 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 (Fig. 13a, separados e 13b, montado); a segunda ¢
composta por um bloco de aluminio com ranhuras entre 40 e 50 um, no qual os cabelos
sdo posicionados e presos na lateral com fita adesiva (Fig. 13¢). O esquema do corte ¢

apresentado na Fig. 13d (KEMPSON; KIRKBRIDE, 2002).

54



Cabelo
M
/ Corte longitudinal

Figura 13. Aparato para corte longitudinal dos fios de cabelo. a) Pegas do suporte de
fixacdo da lamina de micré6tomo com angulo de 20°; b) Aparato montado com a lamina
fixa; ¢) Bloco de aluminio com ranhuras de 40 e 50 pm. d) Esquema do corte longitudinal

do fio de cabelo.

3.4. Fixacao e deposicdo da matriz

Os fios de cabelo devem ser fixados em laminas de vidro com revestimento
condutivo ITO (6xido de indio e estanho) (Bruker Daltonics) para posterior anélise por
MALDI-TOF. Dois métodos de fixagao foram testados e estdo ilustrados na Figura 14:
o primeiro com auxilio de fita dupla face sob toda a extensdo dos fios, como mostra o
esquema da Fig. 14a; o segundo colando a fita apenas sobre as extremidades dos fios, que
pode ser usado como alternativa quando nao ha necessidade de avaliar o bulbo do cabelo

(Fig. 14b). As fitas usadas para fixacdo serdo citadas a frente, no item 3.8.
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Figura 14. Esquema da fixacdo dos fios na lamina ITO com a) fita dupla face sob os fios

e b) fita de face simples sobre extremidades dos fios. Fonte: Autoria propria.

A matriz conhecida como DHB (acido 2,5-dihidroxibenzoico) e a matriz HCCA
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico) foram depositadas sobre os fios utilizando o
equipamento TM-Sprayer™ (HTX Tecnologies) em diferentes concentracdes e
proporgoes, todas em solu¢do acetonitrila 1:1 acidificada com 0,1% de 4&cido

trifluoracético (v/v).
3.5. Analises dos 6leos por GC-FID e GC-MS

A fim de compreender a composi¢do dos dleos utilizados no trabalho, eles foram
submetidos a analise por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama
(GC-FID) e GC-MS. Para isso foi utilizado o cromatografo a gas GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu, Japdo) e uma coluna capilar DB-225-MS (50% cianopropil-fenil—
metil(poli)siloxano; 15 m % 0.25 mm d.i. x 0.25um de espessura do filme; Agilent
Technologies, USA), amplamente usada para separacdo de ésteres metilicos de acidos

graxos (FAME:s).

Os 6leos passaram pelo procedimento de transesterificacdo, a fim de possibilitar
a volatilidade dos acidos graxos, bem como suas identificacdes e quantificagdes. Foi

utilizado um padrdo contendo 37 FAMEs (CRM47885; Supelco, Sigma—Aldrich, EUA)

para quantificacao dos acidos graxos.

Para o procedimento de transesterificacao, 200 pL de padrao interno C19:0 com

concentragdo de 1.000 mg L~! de hexano foi adicionado a 5 mg de 6leo, seguido pela
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adigdo de 50 pL de KOH 2 mol L' solubilizado em metanol-hidroxido de potéssio
metandlico (KOH-MeOH) e submetido a agitagdo em vortex por 30 s. O sobrenadante
formado foi transferido para um microtubo tipo Eppendorf® contendo um cristal de
NaxSO4 anidro (agente secante). O microtubo foi centrifugado a 10.000 rpm durante 10
min a temperatura ambiente. Apos a centrifugagao, cerca de 100 uL da fase superior foi
transferida para frascos com septo de teflon e levados para analise. Cada amostra e padrao
foram analisados por GC-FID em triplicata e os acidos graxos foram confirmados pela

analise em GC-MS.

3.6. Analises dos dleos por ESI-MS

As amostras foram preparadas na concentra¢do de 0,05 mg mL~' dos 6leos em
metanol (50 ppm) com 3,5 - 10 mg mL~! de éter 18-coroa-6 (3,5 ppm) e 0,3% de acido
trifluoroacético (TFA).

As solugdes dos oleos de argan, abacate e coco foram analisados por inje¢do
direta, com auxilio de uma seringa, no espectrometro de massas ion trap linear LTQ XL™
(Thermo Fisher, EUA) equipado com um ESI, no modo positivo de ions. As condi¢des
de analise foram: vazao do gas 10 u.a., voltagem do capilar 3,99 V, temperatura da fonte
39 °C e voltagem das lentes 85 V. O espectro foi obtido na regido de m/z entre 50 e 2000.
Os espectros foram processados no software Xcalibur™ (Thermo Fisher, EUA). Também
foi realizada a fragmentac¢ao de ions selecionados por ESI-MS/MS com fragmentagao por

CID, visando identificar compostos de interesse para os tratamentos capilares.
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3.7. Analises por MALDI-TOF-MS

As andlises por MALDI-TOF foram realizadas no espectrometro de massas
Autoflex maX® (Bruker Daltonics), que utiliza o laser smartbeam-11, com poténcia de
laser em 90%, diametro do foco em 20 um e taxa de repeti¢ao em 2.000 Hz. Os espectros
foram obtidos no modo positivo de ions, utilizando o refletor, na regido de m/z 200-2000.
O software flexControl (Bruker Daltonics) foi utilizado para aquisi¢cdo e o flexAnalysis

(Bruker Daltonics) para o tratamento dos dados, assim como o software aberto MZmine.

3.8. Teste de fitas para fixacdo de amostra

Avaliou-se o uso de diferentes camadas de quatro fitas distintas: a fita polimérica
dupla face Arcare® (Adhesives Research) com 140 pm de espessura, a fita dupla face de
polipropileno Adelbras® com 56 um, a fita de tecido ndo tecido (TNT) condutivo e EC-
2 condutivo como camada adesiva ARclad® (Adhesives Research) com 122 um e a fita
de aluminio de face simples Scotch® de 72 um. Foram avaliadas fitas de diferentes
materiais e camadas para verificar a influéncia do material e da altura no resultado das
analises. Elas foram cortadas em pedagos com cerca de 2 mm de comprimento e coladas
na lamina com revestimento ITO. O padrio de angiotensina I 4 pmol L™ foi adicionado
sobre 1 camada de fita, 2 camadas e 3 camadas de fitas sobrepostas para as quatro fitas,

além de ser aplicado diretamente na lamina (sem fita) como o controle.

A mistura de matrizes DHB/HCCA 3:1 (m/m) com concentragdao de 8 mg/mL foi
aplicada utilizando o equipamento TM-Sprayer™. A aquisi¢do dos espectros foi realizada
4 vezes para cada camada de fita avaliada. Com isso, buscou-se verificar se as fitas,
levando em consideragdo o nimero de camadas, a espessura final ¢ a condutividade,
podem causar desvios de m/z. O padrdo e a matriz também foram aplicados sobre fios
cortados e intactos para verificar se ha deslocamento devido a altura do fio. O calculo das

alturas para as diferentes camadas de fitas e suas siglas se encontram na Tabela 2.
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Tabela 2. Especificagdes das fitas Adelbras®, Aluminio, Arcare® e ARclad® utilizadas

com diferentes numeros de camadas.

Fita Numero de EsPessura
camadas aproximada (um)
1 camada 56
Adelbras® 2 camadas 112
3 camadas 168
1 camada 72
Aluminio 2 camadas 144
3 camadas 216
1 camada 140
Arcare® 2 camadas 280
3 camadas 420
1 camada 122
ARclad® 2 camadas 244
3 camadas 366
Sem fita - 0

3.8.1. Analise estatistica

Para explorar os resultados das diferentes fitas e nimero de camadas foi utilizada
a PCA (anéalise de componentes principais) verificando a correlacdo dos espectros totais
do padrao de Angiotensina I, na faixa de m/z entre 1.280 e 1.400, considerando apenas os

pontos em que o sinal possui intensidade maior que 2.000 a.u. para alguma das amostras.

A fim de verificar desvios com relagdo a m/z utilizando as diferentes fitas, os
valores de m/z do sinal mais intenso referente ao ion [M+H]" do padrdo de Angiotensina
I para as quatro fitas com trés diferentes nimeros de camadas foram comparadas ao
controle, perfazendo um fatorial 3 x 4 com um adicional, foram submetidos a analise de

variancia e complementados com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliou-se a influéncia do fio de cabelo intacto, fio cortado e sem fio (controle)
sobre o sinal mais intenso do padrao (proximo de m/z 1.297, referente ao ion [M+H]" do
padrao de Angiotensina I), pela analise de variancia sendo complementada pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade, em 4 repeticdes.
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4. Resultados

4.1. Lavagem dos fios

Foram avaliadas lavagens utilizando solventes com base em procedimentos ja
reportados na literatura para incorporagao de medicamentos e drogas em cabelo. Portanto,
os fios foram submetidos aos procedimentos que utilizam MeOH e diclorometano, e a
ultima etapa de limpeza de cada procedimento foi analisada por MALDI-TOF MS
(Figura 15). Foi possivel observar sinais em m/z 823,502 e 824,518 no processo de
limpeza que utilizou 10 lavagens com 5 mL de MeOH, em verde, que nao foram obtidos
nos outros procedimentos. O procedimento com 2 lavagens em 5 mL de DCM foi o que
apresentou menor numero de sinais, com menor intensidade (sinais em vermelho). Os fios
também foram observados no microscopio, no qual nao foi possivel observar nenhuma

diferenca em sua superficie ap6s as lavagens.
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Figura 15. Espectro MALDI-TOF-MS de aliquotas das tltimas etapas de limpeza do fio
de cabelo tratado com 6leo de abacate, sendo i) em azul: o procedimento 10X em 5 mL
de MeOH em ultrassom + 18 h em 5 mL de MeOH, ii) em verde: 10x em SmL de MeOH,
e ii1) em vermelho: 2x em 5 mL de diclorometano, na regido de m/z entre 500 e 1100.

Fonte: Autoria propria.
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Também foi testado um procedimento de limpeza sem o uso de solventes,
processo comum na industria cosmética que utiliza lauril éter sulfato de sdédio (LESS).
Inicialmente o LESS foi avaliado por MALDI-TOF MS na regido de m/z entre 100 e 2000
com concentracao de 0,01 pL/mL e 0,1 uL/mL de THF utilizando a mistura de matrizes
DHB/HCCA 1:3 (m/m) na concentracdo de 10 mg/mL de solucdo acetonitrila 1:1
acidificada com 0,1% de écido trifluoracético (v/v). O espectro obtido (Figura 16) para o
LESS apresenta diversos sinais na regido de m/z <750, o que pode interferir na regido de
interesse e deve-se ser observado com cuidado ao se utilizar esse surfactante na limpeza

dos fios.
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Figura 16. Espectro obtido por MALDI-TOF-MS do lauril sulfato de s6dio na faixa de

m/z entre 300 e 800. Fonte: Autoria propria.

Apos a lavagem com LESS, a ultima agua de enxague das amostras foi
coletada para verificar se ainda havia residuos do composto ou de contaminantes na parte
externa do fio. A Figura 17 ilustra o espectro de massas de uma aliquota retirada durante
a ultima etapa da limpeza dos fios de cabelo com 4gua ultrapura em compara¢do com o
espectro do LESS, comprovando a auséncia do composto na ultima etapa da lavagem.

Através do espectro de massas obtido foi possivel observar que nao houve interferentes
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na regido de interesse para a andlise dos oOleos, entre m/z 500 e 1100, portanto, o

procedimento de lavagem com LESS foi considerado efetivo.
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Figura 17.  Espectro MALDI-TOF MS na regido de m/z 500 a 1.080 de uma aliquota
da ultima etapa de limpeza dos fios de cabelo (verde) e de uma solugdo aquosa de LESS

utilizada no procedimento de lavagem (rosa). Fonte: Autoria propria.

O uso de solventes pode agredir a cuticula e até o cortex capilar, ou ainda extrair
compostos incorporados ao fio. Sendo assim, a metodologia de limpeza escolhida foi a

lavagem com LESS, como ¢ de costume na area cosmética.

4.2. Desenvolvimento da metodologia para corte dos fios

A metodologia de corte foi desenvolvida avaliando diversas formas que sao
relatadas na literatura para o corte de amostras bioldgicas, que sdo o corte manual, corte

por microtomo a temperatura ambiente € o corte por criostato a baixas temperaturas.
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4.2.1. Corte em criostato

O corte em criostato nao foi adequado devido a dificuldade de fixar a lamina ITO
no equipamento, pois ndo hé suporte adequado para esse aparato. Ao se utilizar os outros
compostos para incorporar os fios encontrou-se o mesmo problema do uso do micrétomo:
a dificuldade em manter os fios alinhados para que o corte fosse satisfatorio ao longo de

todo o comprimento do fio.

4.2.2. Corte em microtomo

O corte em micrétomo, utilizado parafina para imobilizar os fios, ndo foi
adequado. Mesmo utilizando a espessura de 5 um para realizar o corte nao foi possivel
cortar o fio ao longo de todo o comprimento necessario (2 cm). Acredita-se que o
principal motivo seja que os fios ndo estdo alinhados na parafina, o que faz com que a
lamina atinja apenas algumas partes, ndo permitindo um corte simétrico ao longo de toda
a fibra capilar, como ¢ possivel observar na Figura 18, cujos fios fixados em parafina

foram cortados de forma nao uniforme.

Figura 18. Cabelo fixado em parafina apods tentativa de corte no micrétomo. Fonte:

Autoria propria.
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4.2.3 Corte manual

Os aparatos produzidos usando-se uma cortadora a laser ou uma impressora 3D
nao foram eficientes para os cortes dos fios, pois ndo foi possivel ajustar a altura da lamina

e manté-la uniforme. Além disso, quando a lamina atingia o fio ele se descolava da fita

dupla face.

Sendo assim, um aparato metalico desenvolvido foi utilizado para corte das
amostras. Para isso, apds a limpeza das pecas metalicas, a ldmina do microtomo foi
posicionada na pega superior, os fios foram presos na lateral da placa metalica por uma

fita e cortados longitudinalmente.

E de suma importancia que a superficie das amostras esteja uniforme para as
analises de MSI, portanto, 0 método de corte foi avaliado no microscopio invertido
CKX41 (Olympus) onde fo1i possivel verificar o corte ao longo de toda a extensao da fibra

capilar de um cabelo liso e descolorido (Figura 19).
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Figura 19. Imagem dos fios de cabelo liso apos procedimento de descoloracdo com
perdxido de hidrogénio e limpeza, com aumento de 20x no microscopio 6tico, na qual

correspondem a) ao fio intacto e b) ao fio cortado longitudinalmente. Fonte: Autoria

propria.
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O método de corte também foi avaliado por microscopia eletronica de varredura
(MEV) para os fios de cabelo liso natural (Figura 20 A e B) e o fio de cabelo cacheado
descolorido (Figura 20 C e D). Para isso, foi realizada a deposi¢ao de carbono e avaliou-

se os fios com aumento de 150 (Figura 20 A e C) e 700x (Figura 20 B e D).

e
— — 100pm
15.0KV LED SEM WD 11.8mm 15.0kV LED SEM WD 10.0mm

10mm — 10pm
15.0kV LED SEM WD 11.8mm 15.0kV LED SEM WD 10.0mm

Figura 20. Anélise do corte dos fios de cabelo natural e cacheado descolorido por MEV,
sendo: A) Fio descolorido (150x%), B) Fio descolorido (700x); C) Fio natural (150x) e D)
Fio natural (700x%). Fonte: Autoria propria.

Foi possivel observar que o corte foi efetivo, ja que exp0Os a regido do cortex
capilar. Na Figura 20C pode-se observar algum dano na cuticula, porém ndo afeta a
regido interna do fio. O melhor método de corte foi definido como o corte manual
utilizando o aparato metalico produzido em laboratério e todos os cortes foram realizados

seguindo o procedimento descrito no topico 3.3.3.
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4.3 Fixacao e aplicacdo da matriz

As amostras foram coladas com auxilio de uma fita dupla face condutiva em

laminas ITO como representado no esquema da Figura 14b.

As matrizes acido dihidroxibenzoico (DHB) e 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico
(HCCA) em solucdo aquosa de acetonitrila (1:1) em 0,1% de TFA foram avaliadas em
diferentes propor¢des para definir qual ofereceria melhor resultado. As proporcdes

avaliadas estdo reportadas na Tabela 3.

Tabela 3. Propor¢des em m/m das matrizes DHB e HCCA avaliadas.

Proporgao (m/m)

DHB HCCA
1 -
- 1
1 |
1 2
2 |
1 3
3 1

Com a melhor propor¢do definida, diferentes concentragdes também foram
testadas: 7 mg/mL, 8 mg/mL e 10 mg/mL. Ao final, definiu-se como a melhor condicao
a mistura de DHB/HCCA 1:3 com concentra¢do de 8 mg/mL de ACN com 0,1% de TFA.
A melhor condi¢do foi definida como a que apresentou maior intensidade dos sinais na

regido de interesse (m/z 500- 1200).

Essa matriz foi entdo aplicada sobre a lamina com auxilio do equipamento TM-
Sprayer™ (HTX Tecnologies, LLC), o que possibilitou a deposi¢ao uniforme da matriz

sob os fios.
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4.4 Avaliaciao de parametros do MALDI

Com o intuito de encontrar os melhores pardmetros para aquisi¢do dos espectros
por MALDI, diversos testes foram realizados. A poténcia do laser, o feixe do laser, o
diametro do foco do laser, o ganho do detector, nimero de disparos do laser, frequéncia,
numero de espectros adquiridos, entre outros parametros, encontrando assim as melhores

condigdes de analise.

Na Figura 21 esta representada a diferencga entre os espectros do 6leo de abacate
obtidos com os parametros utilizados no comeco dos experimentos e o obtido apos uma
avaliacdo detalhada dos parametros, tanto no preparo da amostra, na matriz € nos
parametros instrumentais. A figura mostra trés espectros referentes ao 6leo de abacate na

regido de m/z entre 840 ¢ 950.

Em azul, o espectro foi obtido utilizando os parametros iniciais de aquisi¢ao, nos
quais a amostra foi depositada sobre a fita ARcare®, a matriz utilizada era DHB 10

mg/mL, a poténcia do laser era de 90%, foco em “medium” e o ganho do detector em

1.856 V.

Em verde, o espectro obtido seguiu os mesmos parametros instrumentais, mas a

amostra foi depositada diretamente na lamina de vidro sem o uso de fitas.

Em vermelho, o espectro foi obtido variando diversos pardmetros. A amostra foi
depositada diretamente na lamina de vidro, a matriz utilizada foi uma mistura de
DHB/HCCA 3:1 (v/v) em concentracdo de 8 mg/mL, a poténcia do laser em 60%, foco
em “minimum” ¢ o ganho do detector em 1.929 V. O ganho do detector e a poténcia do

laser foram ajustados a cada amostra analisada.
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Figura 21. Comparagao entre espectros MALDI-TOF MS do 6leo de abacate utilizando
para i) azul os parametros estabelecidos no inicio dos experimentos com fita dupla face
ARcare, i1) em verde os parametros iniciais sem a fita dupla face sob a amostra, e iii) em

vermelho os parametros otimizados sem fita dupla face. Fonte: Autoria propria.

Observando os resultados foi possivel definir que era imprescindivel retirar a fita
sob a amostra ou buscar novas possibilidades de fitas, ja que a fita ARclad causou grande
interferéncia no espectro do 6leo de abacate A busca de diferentes materiais para fixar as
amostras de cabelo ¢ essencial quando hé a necessidade de anélise do bulbo capilar, uma

vez que prender a amostra com fita sobre as extremidades do fio ndo ¢ uma opgao.

Além disso, a mistura de matrizes DHB/HCCA 3:1 (v/v) passou a ser utilizada
nas analises dos fios de cabelo. Os parametros instrumentais adotados a partir dos testes

estdo dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros de aquisicao de imagens no MALDI-TOF MS.

Parametros de aquisicio

Modo de aquisicao MALDI Imaging Espectros adquiridos 6-10
Polaridade Positivo N° de tiros do laser (shots) 500-1.000
Menor m/z adquirida 200 Poténcia do laser 60-95%
Maior m/z adquirida 2.000 Frequéncia 2.000 Hz
(Grzgzg) Y do  detector 1.929V-2.1V Foco do laser Minimum

4.5 Teste de fitas para fixacio de amostra

Com a necessidade de encontrar novas fitas que tornassem possivel a fixacdo das
amostras sem grandes interferéncias nos resultados, o padrdo de Angiotensina I foi
avaliado utilizando as fitas ARcare®, Adelbras®, ARclad® e fita de aluminio em até trés
camadas. Além da avaliagdo visual dos espectros, que se encontram no Anexo I, foram
realizadas andlises estatisticas para determinar o comportamento dos sinas no espectro
entre as fitas e camadas testadas. Foi utilizada a PCA (analise de componentes principais)
para verificar a correlacdo dos espectros do padrdo de Angiotensina I considerando toda

a faixa de m/z entre 1.280 e 1.400 (Figura 22).
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Figura 22. Anélise de componentes principais utilizando a faixa de m/z entre 1.280 e

1.400 para o padrdo de Angiotensina I para os estudos das fitas adesivas e a altura das

amostras em funcdo do numero de fitas. Fonte: Autoria propria.

O circulo roxo representa o controle (0). Para as fitas, as cores i) vermelho
representam uma camada, ii) azul duas camadas, e iii) verde claro trés. Os quadrados
representam as fitas Adelbras®, os tridngulos representam as fitas de aluminio, os

circulos representam a fita ARcare®, e os asteriscos a tira ARclad®.

Pode-se observar que, independentemente do numero de camadas, a fita de
aluminio apresentou resultado muito semelhante ao do controle, isso pode ser verificado
pelos triangulos, que estdo mais proximos aos circulos roxos do controle. Ja as fitas
Adelbras®, representada pelos quadrados, ficou mais distante do controle, sendo uma
camada de fita a que apresenta valor mais proximo. A maior discrepancia com relagao ao
controle foi detectada para as diferentes camadas de fita Arcare®, representada pelos

tridngulos.

Para avaliar o deslocamento em fung¢ao da m/z entre as diferentes fitas e diferentes
camada verificando a diferenga estatistica, foi selecionado o sinal mais intenso referente

ao ion [M+H]", referente ao padrdo de Angiotensina I, ¢ foi realizada a analise de
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variancia (ANOVA). Portanto, a andlise foi em esquema fatorial com um adicional,
3x4+1 (3 camadas de fitas, 4 modelos de fita distintos + um controle), sendo
complementado com o teste de Tukey. Na Tabela 5 esta representado os valores médios
(4 repetigoes) do sinal mais intenso referente ao ion [M+H]" referente ao padrao de

Angiotensina .

Tabela 5. Valores médios do sinal mais intenso referente ao ion [M+H]" referente ao

padrao de Angiotensina I de diferentes fitas e com diferentes nimeros de camadas.

Controle = 1.296,81% SD 0,11
Fitas/
Adelbras® SD ARcare® SD Aluminio SD ARclad® SD
Camadas
1 1.299,337°%4% 0,37 1.307,6782*C 3,06 1.296,858 bA# 0,26 1.296,01 *2% 0,03
2 1.301,224 b4 0,57 1.312,6762B 5,78 1.296,403 ¢A# 0,13 1.295,44 A% 0,04
3 1.301,518 b4 0,84 1.316,286%" 1,81 1.296,946 ¢<A# 0,20 1.294,80 <A* 0,02

Meédias seguidas de letras iguais, na linha minuscula e na coluna maiuscula, ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% p-value < 0,01 para todas as causas de variagdo (anexo 1)

Meédias seguidas de # ndo diferem do controle (0 fitas)

Quando comparamos as fitas entre si, temos que as fitas Adelbras®, Aluminio e
ARclad® ndo apresentam diferenca entre si considerando uma camada, porém diferem
da ARcare®. Para as demais camadas as fitas Adelbras® e ARcare® diferem, enquanto

a de Aluminio e a ARclad® nao apresentam diferenca.

E possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre o uso das
diferentes camadas de fita Adelbras®, porém apenas utilizando uma camada de fita o
resultado nao diferiu do controle. Ao utilizar a fita ARcare®, fita ndo condutiva de maior
espessura, além do resultado de todas as diferentes camadas apresentarem diferenca do
controle, o teste de uma camada diferiu dos testes com duas ¢ trés camadas. Ja os
resultados da fita de aluminio e da ARclad®, fitas condutivas, ndo apresentaram diferenca
do controle, nem entre as camadas, mostrando um resultado mais propicio para o uso.
Como a fita de aluminio ¢ a unica fita que possui apenas uma face colante, o que torna
dificil seu uso na fixacdo de amostras, a fita ARclad® foi considerada a mais adequada
para fixar as amostras sob o comprimento dos fios, enquanto a de aluminio pode ser usada

para fixar os fios pelas extremidades (Esquema de fixagdo das amostras na Figura 14).
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Figura 23.  Comparacao dos espectro MALDI-TOF MS do padrao de Angiotensina I
aplicado diretamente na lamina ITO (preto) e sobre as fitas ARcare (vermelho), Adelbras
(azul), aluminio (verde) e ARclad (rosa), com seus respectivos valores de m/z. Fonte:

Autoria propria.

Como o cabelo nao ¢ condutor e possui uma espessura consideravel, cerca de 80
um intacto e acima de 40 um apos o corte, comparou-se também o sinal mais intenso do
padrio (referente ao ion [M+H]"), que foi depositado sobre um fio de cabelo intacto e um

fio cortado. Os resultados da analise encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Valor médio do sinal mais intenso do padrao (proéximo de m/z 1.297, referente
ao ion [M+H]" do padrdo de Angiotensina I), que foi depositado sobre um fio de cabelo

intacto, um fio cortado e do controle.

Amostra Média do sinal
Fio intacto 1.297,51 A
Fio cortado 1.297,44 A

Controle 1.296,74 B

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

O resultado obtido pela ANOVA mostra que, ao analisar sinal referente ao ion
[M+H]" do padrao de Angiotensina I sobre os fios intactos e cortados, houve diferenca
significativa com relagdo ao controle. Ou seja, os valores de m/z encontrados para esse
ion nas analises do fio intacto e cortado possuem diferenga significativa com relacdo ao
m/z do mesmo ion obtido para o controle. Esse fator demostra que pode ocorrer
deslocamento dos valores de m/z ao comparar o analito adicionado diretamente a 1amina
do equipamento e o analito incorporado ao fio de cabelo, sendo que o deslocamento
ocorre para valores maiores de m/z com alturas maiores. Pela média dos sinais € possivel
constatar que o deslocamento ¢ proximo de 0,7 em m/z para os fios cortados. Fatores de
calibragdo podem ser aplicados diretamente nos softwares do equipamento para diminuir

o impacto dos deslocamentos causados pela espessura do fio.

4.6 Analises dos oleos

4.6.1 Analise dos oleos por GC-MS e GC-FID

Os 6leos foram caracterizados por GC-MS e GC-FID a fim de compreender sua
composicdo em funcdo dos acidos graxos. Um padrao de 37 ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMEs) foi utilizado para quantificacdo dos acidos graxos por GC-FID e os
espectros de massas obtidos por GC-MS foram utilizados para identificar e confirmar os
compostos encontrados em comparagdo com uma biblioteca de dados. A andlise foi

realizada em trés repeti¢gdes. A Tabela 7 apresenta a composi¢ao, em porcentagem, de
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acidos graxos presentes nos oleos obtida pela média das trés repeticdes e seus respectivos

desvios padroes (DP).

O o6leo de argan ¢ rico em d4cido oleico (C18:1n-9), um acido graxo
monoinsaturado comumente encontrado em 6leos vegetais, que representa 49,0% do total
de acidos graxos do dleo de argan, seguido pelo acido linoleico (C18:2n-6), um acido
graxo com duas insaturacoes, correspondente a 30,9% e pelo acido palmitico (C16:0),
acido graxo saturado que representa 13,6% da composicdo. Portanto, podemos afirmar
que o oleo de argan ¢ composto majoritariamente por acidos graxos insaturados com

cadeias de 18 carbonos.

Tabela 7. Composi¢do de acidos graxos presentes nos 6leos de argan, abacate e coco e

seus respectivos desvios padrao (DP).

Acidos CN:B Oleo de DP Oleo de DP Oleo de
Graxos argan (%) abacate (%) coco (%)
Caproico C6:0 - - - - 0,55 0,01
Caprilico C8:0 - - - - 7,62 0,08
Céprico C10:0 - - - - 5,89 0,04
Laurico C12:0 0,03 0,01 0,02 0,01 48,88 0,06
Miristico C14:0 0,15 0,01 0,05 0 18,54 0,04
Palmitico C16:0 13,59 0,08 18,09 0,07 8,82 0,02
Palmitoleico Cl6:1 0,11 0 7,43 0,03 - -
Estearico C18:0 5,15 0 0,50 0,01 2,36 0,01
Oleico C18:1n-9 49,02 0,04 63,49 0,08 5,88 0,01
Linoleico C18:2n-6 30,92 0,05 9,57 0,07 1,30 0
Y-linolénico  C18:3n-6 0,07 0 0,43 0 - -
Araquidico C20:0 0,30 0 - - - -
Nao
o e - 0,41 0,22 0,43 0,03 0,17 0

O ¢6leo de abacate possui uma quantidade relativa ainda maior de acido oleico,
representando 63,5% da composi¢ao de acidos graxos, enquanto o acido palmitico € o
segundo maior em concentragdo com 18,1%, seguido pelo 4cido linoleico que
corresponde a 9,6%. Sendo assim, o 6leo de abacate ¢ composto por acidos graxos

saturados, monoinsaturados e poli-insaturados.
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Ja o 6leo de coco apresenta cadeias de acidos graxos saturados menores, como 0s
acidos caproico, caprilico e caprico, que ndo sao encontrados nos 6leos de argan e abacate.
Ademais, possui como componente principal o acido laurico (C12:0), com 48,9% da
concentragdo total de acidos graxos, seguido do acido miristico (C14:0) que representa
18,5% e do acido palmitico (C16:0), que corresponde a 8,8%. Portando, o 6leo de como

¢ rico em acidos graxos de cadeias médias e saturadas.

Apesar da analise por GC ser capaz de identificar e quantificar os 4acidos graxos
que compde os 6leos, ndo podemos inferir se eles se encontram livres ou ligados, como
em moléculas de DAG ou TAG. Para identificar os componentes dos 6leos foi realizada

a analise no ESI-MS com injec¢ao direta.
4.6.2 Analise dos oleos por ESI-MS

Os 6leos foram preparados em solugdo na concentragao de 50 ppm dos dleos em
metanol, com 3,5 ppm de éter 18-coroa-6 e 0,3% de TFA, para proporcionar a maior
formagdo de ions [M+H]", ja que o éter coroa sequestra os ions Na* ¢ K+, como mostra

o esquema da Figura 24.

M-+HJ* - d d o
(M+H] ™) ¢ )

o o K+ ¢ o Na* q
[M+Na]t — = oo L o

TFA — —
[M+K]* [M+H]*

Figura 24. Esquema do uso do éter 18-coroa-6 e TFA para captura dos ions K e Na®,
favorecendo a protonacao do analito de interesse (DAG E TAG). Adaptado de TONIN et
al., 2017.

Utilizando esse método, os 6leos de argan, abacate e coco foram analisados em
triplicata. Foi possivel observar os 4cidos graxos estdo majoritariamente na forma de

TAG e DAG, como ja ¢ esperado em 06leos vegetais. Os espectros obtidos, com destaque
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para as areas onde busca-se encontrar TAG e DAG protonados, se encontram da Figura

25.
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Figura 25. Espectros das andlises dos 6leos por injecdo direta no ESI-LTQ, utilizando

éter 18-coroa-6, dos quais A) 6leo de abacate (m/z 80-1.100); B) argan (m/z 100-1.110) e

C) coco (m/z 180-1.600), com destaque para as areas onde se encontram DAG e TAG.

Fonte: Autoria prépria.
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4.6.3 Analise dos o0leos por MALDI-TOF-MS

A andlise dos 6leos com os quais os fios de cabelo foram tratados foi realizada por
MALDI-TOF MS para definir a faixa de m/z de interesse e encontrar os sinais
relacionados a cada 6leo. Os 6leos foram preparados em 2 mL de THF, seguindo a
proporg¢ao 20 pL/mL. Frequentemente o uso de DHB ¢ citado para analise de lipidios,
porém misturas de matrizes podem ser boas alternativas para melhorar a ionizagdo.
Portanto, as matrizes DHB e HCCA foram avaliadas em diferentes proporgdes.
Observando a intensidade dos espectros € o numero de sinais obtidos, a mistura escolhida
para as analises foi de DHB/HCCA 3:1, devido a um aumento na intensidade dos sinais
na regido dos triacilglicerdis, como mostra o espectro do 6leo de abacate na Figura 26,

na qual foi avaliado o uso de DHB (verde) e a mistura DHB/HCCA 3:1 (v/v) (preto).
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Figura 26. Espectro MALDI-TOF-MS do 6leo de abacate utilizando DHB (verde) e a
mistura DHB/HCCA 3:1 (v/v) (preto) como matriz. Fonte: Autoria propria.

Seguindo os parametros finais de andlise, com ajuste do ganho do detector, foram

avaliadas o uso na matriz DHB/HCCA 3:1 8 mg mL! na propor¢do de amostra e matriz
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1:2 ¢ DHB/HCCA 3:1 8 mg mL~! com trifluoroacetato de so6dio (TFANa) 1 mg.mL™" de

THF como agente cationizante na propor¢ao de matriz, amostra ¢ TFANa 4:2:1.

O oleo de abacate (Figura 27) apresentou sinais de maior interesse na regiao de
m/z entre 850 e 980, que podem estar relacionados a TAGs, além de sinais na regido de
m/z <740. Foi possivel observar que, quando o TFANa foi adicionado a matriz
(vermelho), ouve o surgimento de um sinal intenso em m/z 656,015, porém nao houve

aumento consideravel na intensidade dos demais sinais.

E =10 .
5 (Olzo d= Abacats
13 S —— DHEHCCA 3:1 + TFANa
——DHEHCCAZ:]
1.0
0.5 4
ﬂg_-LnL-hM A "\ L slen . =¢~-1LL1-N——
) T T T T T T T T g
500 600 0o 800 Q00 mz

Figura 27. Espectro de MALDI-TOF-MS no 6leo de abacate de na regido de m/z 580-
930, sendo em preto a analise somente do o6leo utilizando DHB como matriz ¢ em

vermelho a analise do 6leo, DHB e trifluoroacetato de s6dio. Fonte: Autoria propria.

No espectro de massas do 6leo de argan (Figura 28) foi possivel observar sinais
na regido de m/z entre 850 e 1.080 e na regido de m/z <710. Assim como aconteceu com
o 6leo de abacate, quando TFANa foi adicionado (vermelho), ouve o surgimento de um
sinal intenso em m/z 655,961, porém nao houve aumento consideravel na intensidade dos

demais sinais.
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Figura 28. Espectro de MALDI-TOF-MS no 6leo de argan de na regido de m/z 580-

1.080, sendo em preto a analise somente do 6leo utilizando DHB como matriz e em

vermelho a analise do 6leo, DHB e trifluoroacetato de s6dio. Fonte: Autoria propria.

Ja o espectro de massas do 6leo de coco (Figura 29) ndo apresentou sinais na

regido de m/z acima de 750, apenas da regido de m/z <750. Houve o surgimento do sinal

em m/z 655,926, mas também ndo houve aumento significante dos demais sinais que

justificassem o uso de TFANa no preparo da matriz.

E:&_C .

E Olzo de Coco

1.5 4 DHBE/HCCA 3:1+ TFANMa
——DHEHCCA 3:1

1.0

0,5

0.0 - .-H..-..J-L_Lhu.ﬂ.-

T T T T y
55 6310 750 mz

79



Figura 29. Espectro de MALDI-TOF-MS do 6leo de coco de na regido de m/z 450-800,
sendo em vermelho a analise somente do 6leo e a matriz ¢ em preto a analise do 6leo,

DHB e trifluoroacetato de sddio. Fonte: Autoria propria.

Devido a pouca diferenca na melhora da ionizagdo, que pode ser observada pela
intensidade semelhante dos espectros na regido de interesse para os trés 6leos, optou-se

por ndo utilizar o TFANa nas analises.

4.7 Analise dos fios de cabelo por MALDI-TOF-MS

Inicialmente, testou-se os fios apds tratamento com os 6leos com e sem a etapa de
limpeza. Buscou-se compreender a influéncia dessa etapa na analise, ja que havia uma

preocupagao sobre o processo de limpeza retirar compostos incorporados ao fio.

Os espectros dos fios apds tratamento com trés 6leos ndo mostraram indicios de
que que a etapa de limpeza retira componentes incorporados a fibra capilar. E possivel
observar na Figura 30, que apresenta os espectros com e sem a etapa de lavagem apds
tratamento com o 6leo de abacate, que a lavagem das amostras possibilitou o aumento da
intensidade de alguns sinais. Uma hipotese para isso pode ser devido a retirada de

interferentes que causam a supressao idnica devido a competicao durante a ionizagao.
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Figura 30. Espectros MALDI-TOF-MS dos fios de cabelo tratados com 6leo de abacate

sem etapa de limpeza (verde) e ap0ds etapa de limpeza (rosa), na regido de m/z entre 600

e 880. Fonte: Autoria propria.

Para garantir que os sinais observados apds o tratamento com os 6leos nao sao
vindos de residuo do 6leo aplicado a superficie do fio, optou-se por continuar o preparo

das amostras com a etapa de lavagem com LESS, assegurando que os sinais obtidos sdo

advindos de compostos incorporados ao fio.

4.7.1 Avaliacio dos tipos de cabelo

Utilizando os parametros ajustados, disponibilizados na Tabela 4, espectros dos
fios de cabelo seccionados foram obtidos, nos quais buscou-se indicios de que os 6leos

foram incorporados ao fio.

Inicialmente, trés tipos de cabelo foram selecionados para as analises: liso natural,
liso descolorido e cacheado descolorido. Buscou-se avaliar se, entre eles, existiria
diferenga na incorporacao dos 6leos. A Tabela 8 mostra os dados obtidos para os trés

tipos de fio distintos, submetidos a0 mesmo tratamento com os 6leos de argan, abacate e

COCO.
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E possivel observar que, para os cabelos lisos naturais e descoloridos, ndo foi
possivel visualizar sinais diferentes do controle apds o tratamento com os trés 6leos. Ja
no cabelo cacheado descolorido, foi possivel observar diversos sinais que ndo estavam

presentes no espectro do controle que estdo destacados em azul claro na Tabela 8.

Sabe-se o que fio fica fragilizado apds o processo de descoloracdo, consequéncia
do processo de oxidagao a qual esse cabelo foi submetido, o que explica a maior
incorporacdo dos 6leos nos fios descoloridos. Apesar disso, o fio liso e descolorido ndo
apresentou sinais apos o tratamento com os 6leos vegetais. Como o cabelo cacheado e
descolorido apresentou a maior quantidade de sinais que diferem do controle ele foi

selecionado para o restante das analises.

Tabela 8. Sinais obtidos nos espectros de MALDI-TOF-MS para os trés tipos de cabelo
(liso descolorido, liso natural e cacheado descolorido) seccionados apds tratamento com
os oleos de argan, abacate € coco ¢ o controle (sem tratamento), com destaque em azul

para os sinais que nao aparecem no controle.

Tr Cabelo liso descolorido Cabelo liso natural Cabelo cacheado descolorido
at. Argan Abacate Coco  Controle| Argan Abacate Coco Controle Argan Abacate Coco Controle

- 364,099 - 364,077 - - - - 364,092 364,12 364,191 -

- 367,916 - 367,899 - - - - 367,894 - 367,156 -
368,544 368,533 | 368,562 368,502 | 368,494 368,528 368,525 368,496 | 368518 368,539 | 368,422 | 368,588
379,247 | 379,214 | 379,208 | 379,169 | 379,197 @ 379,194 | 379,218 | 379,169 379,213 379,223 | 379,243 379,26
382,076 = 382,14 382,154 | 382,096 | 382,134 382,073 382,143 | 382,129 382,114 382,137 = 382,226 @ 382,198

388,505
417,095 417,16 | 417,187 @ 417,141 | 417,113 417,119 417,18 @ 417,141 | 417,155 417,177 | 417,268 @ 417,276
420,124
441,194 441,175 | 441,202 | 441,136 | 441,08 441,104 @ 441,181 | 441,139 441,183 441,191 | 441,215 -
- 443,181 - 443,14 - - 443,188 | 443,139 4432 443,197 | 443215 -
- - - - 494,752 - 494,773 | 494,734 - - - -
501,264 501,264
| 522,74 | 522,815 522,86 - 522,797 | 522,787 @ 522,812 | 522,781 - 522,83 - -
& 536,292 536,299
'é 550,805 550,869 | 550,921 - 550,846 | 550,839 = 550,87 550,836 - 550,892 - -
n 571,333 571,341 571,361
574,246 574,281
| | 606,379
609,457 609,51 609,338 | 609,52 - - - - 609,284 609,312 = 609,691 -
612,25 612,373
628,713
644,343 644316 @ 644377 644292 | 644318 644252 644,35 644,301 | 644331 644,362 644,47 644,476
823,989
836,479 836,483 836,615
855,522 855,505
| 1.025,681
1.028,72
- 1.060,635  1.060,785 - - - 1.060,674 | 1.060,684 | 1.060,653 | 1.060,689 1.060,731 | 1.060,861
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4.7.2 Comparacio dos tipos de fixacao

As amostras também foram avaliadas pela fixa¢do na lamina ITO com fita de

aluminio (pela extremidade do fio) e com a fita ARclad® (sobre os fios), ja que as duas

apresentaram resultados satisfatorios. Os sinais obtidos para ambas as analises,

considerando a regido de m/z entre 350 e 1.100, estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Sinais obtidos nos espectros de MALDI-TOF-MS dos fios de cabelo tratados

com os Oleos de argan, abacate e coco e do controle (fio sem tratamento), fixados nas

extremidades com fita de aluminio e sob os fios com fita ARclad®.

Fitas Aluminio ARclad®
Tratamentos | Argan  Abacate Coco Controle [ Argan Abacate  Coco  Controle
364,092 364,120 @ 364,191 - 363,530 363,615 | 363,558 363,519
367,894 - 367,156 - 367,317 - 367,340 | 367,312
368,518 368,539 @ 368,422 @ 368,588 (367,937 - - -
379,213 | 379,223 | 379,243 | 379,260 (378,640 378,694 | 378,673 | 378,617
382,114 382,137 @ 382,226 = 382,198 (381,547 381,635 | 381,577 | 381,549
388,505
417,155 | 417,177 @ 417,268 | 417,276 |416,593 416,682 | 416,633 | 416,590
420,124 419,518 419,575 419,558
438,602 438,652 438,641
441,183 | 441,191 441,215 - 440,600 440,686 @ 440,645 | 440,581
443200 | 443,197 443215 - 442,605 442,696 @ 442,653 | 442,590
454,646 454,650
501,264 501,264 |
- 522,830 - - 522,214 522,335 - -
536,292 536,299 535,839
- 550,892 - - 550,270 550,391 - -
571,333 571,341 571,361 570,719 570,869 570,772
Sinais (m/2) 574,246 574,281 573,635 573,702
606,379
609,284 = 609,312 = 609,691 - 608,668 608,773 | 608,742 @ 608,670
612,250 612,373
628,713 627,719 627,875
644,331 644,362 @ 644,470 @ 644,476 (643,711 643,876 | 643,791 | 643,687
649,899 649,812
665,712 665,888 665,792
681,8765
803,754 803,879
819,986 819,861
823,989
836,479 836,483 836,615 835,743 835,979 835,843
| 838,792 838,918
855,522 855,505 854,769 855,016 854,899
870,733 870,999 870,872
1.025,681 |
1.028,720
1.060,653 ' 1.060,689  1.060,731 1.060,861 - 1.060,046 - -
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Apesar do uso das duas fitas apresentarem resultados semelhantes, ja que diversos
sinais sd3o observados através dos dois métodos de fixacao, alguns diferem, aparecendo
apenas em um método. Por isso, foi realizada uma analise de componentes principais
(PCA) a fim de verificar a correlagdo dos espectros, considerando todos os pontos do
espectro na regido de m/z entre 350 e 1.200 com intensidade maior que 1.000 para alguma

das amostras. Os resultados da PCA se encontram na Figura 31.
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Figura 31. PCA dos espectros MALDI-TOF-MS (m/z 350—1.200; intensidade >1.000
u.a.) dos cabelos tratados com os 6leos de argan (vermelho), abacate (verde), coco (azul
escuro) e o controle (azul claro), sendo A) fixados com fita de aluminio e B) fixados com

fita ARclad. Fonte: Autoria propria.

E possivel observar que os fios de cabelo apds o tratamento com os 6leos de
abacate (verde) e coco (azul escuro) nao apresentaram resultado semelhante ao controle
(azul claro), em ambas as analises, mostrando que houve influéncia do tratamento com o
6leo nas hastes capilares. Ja para o tratamento com o 6leo de argan (vermelho), algumas
amostras apresentaram resultados semelhantes ao controle, mostrando que o 6leo penetra
menos no fio de cabelo quando comparado aos outros tratamentos, fator que pode ser

explicado pela composicao do 6leo de argan.

Quando a fita de aluminio ¢ usada (A) os dados ficam mais discrepantes,

mostrando uma maior variabilidade de resposta e, portanto, influéncia no resultado da
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analise. Esse aumento da variabilidade de resposta era esperado ja que a fixacao pela
extremidade pode gerar uma leve curvatura dos fios, acarretando uma diferenca na

distancia dos fios com relacao a lamina ITO.

Foram realizadas 10 repeti¢cdes para o tratamento com 6leo de abacate, a fim de
verificar se ha grandes variagdes em fun¢do na m/z para um mesmo tratamento. A Tabela
10 apresenta trés sinais (inicio, meio e fim) do espectro e os desvios padrdes para seus

respectivos valores de m/z.

Tabela 10.  Sinais do inicio, meio e final da faixa de m/z do espectro de MALDI-TOF-
MS para as 10 repetigdes do tratamento com 6leo de abacate, as médias de m/z de cada
sinal e seus respectivos desvios padrdes (DP), para fixacdo dos fios com fita de aluminio

e ARclad.

Rep. Aluminio Arclad®

a 283,966 644,043 855,160 283,793 643,745 854,831
b 283,957 644,046 855,304 283,787 643,724 854,798
c 283,963 644,099 855,204 283,775 643,754 854,836
d 283,960 644,053 855,204 283,817 643,789 854,869
e 283,952 644,022 855,215 283,791 643,752 854,832
f 283,970 644,057 855,230 283,792 643,804 854,850
g 283,953 644,021 855,146 283,827 643,876 855,016
283,946 644,028 855,176 283,811 643,805 854,920
i 284,041 644,174 855,410 283,800 643,805 854,915
j 283,972 644,063 855,208 283,768 643,773 854,864
Média | 283,968 644,061 855,226 283,796 643,783 854,873

DP 0,027 0,046 0,078 0,018 0,043 0,063

Os desvios aumentam para m/z maiores, como ¢ possivel observar em ambas os
métodos de fixag@o dos fios. O desvio foi maior para fita de aluminio, o que era esperado
devido a fixacdo pela extremidade deixar os fios menos uniformes, porém para ambas o
desvio ndo ultrapassou 0,08 unidades de m/z. A Figura 32 mostra os espectros de 10 fios
de cabelo tratados como 6leo de abacate na regido de m/z entre 643,5 e 650,5, na qual é
possivel observar alguns sinais, como o sinal proximo de m/z 644, usado no calculo dos

desvios, e o sinal proximo a m/z 650, um dos sinais que indicam a incorporagdo do d6leo
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no cabelo, sendo em A o espectro com fixacdo pela fita de aluminio e em B o espectro

com fixag¢do pela fita Arclad®.
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Figura 32. Espectro MALDI-TOF-MS de 10 fios de cabelo tratados com 6leo de abacate
na regido de m/z entre 643,5 € 650,5 A) fixados com fia de aluminio e B) fixados com fita
ARclad®, para visualizacdo dos desvios com relagdo a m/z entre as repeti¢des do

tratamento. Fonte: Autoria propria.

Quando comparamos os sinais com relagao a intensidade, ¢ possivel observar que

ela ¢ muito semelhante para os espectros obtidos pelos dois métodos de fixagao. Os

86



espectros nos quais utilizou-se a ARclad® mostram sinais de baixa intensidade mais
proeminentes do que com a fita de aluminio, porém a intensidade de um dos espectros

(repeti¢do 1) foi muito maior quando comparado aos outros espectros.

Apesar dos valores serem muito proximos e as duas fitas serem consideradas boas
para analise, podem ocorrer discrepancias entre os espectros de um mesmo tratamento,
principalmente com relacdo a intensidade, fator que deve ser observado com cautela

durante a aquisicao dos dados.

4.7.3 Comparacio entre os fios tratados e 0leos vegetais

O tratamento em fibras cacheadas e descoloridas com 6leo de argan foi o que
apresentou menores diferencas com relacao ao controle. Isso ocorre pois o 6leo de argan
¢ composto principalmente por acidos graxos monoinsaturados (oleico) e poli-insaturados
(linoleico). As poli-insatura¢des modificam a estrutura terciaria das moléculas, deixando-
as mais apolares, com menor atividade, resultando em uma tendéncia aumentada a
ocorréncia de impedimento estérico (RIBEIRO, 2021). A Figura 33 ilustra o espectro
MALDI-TOF-MS de uma fibra capilar cortada longitudinalmente e descolorida,
descolorida tratada com 6leo de argan e do 6leo de argan e os sinais obtidos na regido de

m/z entre 350 e 1.200 estao dispostos na Tabela 11.
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Figura 33. Espectro MALDI-TOF-MS do cortex de fibras capilares descoloridas sem

tratamento (verde), tratada com 6leo de argan (azul) e do 6leo de argan (vermelho) na

faixa de m/z entre 400 e 950 (A) e na regido aproximada de m/z entre 800 e 930 (B).

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 11. Lista de massas (m/z entre 350 e 1.100) dos espectros de MALDI-TOF-MS

do oleo de argan, do cortex e da superficie dos fios tratados com o 6leo de argan.

Oleo de argan | Tratado | Controle
363,530 363,519
367,317 367,312
368,079 367,937 -
378,763 378,640 378,617
381,547 381,549
400,759
416,747 416,593 416,590
419,518
436,907
| 438743 438602
440,733 440,600 440,581
442,963 442,605 442,590
444,755
494,320
512,263
522,370 522,214 -
540,310
550,418 550,270 -
570,719
Sinais 573,635
(m/z) 603,382
608,668 608,670
627,719
643,711 643,687
649,878
| 665871 665712
803,754
835,743
838,792
854,769
860,948
870,733
876,914
879,618
881,640
901,604
903,615
905,637
907,660

Mesmo com essa tendéncia ao impedimento estérico aumentada, os resultados
indicaram que o tratamento com o 6leo de argan provocou algumas alteragdes no cortex
do fio de cabelo indicando que ocorrem interagdes entre o cortex e 0s compostos presentes
nos 6leos. Os sinais de m/z 419,518; 570,719; 573,635; 627,719; 803,754; 835,743;

838,792; 854,769 e 870,733 nao estavam presentes no fio nao tratado, mas também nao
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foram encontrados diretamente nos 6leos. Ja os sinais m/z 438,602 ¢ 665,712 foram
encontrados no dleo de argan e no cortex do fio apos tratamento com o 6leo, indicando

compostos do 6leo que podem ter sido incorporados a fibra capilar.

O ¢6leo de abacate ¢ composto principalmente por acidos graxos monoinsaturados
(oleico e palmitoleico) e saturados (palmitico), apesar de possuir 9,8% do acido linoleico,
que ¢ poli-insaturado e pode aumentar a tendéncia de impedimento estérico, dificultando
a incorporagdo a fibra capilar. A Figura 34 ilustra o espectro MALDI-TOF-MS de uma
fibra capilar cortada longitudinalmente e descolorida sem tratamento (verde), tratada com

0leo de abacate (azul) e do 6leo de abacate (vermelho).

Os valores de m/z 419,575; 535,839; 570,869; 819,986; 835,979; 870,999;
destacados em azul claro na Tabela 12, foram encontrados apenas no cortex do cabelo
que foi tratado com o 6leo de abacate, ou seja, ndo estavam presentes no cortex do fio
controle, mas também ndo foram encontrados diretamente no O6leo de abacate,
apresentando indicios de que o tratamento com o 6leo de abacate provocou mudangas no
cortex capilar. Além disso, encontrou-se os sinais em m/z 438,652; 649,899; 668,888;
855,016; que corresponde sinais presentes no 6leo de abacate que ndo sao encontrados no
controle, indicando compostos que sdo incorporados do 6leo na fibra capilar durante o

tratamento.
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Figura 34. Espectro MALDI-TOF do cortex de fibras capilares descoloridas e sem

tratamento (verde), tratada com 6leo de abacate (azul) e do 6leo de abacate (vermelho),

na faixa de m/z entre 400 e 950 (A) e na regido aproximada de m/z entre 800 e 930 (B).

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 12. Lista de massas (m/z entre 350 e 1.100) dos espectros de MALDI-TOF do

oleo de abacate, do cortex dos fios tratados com o 6leo de abacate e do controle, com

destaque em azul para os sinais encontrados apenas no fio tratado e em vermelho para os

sinais encontrados no 6leo e do cabelo apos tratamento.

Oleo de abacate Fl,os tratados com Controle
oleo de abacate
363,615 363,519
- 367,312
368,073 - -
378,744 378,694 378,617
381,635 381,549
400,743
416,682 416,590
419,575
422,745
| 438724 438652
440,719 440,686 440,581
442,720 442,696 442,590
444,744
460,731
522,353 522,335 -
- 535,839
550,398 550,391 -
- 570,869
Sinais 577,321
(m/z) 603,346
- 608,773 608,670
627,875
643,876 643,687
655,875
. 665888
671,854
819,986
835,979
853,577
| 855595 855016
860,914
870,999
876,883
879,586
881,610
905,613
907,628
- 1.060,046 -

O oleo de coco apresenta acidos graxos saturados de cadeira mais curta, sendo o

acido laurico, o miristico, o palmitico e o caprilico os 4cidos graxos majoritarios, em
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ordem do maior para o de menor concentragdo. Isso diminui a tendéncia de impedimento
estérico com relagao aos outros 6leos e, portanto, espera-se que a incorporagao ao fio seja
facilitada. A Figura 35 ilustra o espectro de MALDI-TOF do cértex de um fio de cabelo

descolorido sem tratamento (verde), tratado com 6leo de coco (azul) e do 6leo de coco

(vermelho).
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Figura 35. Espectros MALDI-TOF de fibras capilares descoloridas, sendo em verde o
controle (fibra sem tratamento), em azul tratada com 6leo de coco e em vermelho espectro
do o6leo de coco, na faixa de m/z entre 400 e 950 (A) e na regido aproximada de m/z entre

780 e 900. Fonte: Autoria propria.
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Os espectros obtidos das fibras capilares cortadas e tratadas com 6leo de coco
apresentaram indicios de que o tratamento com o d6leo de coco provocou mudangas no
cortex capilar como ¢ possivel observar pela Tabela 13, como os sinais destacados em
azul claro, com m/z 419,558; 438,641; 454,650, 573,702; 649,812; 681,765; 838,918; que
ndo estavam presentes no fio ndo tratado, mas nao sao encontrados diretamente no 6leo
de coco. Além disso, encontrou-se os sinais em m/z 438,641; 570,772 e 665,792 que
corresponde sinais presentes no 6leo de coco que ndo sdo encontrados no controle,
indicando compostos que sao incorporados do 6leo de coco na fibra capilar durante o

tratamento.

Os sinais em m/z proximos 438,641 e 665,792 foram encontrados nos trés 6leos e
no cortex dos trés fios, indicando a incorporagao de compostos em comum entre os 6leos.
O sinal em m/z 570 foi encontrado apenas no 6leo de coco, mas ocorre no espectro dos
trés fios tratados com os diferentes 6leos, indicando um composto que pode passar por
alguma modificagdo ao penetrar o cabelo. Os sinais em m/z 649,9 e 855,0 foram
encontrados apenas no 6leo de abacate e nos fios tratados com o mesmo 6leo, indicando

que sdo compostos presentes apenas no 6leo de abacate e que penetram na fibra capilar.

Ademais, o 6leo de argan foi o que apresentou menos sinais novos no cortex apos
o tratamento, o que pode ser explicado pelo impedimento estérico maior devido a
composicao do d6leo ser majoritariamente de acidos graxos insaturados de cadeia com

mais de 16 carbonos.
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Tabela 13. Lista de massas (m/z entre 350 e 1.100) dos espectros de MALDI-TOF do

6leo de coco, do cortex dos fios tratados com o 6leo de coco e do controle, com destaque

em azul para os sinais encontrados apenas no fio tratado e em vermelho os sinais

referentes ao 6leo encontrados no fio apods tratamento.

Oleo de coco F“,) tratado com Controle
o6leo de coco
363,558 363,519
367,340 367,312
368,055 - -
378,733 378,673 378,617
382,968 381,577 381,549
400,730
416,682 416,633 416,590
420,780 419,558
438704 438041
440,699 440,645 440,581
442923 442,653 442,590
454,650
494,289
522,335 - -
550,391 - -
-7 -
573,702
605,257
Sinais 608,829 608,742 608,670
(m/z) 633,298
643,876 643,791 643,687
649,812
661,339
. 665888 665792
681,765
661,339
689,377
717,411
785,166
803,879
819,861
829,197
835,843
838,918
854,899
860,883
870,872
876,866

Os espectros também foram obtidos para as fibras capilares intactas, a fim de

verificar a interagdo do 6leo com a cuticula, ja que grande parte do efeito de hidratagdo e

prote¢do dos dleos € explicado pela sua deposicdo na superficie do fio. A Tabela 14
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mostra os sinais que foram observados na cuticula dos fios apds o tratamento com os trés

Oleos.

Tabela 14. Sinais obtidos através dos espectros de MALDI-TOF da superficie dos fios
de cabelo intactos tratados com 6leo de argan, abacate, coco e o controle, fixados com

fita de aluminio.

Trat. Argan Abacate Coco | Controle
364,598 -
367,973 -
368,507 | 368,844 | 368,917 368,751
379,153 379,523 | 379,571 @ 379,478
382,13 382,45 | 382,486 | 382,403

404,301

417,154 417,493 | 417,541 )
420,432

439,099 = 439,568 439,456
441,135 = 441,437 441,519 ]
443,154 ) 443,542 )
455,101 455,665
466,620

Sinais = 494,694 ) 49513 494917

(m/z) | 522,742 523,119 | 523,197 522,971
550,799 551,175 | 551,268 | 551,026
574,816 574,590
609,487 609,853 | 609,782 -
612,678
644,228 644,665 | 644,739 -
666,668
820,879
836,324 836,937 836,777
855,242 855,748
- - - 861,675
871,743
- - - 877,672
1.060,541 | 1.060,869 - -

Foi possivel observar sinais dos trés 6leos na superficie dos fios apos tratamento,
indicando que os tratamentos provocaram alteragdes na superficie do cabelo, ou seja,
ocorrem interagdes entre a cuticula e os compostos presentes nos 6leos. O fio tratado com
6leo de abacate foi o que apresentou maior numero de sinais diferentes do controle apds

0 tratamento.

Os sinais de m/z 404,301 e 612,678 encontrados do fio intacto tratado com 6leo

de abacate e o sinal de m/z 466,620 do fio intacto tratado com 6leo de argan foram
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encontrados apenas na superficie do fio, os demais sinais foram encontrados tanto na
superficie quanto no cortex do fio tratado, indicando que sao vindos de substancias que

sao formadas tanto na cuticula quanto no cortex capilar apds o tratamento com os 6leos.

A fim de verificar se o tempo entre o final do tratamento e a anélise influenciam
nos resultados, j& que pode ocorrer degradacdo dos compostos incorporados ao fio apds
algum tempo do tratamento, fios foram analisados apos 1, 5 e 10 dias do término do
tratamento com 6leo de abacate. Esse 6leo foi escolhido ja que foi o que demostrou maior

incorporagdo pela fibra capilar.

A Figura 36 mostra a PCA dos espectros MALDI-TOF (m/z 350-1200;
intensidade>1000 u.a.) dos fios de cabelo tratados com o 6leo de abacate, enquanto na
Figura 37 ¢ possivel observar um exemplo de espectros MALDI-TOF dos fios de cabelo
tratados com o 6leo de abacate, sendo 1 dia (verde), 5 dias (vermelho) e 10 dias (azul)

apo6s o fim do tratamento.
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Figura 36. PCA dos espectros MALDI-TOF (m/z 350—1200; intensidade>1000 u.a.) dos
fios de cabelo tratados com o 6leo de abacate 1 dia (verde), 5 dias (vermelho) e 10 dias

(azul) ap6s o fim do tratamento. Fonte: Autoria propria.
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Figura 37. Espectro MALDI-TOF (m/z 350-1200; intensidade>1000 u.a.) dos fios de
cabelo tratados com o 6leo de abacate 1 dia (verde), 5 dias (vermelho) e 10 dias (azul)

apo6s o fim do tratamento. Fonte: Autoria propria.

E possivel verificar que os grupos 1 dia, 5 dias e 10 dias apresentam resultado
semelhante, ndo mostrando grandes diferencas na PCA apds o tempo avaliado. Apesar
disso, ¢ possivel observar no espectro da Figura 36 que os sinais na regido de maior
interesse (de DAGs e TAGs) apresentam intensidades menores apds 5 dias e ainda
menores apos 10 dias, indicando que mesmo com similaridade demonstrada pela analise

estatistica, ¢ aconselhavel que a andlise seja feita o mais proximo possivel do tratamento.

Um fator importante para a discussdo dos resultados ¢ entender o que ocorre no
cabelo no processo de descoloragdo, ja que ele precede o tratamento com os 6leos. A
epicuticula consiste em uma monocamada lipidica composta principalmente de acido 18-
metileicosanoico (18-MEA) ligado a proteinas via ligagdo tioéster. O clareamento
danifica a epicuticula causando a clivagem da ligagdo tioéster ¢ a formagdo do grupo
acido cisteico, como mostra a Figura 38 o que gera um aumento da carga negativa na

superficie do cabelo (KOJIMA, 2015).
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Figura 38. Diagrama esquematico da superficie do cabelo antes e apds o processo de

clareamento. Fonte: Adaptado de KOJIMA, T.; 2015.

Durante o tratamento com os 6leos, hé interagdes dos compostos presentes nos
6leos com a superficie do cabelo. Essas intera¢des sdo comprovadas quando comparamos
os espectros dos cabelos sem tratamento com o espectro dos fios tratados. O surgimento
de sinais na regido estudada comprova que ha alteracdes na superficie do fio apos o
tratamento. Sinais compativeis também aparecem nos espectros da parte interna no fio,
indicando que ocorre alteragdes no cortex capilar apds o tratamento com os 6leos. Apesar
de ndo ser possivel até 0 momento identificar os compostos que sdo formados, e de suas
m/z ndo serem compativeis com o0s sinais presentes nos 6leos, podemos afirmar que ha
nitidas diferengas quando comparamos os fios tratados aos nao tratados, indicando que

os 0leos causam modificacOes internas e externas nos fios.
4.8 Analises por LIFT MALDI-TOF/TOF e ESI-MS/MS

O intuito de avaliar os 6leos através das duas técnicas de fragmentacao foi
comparar diretamente os espectros a fim de verificar se a identificacdo dos ions seria
possivel por ambas, ou complementar as informagdes obtidas por cada técnica. Ja ¢
amplamente discutido na literatura a caracterizagdo da composicao 6leos vegetais por
técnicas de MS/MS, principalmente usando ESI. A Figura 39 ilustra como foi feito o
processo de identificag@o para a andlise de ESI-MS/MS, com fragmentagao por CID, para
dois TAG: o POO (1-hexadecanoil-2,3-di-(9Z-octadecenoil)-glicerol) e o OOO (1,2,3-

tri-(9Z-octadecanol)-glicerol).
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Figura 39. Espectros de fragmentagio por ESI-MS? e hipoteses de identificagdo de TAG.

Fonte: Autoria propria.

Para verificar a possibilidade de identificacdo dos compostos diretamente no
MALDI, foi realizado um experimento utilizando a fragmentagdo por LIFT TOF/TOF,
no qual os fragmentos metaestaveis formados na ionizagdo sdo re-acelerados e tem a

energia aumentada.

A fragmentacdo dos Oleos de argan, abacate e coco por MALDI-TOF/TOF
mostrou um perfil de fragmentagdo diferente no obtido por ESI-MS?. Um exemplo ¢ a
fragmentacdo do ion de m/z 881,710 do 6leo de abacate. Considerando que o método
empregado no ESI possibilita a formagao apenas dos ions [M+H]", enquanto no MALDI
pode haver a formagao, majoritariamente, dos ions [M+H]" ou [M+Na]", foram avaliados

os espectros considerando essas hipoteses.
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Figura 40. Espectros de fragmentagio por ESI-MS? para a hipotese do ion (A) [M+H]*
em m/z 881,92 ¢ LIFT MALDI-TOF/TOF para a hipotese do ion (B) [M+H]" em m/z
881,710 ¢ (C) [M+Na]* em 903,754. Fonte: Autoria propria.

A fragmentagao difere quando comparamos os dois equipamentos, portanto, nao
¢ possivel afirmar se s3o os mesmos compostos. Nao foi possivel obter espectros com
perfil que indicasse os compostos encontrados nos oOleos, como ja publicados

extensivamente.
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Ademais, durante a tentativa de fragmentag¢do por LIFT em MALDI-TOF/TOF
dos sinais encontrados nos fios de cabelo, utilizando a lamina de imageamento, foi
possivel observar que os fragmentos formados podem estar deslocados com relagdo a m/z.
O ion aproximado em m/z 609,3 foi avaliado em trés fios de cabelo distintos e foi possivel
observar um desvio padrao de 1,05 entre as trés repeti¢des, como pode-se observar na
Figura 41. Isso impede a identificacdo dos compostos, ja que essa variagdo aumenta

consideravelmente o numero de hipdteses do analito.
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Figura 41. Espectros de fragmentagdo por LIFT MALDI-TOF/TOF para o ion de m/z
609,284 (verde), m/z 609,322 (vermelho) e m/z 609,228 (azul) para fios de cabelo

distintos tratados com 6leo de abacate. Fonte: Autoria propria.

Devido a esse desvio nos dados, ndo foi possivel identificar os compostos por
LIFT e comparar com a identificagdo por ESI-MS?. Alternativas sdo analisar os
compostos incorporados ao fio de cabelo realizando um processo de extragdo e posterior
analise por ESI-MS? ou realizar os experimentos por MALDI-TOF/TOF com

fragmentacdo por CID, o que pode ser efetuado em trabalhos posteriores.
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4.9 Imageamento por MALDI-TOF

Um dos objetivos do trabalho era formar uma imagem na qual fosse possivel
observar a distribuicdo dos compostos de interesse no interior dos fios de cabelo. A
imagem foi realizada utilizando a fixagao pela fita ARclad® e os parametros dispostos na
Tabela 4. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo software flexImaging (Bruker

Daltonics), no qual os dados também foram tratados.

Apos a aquisicdo dos dados em uma regido selecionada, um espectro médio de
toda a regido ¢ formado, como pode-se observar na Figura 42. Ele mostra que a
intensidade média dos sinais de interesse ¢ muito baixa, ou seja, eles ndo aparecem no

espectro médio geral da regido.
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Figura 42. Espectro de massas médio geral de MALDI-TOF-MS da regido selecionada

para aquisi¢ao das imagens para os trés fios tratados e o controle. Fonte: Autoria propria.

Apesar disso, a massa dos sinais de interesse foi filtrada e selecionada a fim de
verificar sua distribui¢do, com base na intensidade do sinal. A Figura 43 apresenta uma
imagem gerada por MALDI-TOF dos fios de cabelo tratados com 6leo de argan (1),

abacate (2) e coco (3) e o controle (4), cortados longitudinalmente.
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O primeiro fator importante a ser citado ¢ que os dados foram obtidos em uma
area retangular que continha os quatro fios, incluindo os espagos entre eles. Na regiao dos
fios € possivel observar sinais em toda a faixa de m/z selecionada, enquanto na area em
que se encontra apenas a fita ARclad® (espacgo entre os fios) ndo ¢ possivel observar

sinais.

Tratamentos:
1—Oleo de argan

2 — Oleo de abacate
3 — Oleo de coco

4 — Controle

681,7 +

i I 1 i
438,5+0,2 Da i 649,8+02Da L. 535,840,2 Da
. L :

B i
| || i 1]
665.8+0,2Da i 8549+05Da U= 643,61 0,2 Da

Figura 43. Imagens de MALDI-TOF nas se¢des longitudinais de amostras de cabelo
tratadas com o6leo de argan (1), abacate (2) e coco (3) e do fio de cabelo sem tratamento

(controle, 4). Fonte: Autoria propria.

Os ions de m/z 438,5 £ 0,2 Da e 665,8 £ 0,2 Da, a direita, sdo sinais que
apareceram nos espectros dos fios apds os trés tratamentos e sdo encontrados nos
espectros dos 6leos também. O primeiro apresenta baixa intensidade para o tratamento
com oOleo de coco, menor até que o controle, enquanto os tratamentos com 6leo de argan
e abacate mostram uma regido com maior intensidade, ou seja, o ion nao ¢ distribuido

igualmente ao longo do comprimento do fio. O segundo ¢ mais intenso para o tratamento
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com argan, seguido do tratamento com coco e o controle pode ser comparavel ao

tratamento com Oleo de abacate.

O ion 570,7 £ 0,2 Da, encontrado apenas no 6leo de coco, porém nos trés
tratamentos, foi mais intenso para o tratamento com 6leo de abacate. Ja os ions 649,8 +
0,2 Da e 854,9 = 0,5 Da, presentes no 6leo de abacate, também sdao encontrados

distribuidos nos cabelos tratados com 6leo de argan e de coco.

Osions 419,5+0,2 Da, 535,8 +£0,2 Da, 643,6 £ 0,2 Da e 835,8 £ 0,5 Da sdo mais
intensos no fio tratado com o 6leo de abacate, indicando que o tratamento com esse 6leo
provocou mudangas mais expressivas com relagdo a esses ions, apesar de eles também
estarem presentes no controle. Apesar disso, ¢ possivel perceber que ao longo do
comprimento do fio a distribuicdo dos ions varia bastante, ndo apresentando uma
distribuicdo homogénea. J& os ions 681,7 £ 0,2 Da, 819,9 + 0,2 Da mostram uma
distribui¢do mais homogénea ao longo do comprimento dos fios, mostrando intensidade

maior no tratamento com o 6leo de argan e com o 6leo de coco.

Foi realizada uma tentativa de obter os dados apenas na regido nos fios, excluindo
a area da fita, porém devido ao pequeno tamanho da amostra e a altura do fio, que pode
causar um sutil deslocamento no laser, pode-se perder dados importantes durante
processo da coleta. A fim de diminuir os riscos de erros durante a aquisi¢cdo dos dados,

toda a regido foi selecionada, como mostra o esquema da Figura 44.
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DIAMETRO DO LASER

Figura 44. Esquema da aquisi¢ao de dados de imagem por MALDI-TOF. Fonte: Autoria

propria.

A aquisi¢do da imagem foi realizada em uma éarea pequena de cerca de 1 mm?
durante cerca de 11 h. A distribui¢cdo dos ions de interesse foi verificada, trazendo mais
uma confirmagdo de que os tratamentos com os Oleos vegetais avaliados causam
mudangas no cortex do fio de cabelo. Apesar de ser possivel avaliar a distribuicao dos
compostos no interior dos fios, ainda é necessario aprimorar a aquisicao dessas imagens

para que possam ser realizadas em areas maiores, ao longo do comprimento do fio.

5 Conclusoes

Durante o estudo, a metodologia para analise de fios de cabelo por MALDI-TOF-
MSI foi desenvolvida desde a etapa de coleta das amostras até o tratamento dos dados.
Diversos cortes propostos na literatura foram testados para definir o melhor para os fios
de cabelo. Apesar do corte com criostato ser citado diversas vezes como a melhor
metodologia de corte para MSI, nesse estudo o corte por esse método ndo foi adequado
j& que nao foi possivel posicionar a lamina contendo o fio de cabelo colado nos

equipamentos disponiveis. Portanto, um método de corte foi proposto utilizando uma
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placa metalica com ranhuras, na qual o cabelo ¢ posicionado, fixado com fita adesiva e

cortado com uma lamina de micrétomo.

A mistura de matrizes DHB/HCCA 3:1 (m/m) com concentra¢do de 8 mg/mL de
solucao de ACN 50% (v/v) foi selecionada para as andlises, ja que permitiu a maior
intensidade dos sinais na regido de interesse para TAGs. Os parametros instrumentais do
MALDI-TOF-MS foram definidos e encontrou-se o melhor método de aquisicao de dados
em fios de cabelo na faixa de m/z de 200 a 2.000.

Com o método desenvolvido, as amostras capilares tratadas com 6leos vegetais
foram avaliadas visando observar a incorporagdo de substancias pelo contato externo com
o fio. Foi possivel identificar ions que indicam modificagdes no cortex e na superficie do
fio apos o tratamento com os Oleos vegetais de argan, abacate e coco. Alguns ions
presentes nos Oleos também foram encontrados no interior dos fios, indicando a

incorporagdo desses compostos.

Foi possivel verificar um maior nimero de compostos apos o tratamento com o
0leo de abacate quando comparado aos demais tratamentos, indicando que foi o
tratamento mais efetivo. Em sequéncia o tratamento com 6leo de coco, que também

provocou ions que mostram a eficiéncia do tratamento.

Considerando o 6leo de argan, era esperado que a permeagao fosse menor devido
a sua composicdo. Apesar do surgimento de alguns ions apds o tratamento, que indicam
alteracdes e incorporacdo do 6leo, a PCA mostrou que fio apods tratamento ¢ similar ao

fio controle, indicando que foi o tratamento menos efetivo.

Isso demonstra a eficiéncia do uso de 6leos vegetais em formulagdes cosméticas
e indicam que eles podem ser usados como veiculos em tratamentos especificos, porém

testes com ativos sdo necessarios para comprovar a ultima aplicagao.

A elaboragao das imagens da distribuig@o espacial dos ions de interesse no cortex
capilar forneceu uma nova perspectiva sobre os tratamentos, corroborando os resultados
dos espectros que apontam modificagdes no cortex capilar e incorporacao de compostos
durante o tratamento com os trés 6leos. Ainda é necessario aprimorar a aquisi¢ao e
apresentacdo dessas imagens, a fim de que possam ser realizadas em areas maiores que

demostrem homogeneidade ao longo do comprimento do fio. O método desenvolvido foi
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capaz de atingir a finalidade do trabalho, sendo qualificado para fornecer dados sobre a

absorcao e imagens da distribuicdo de compostos incorporados a haste capilar.
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Figura I. Espectro MALDI-TOF do padrao de Angiostensina I aplicado diretamente na
lamina ITO sem fita (preto) e sobre fita Arcare, sendo uma camada da fita em vermelho,
duas camadas da fita em azul e trés camada da fita em verde, na regido de m/z entre 1.275

e 1.405. Fonte: Autoria propria.
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Figura II. Espectro MALDI-TOF do padrao de Angiostensina I aplicado diretamente
na lamina ITO sem fita (preto) e sobre fita Adelbras, sendo uma camada da fita em

vermelho, duas camadas da fita em azul e trés camada da fita em verde, na regido de m/z
entre 1.275 e 1.405. Fonte: Autoria propria.
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Figura III. Espectro MALDI-TOF do padrao de Angiostensina I aplicado diretamente na

m=

lamina ITO sem fita (preto) e sobre fita de aluminio, sendo uma camada da fita em

vermelho, dua camadas da fita em azul e trés camadas da fita em verde, na regido de m/z

entre 1.275 e 1.405. Fonte: Autoria propria.
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Figura IV. Espectro MALDI-TOF do padrao de Angiostensina I aplicado diretamente na
lamina ITO sem fita (preto) e sobre fita ARclad®, sendo uma camada da fita em

vermelho, duas camadas da fita em azul e trés camadas da fita em verde, na regido de m/z

entre 1.275 e 1.405. Fonte: Autoria propria.
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